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Introduction- Les Filovirus 

1. LES FIEVRES HEMORRAGIQUES A FILOVIRUS, UN PROBLEME 

CROISSANT DE SANTE PUBLIQUE. 

1. Historique des épidémies de fièvres hémorragiques à filovirus. 

Les fièvres hémorragiques virales (FHV) sont causées par des virus appartenant aux 

familles des Arenaviridae, Bunyaviridae, Flaviviridae et Filoviridae. La fièvre de Lassa, due à 

un Arenaviridae (1), est endémique en Afrique de l'Ouest, causant plusieurs centaines 

d'infections graves par an avec une mortalité d'environ 15%, et des dizaines de milliers de cas 

asymptomatiques ou peu malades avec une mortalité totale d'1 ou 2% (2). La fièvre de 

Crimée-Congo, causée par un Bunyaviridae, sévit en Afrique, en Asie et en Europe de l'Est (3, 

4). La fièvre de la Vallée du Rift, également liée à un bunyavirus, est observée en Afrique et à 

Madagascar, et a fait récemment près de 500 morts en Afrique de l'Est (5). La dengue et la 

fièvre jaune, 2 autres FHV, sont induites par des Flaviviridae. Enfin, les filovirus, seul genre 

de la famille des Filoviridae, sont quant à eux responsables des plus sévères formes de FHV, 

avec un taux de mortalité de 30 à 80%. 

Les filovirus sont des virus à ARN négatif non segmenté et enveloppé appartenant à 

l'Ordre des Mononégavirales. ll en existe 2 espèces, le virus de Marburg, pour lequel on ne 

connaît pas de sous-type, et le virus Ebola, dont 

il existe à ce jour 4 sous-types: Zaïre, Soudan, 

Reston et Côte d'Ivoire. Les filovirus ont été 

décrits pour la première fois en 1967 lors de 

'mini-épidémies' de fièvre avec hémorragies 

survenues simultanément en Allemagne 

(Marburg et Francfort) et en Yougoslavie 

(Belgrade). Les malades étaient des personnels 
Photo 1. Le virus Ebola. 

de laboratoire contaminés par des vervets (Cercopithecus aethiops) importés d'Ouganda. 

Trente et une personnes furent ainsi infectées (le filovirus incriminé sera ensuite appelé 

Marburg) avec une évolution fatale pour 7 d'entre elles (6). Le virus de Marburg est ensuite 

réapparu en 1975 en Afrique du Sud (7) et en 1980 au Kenya (8). Le virus Ebola (photo 1) a 
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MARBURG 

Soudan 

101-250 
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Figure 1. Les épidémies de fièvres hémorragiques à fùovirus depuis leur première description en 1967 

été décrit pour la première fois lors de 2 épidémies survenues en Afrique Centrale en 1976, 

l'une au Zaïre (aujourd'hui République Démocratique du Congo, RDC) dans la bourgade de 

Yambuku et dans quelques villages bordant la rivière Ebola (9, 10), l'autre au Soudan à 

quelques centaines de kilomètres à l'Est, dans la ville de Nzara (11) (figure 1). Ces deux 

épidémies, liées au virus Ebola sous-type Zaïre (Ebo-Z) pour Y ambuku et sous-type Soudan 

(Ebo-S) pour Nzara, furent beaucoup plus meurtrières, puisque respectivement 88% des 318 et 

53% des 284 personnes infectées ont succombé. Trois ans plus tard dans la même ville 

(Nzara), 34 personnes (mortalité 65%) seront à nouveau atteintes par le virus Ebo-S (12). En 

1989, l'importation à Reston (Virginie, USA) de singes cynomolgus (provenant des 

Philippines) infectés par un nouveau sous-type de virus Ebola, le sous-type Reston (Ebo-R), 

est à l'origine de plusieurs séroconversions humaines et d'épidémies de FHV dans différents 

élevages de primates non-humains (PNH) aux Etats-Unis, puis en Italie en 1991 et encore aux 

USA (Texas) en 1996 (13, 14). Un 4ème sous-type de virus Ebola, Ebola Côte d'Ivoire (Ebo­

CI) a été isolé chez une éthologiste travaillant dans la forêt de Tai (Côte d'Ivoire) en 1994 et 

chez un réfugié Libérien en 1995 (15). Après un silence épidémiologique de près de 20 ans, le 
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virus Ebo-Z est réapparu à 3 reprises au Gabon (Mekouka, 1994, Mayibout, 1995 & Booué, 

1996) ainsi qu'en RDC (Kikwit, 1995), où 461 personnes au total furent infectées avec une 

mortalité supérieure à 70% (16-18). Un patient contaminé durant 1' épidémie de Booué 

(Gabon) a été à l'origine de l'introduction d'Ebo-Z en Afrique du Sud, en transmettant le virus 

à une infirmière lors de son hospitalisation à Johannesburg. Enfin, le virus de Marburg a 

probablement réémergé en 1999 dans le Kivu (RDC), mais très peu d'informations sont 

disponibles concernant cette épidémie. 

Filovirus Lieu Année 
Nb re Mortal 
de cas % 

Marburg Marburg, Francfort & Belgrade 1967 31 22,6 
Zimbabwe & Afrique du Sud 1975 3 33,3 

Kenya 1980 0 
Kivu, RDC 1999 ? ? 

Ebo-S Nzara, Soudan 1976 284 53 
Nzara, Soudan 1979 34 65 

Ebo-Z Yambuku, RDC 1976 318 88 
Tandala, RDC 1977 1 100 

Mekouka, Gabon 1994 49 59 
Kikwit, RDC 1995 316 81 

Mayibout, Gabon 1996 35 68 
Booué, Gabon 1996 60 75 

Ebo-R Reston, USA 1989 PNH 

Italie 1991 PNH 

Texas, USA 1996 PNH 

Ebo-Cl Forêt de Tai, Côte d'Ivoire 1994 1 0 
Côte d'Ivoire 1995 0 

Tableau I. Historique des épidémies de FHV à filovirus. Le type de filovirus, le 
lieu de l'épidémie, l'année, le nombre de cas ainsi que la mortalité sont indiqués 

2. Une gradation dans la pathogénicité en fonction des sous-types 
. 

vu aux. 

Bien que les filovirus induisent les FHV les plus sévères et s'illustrent par un tableau 

clinique similaire chez les PNH et l'homme, il existe une gradation dans la pathogénicité de 

ces différents virus. Les 4 uniques personnes infectées de façon documentée au contact de 

singes malades en 1989-90 à Reston (USA) sont demeurées asymptomatiques (19). Bien 

qu'Ebo-R induise une FHV sévère chez les PNH, la morbidité et la mortalité sont inférieures 
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à celles observées avec Ebo-Z ou Ebo-S (20). Les 2 seuls cas répertoriés de FHV liées à Ebo-

CI ont survécu à l'épisode aigu (15), mais ce virus a néanmoins induit une pathologie sévère 

chez ces patients et est létal chez le chimpanzé (Pan p. troglodytes) (21). Avec une mortalité 

d'environ 25%, le virus de Marburg est d'une grande pathogénicité pour l'homme (6). Ebo-S, 

et particulièrement Ebo-Z, sont sans doute parmi les plus dangereux pathogènes connus de 

l'homme, plus de 60 et de 80%, respectivement, des patients succombant une semaine environ 

après l'apparition des symptômes (9, 11, 12, 18). Ainsi, il existe chez l'homme une gradation 

dans la pathogénicité en fonction des sous-types viraux. 

3. Histoire naturelle des filovirus. 

Les filovirus et leur écosystème. 

L'étude des lieux de contamination probable des cas index des nombreuses épidémies 

de FHV à filovirus et de cas isolés confirmés - Ebo-Z a été isolé chez une personne décédée à 

Tandala (RDC) en 1977 (22), et quatre cas sporadiques d'infection humaine non-fatale par 

Marburg ont été décrits au Kenya et au Zimbabwe (8, 23)- permet d'avoir une idée précise 

du biotope dans lequel évolue les filovirus 

(figure 2). Ainsi, le virus de Marburg semble 

circuler dans des écosystèmes distincts 

comme la forêt tropicale humide (Kivu), la 

mosaïque savane-forêt (Ouganda et Kenya) et 

la savane sèche (Zimbabwe). En revanche, la 

transmission du virus Ebola est restreinte aux 

zones de forêt tropicale humide (RDC et 

Gabon pour Ebo-Z, Sud-Soudan pour Ebo-S, 

Côte d'Ivoire pour Ebo-CI, et Philippines pour 

Marburg 
0 Ebo-S 

~bo-Z 
Ebo-CI 

Cas index 
D Cas isolé 

Forêt tropicale 
~ Mosaïque 
~ savane-forêt 

Figure 2. Répartition géographique des cas de FHV à 
Ebo-R) et survient le plus souvent pendant la r.Jovirus. D'après T.P. Monath, réf24 

saison des pluies (24). 
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Un réservoir naturel inconnu. 

Le réservoir naturel des filovirus demeure à ce jour une énigme. Les divergences 

génétiques parfois importantes entre les sous-types de virus Ebola et particulièrement entre 

Ebola et Marburg suggèrent que ces virus pourraient être hébergés par des hôtes distincts. 

Parmi les candidats potentiels, on peut citer les arthropodes hématophages (moustiques, 

tiques) par analogie avec d'autres FHV comme la dengue, la fièvre jaune ou la fièvre de 

Crimée-Congo (25). Des échantillons d'arthropodes prélevés sur les lieux de contamination 

de certains patients n'ont cependant pas permis l'isolement d'un filovirus (26, 27), tandis,que 

des infections expérimentales de moustiques (Culex et Aedes) et de tiques (Ornithodoros) par 

Ebo-R ont été tentées sans résultat (28). Certains mammifères comme les rongeurs pourraient 

également constituer un réservoir, mais aucun isolement viral n'a pu être obtenu à partir de 

nombreux mammifères capturés sur différents sites d'infection (26, 29-31); Des chauves­

souris ont néanmoins été retrouvées à proximité du lieu de contamination de cas index 

d'infections par Marburg et Ebo-S (11, 24), et par ailleurs, l'infection expérimentale de 

chauves-souris frugivores et insectivores par le virus Ebola conduit à des virémies 

importantes pendant parfois plusieurs semaines sans mortalité (32), faisant des chiroptères un 

candidat possible de réservoir naturel pour les filovirus. 

Enfin, l'historique des épidémies de FHV à virus Ebola en Afrique suggère une 

transmission cyclique de ce dernier, qui pourrait dépendre de variations climatiques ou d'une 

périodicité du réservoir. En effet, depuis la découverte du virus Ebola en 1976 à Yambuku 

(RDC), la plupart des épidémies, tant chez l'homme que chez les PNH, se sont déroulées sur 2 

périodes très courtes, les années 1976-77 en RDC et au Sud-Soudan et 1994-96 au Gabon, en 

RDC et en Côte d'Ivoire. 

Les primates non-humains, des intermédiaires entre le réservoir et l'homme. 

Bien que trop sensibles aux infections par les filovirus pour constituer un réservoir 

viral, les PNH sont à 1' origine de nombreuses épidémies humaines. Les épisodes de Marburg 

(1967) et de Reston (1989) résultent de l'importation de vervets et de macaques 

respectivement infectés par Marburg et Ebo-R. De même, l'infection d'une éthologiste par 

Ebo-CI en Côte d'Ivoire résulte de l'autopsie d'un chimpanzé infecté, tandis que l'épidémie 
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de Mayibout (Gabon, 1996) a pour cause la manipulation d'un chimpanzé trouvé mort. Les 

épisodes de Mekouka (1994) et Booué (1996) pourraient eux aussi être en relation avec 

l'infection de grands singes (16). ll semble d'ailleurs que les épidémies de FHV parmi les 

populations de grands singes soient relativement fréquentes (33, 34), et précèdent souvent la 

transmission du virus à l'homme (16). En dépit de l'intense activité humaine en forêt 

tropicale, la transmission à 1 'homme des filovirus est tout de même assez rare. ll semble donc 

que le contact avec le réservoir soit difficile (ou que la transmission du virus du réservoir à 

1 'homme soit peu efficace) et que les PNH jouent un rôle important d'hôte intermédiaire dans 

l'histoire naturelle des filovirus. 

La transmission des filovirus. 

Bien que les filovirus soient des pathogènes extrêmement contagieux, leur 

transmission nécessite des contacts étroits avec le sujet (ou l'animal) infecté. ll est probable 

que les PNH se contaminent au contact du réservoir (manipulation de cadavres, ingestion de 

petits mammifères infectés) ou de ses excréta. De plus, les filovirus gardent plusieurs jours 

leur infectivité en dehors de l'organisme (35). Par la suite, la transmission entre PNH s'opère 

par contact entre individus. L'infection de l'homme à partir du réservoir naturel, pourtant à 

l'origine qe certaines épidémies (Soudan, 1976 & 79 (24), Kikwit, 1995 (18)), n'a jamais pu 

être décrite, le cas index étant le plus souvent déjà mort lors des enquêtes épidémiologiques. 

Par contre, la contamination de personnes à partir de PNH résulte de contacts avec le sang ou 

les tissus de l'animal lors d'autopsies ou d'expérimentation animale (Reston, Côte d'Ivoire) 

(15) ou bien, comme cela a été observé lors de l'épidémie de Mayibout (Gabon, 1996), du 

dépeçage et de la préparation culinaire d'un chimpanzé trouvé mort (16). 

La contamination inter-humaine nécessite elle aussi un contact entre les muqueuses ou 

même la peau d'un individu sain et les fluides biologiques - sang, vomissures, urines, salive, 

larme, sperme ou sueur - d'une personne infectée et en phase symptomatique. La 

transmission expérimentale d'Ebola par aérosol a été obtenue - en utilisant cependant des 

doses très élevées - chez le singe rhésus (36, 37) et semble être survenue chez des singes 

rhésus témoins se trouvant dans la même animalerie que ceux infectés par Ebo-Z (38). 

Cependant, il a été démontré à plusieurs reprises que cette voie de contamination n'était pas 
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impliquée dans la transmission virale lors des épidémies, toutes les infections documentées 

relevant d'un contact direct avec un malade et les personnes vivant à proximité de patients 

sans avoir de contact n'étant pas infectées (39). 

La transmission nosocomiale a joué un rôle amplificateur dans plusieurs épidémies, 

telles Yambuku (RDC, 1976), où la ré-utilisation de seringues et d'aiguilles est à l'origine de 

la plupart des cas (9), et Kikwit (RDC, 1995), où plusieurs personnels de santé se sont 

contaminés en donnant des soins (projections de gouttelettes de sang, interventions 

chirurgicales, contacts avec des malades) et 1' épidémie s'est répandue de manière dramatique 

dans l'hôpital (18, 40). Par ailleurs, le mode de transmission des filovirus favorise la 

contamination familiale et de proche en proche comme cela a pu être observé dès 1976 à 

Nzara (Soudan), où 3 cas index ont entraîné l'infection de 47 parents et proches occupés à 

leurs soins (11). De même à Yambuku, après la fermeture de l'hôpital, 110 cas secondaires 

liés à des soins et à des rites funéraires ont été enregistrés (9). Enfin, à Kikwit (RDC, 1995), 

de nombreux parents de malades ayant eu des contacts dans la vie quotidienne, lors de soins 

ou de rites funéraires ont été contaminés (39) ; ainsi qu'à Mayibout et Booué, (Gabon, 1996), 

où le virus s'est répandu de la même manière (16). 

4. Le diagnostic des infections filovirales. 

Des prélèvements biologiques à hauts risques. 

Les patients atteints de FHV sont extrêmement contagieux et un certain nombre de 

précautions comme le port de gants, d'un masque respiratoire, de bottes, d'une combinaison 

et de lunettes de protection, doivent impérativement être prises avant tout soin ou prélèvement 

sanguin à un malade. En effet, bien que la transmission inter-humaine par aérosol ne soit pas 

décrite, la projection de micro-gouttes de sang (les FHV induisent parfois des saignements 

spontanés aux points de piqûres) et même de vomissures représentent par contre un grand 

risque infectieux. 

De plus, les filovirus, présents en grande quantité dans le sang et les tissus, gardent 

leur infectivité en dehors de l'organisme plusieurs jours à 20°C (35) et résistent à deux cycles 

de congélation-décongélation. lls sont néanmoins détruits par la chaleur (60°C, 1h), les ultra-
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violets, les rayons gamma (1 million Rad), les solvants des lipides, les fixateurs 

(formaldéhyde, ~-propriolactone), les désinfectants à base de phénol et l'eau de Javel (41-43). 

Ainsi, tant que les prélèvements biologiques ne sont pas inactivés par l'une ou l'autre de ces 

méthodes, ils possèdent un grand pouvoir infectieux et doivent être manipulés dans une 

enceinte de sécurité biologique de niveau maximal (BSL-4). 

Un tableau clinique peu spécifique. 

Bien que les FHV à filovirus induisent à des stades avancés certains symptômes très 

caractéristiques et évocateurs comme les signes hémorragiques, le diagnostic clinique de ces 

FHV est délicat sur le terrain. En effet, les symptômes caractérisant les premiers jours de la 

maladie - fièvre, vomissements, diarrhées, douleurs - sont peu spécifiques et communs à 

d'autres pathologies plus fréquentes comme le paludisme, les pathologies gastro-intestinales 

et certaines infections bactériennes. De plus, le syndrome hémorragique caractéristique des 

FHV à filovirus peut également être attribué à d'autres FHV possédant des zones d'endémies 

voisines comme les fièvres de Lassa, de Crimée-Congo, de la Vallée du Rift et la fièvre jaune 

ou même à des dysenteries microbiennes comme les amibiases, les shigelloses et 

salmonelloses (44). Le diagnostic clinique est cependant très utile dans le cadre du contrôle 

des épidémies lorsque l'agent étiologique est déjà connu. 

L'isolement viral. 

Ces manipulations doivent être effectuées dans un BSL-4 en raison du grand risque 

infectieux résultant de la culture virale. C'est la méthode de référence pour identifier avec 

certitude un filovirus et surtout caractériser le sous-type impliqué. Elle consiste à inoculer des 

produits biologiques (sérums de la phase aiguë, tissus prélevés post-mortem) provenant d'un 

malade suspect de FHV sur cultures de cellules Véro E6, avec 'passages aveugles' 

systématiques sur de nouvelles cultures si la réplication virale n'est pas détectée lors de la 

première inoculation ( 45). Les cellules MA 104 sont quant à elles plus appropriées pour 

l'isolement d'Ebo-R et de la plupart des virus de FHV simienne (13). Dans un délai variable 

de 2 à 5-6 jours apparaissent des effets cytopathogènes (ballonnets, lyse cellulaire) 

caractéristiques de la réplication virale. Des 'passages aveugles' sur des cobayes avant 
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l'inoculation des cellules peuvent permettre de résoudre les problèmes de contamination des 

prélèvements biologiques. L'identification du virus isolé repose sur l'utilisation d'anti-sérums 

de référence et de l'immunofluorescence ( 46). 

La détection des filovirus sur des coupes de tissus. 

Les :filovirus peuvent être détectés par des techniques immuno-enzymatiques sur des 

coupes de tissus (peau, foie, rate) fixées et incluses en paraffine (photo 2) (47). Cette méthode 

présente l'avantage de ne pas nécessiter de BSL-4 (le virus étant inactivé par la fixation des 

coupes) et est utilisée pour les diagnostics différés et post-mortem chez les PNH ou l'homme 

(21, 48). 

Photo 2. Distribution des Ag Ebo-Z dans une biopsie de peau 
(tissu conjonctif et glandes sudoripares). D'après S.R. Zaki et al, réf 
48 

La détection des antigènes circulants. 

Cette technique, relativement récente, consiste à quantifier les antigènes (Ag) viraux 

circulants dans le sérum des patients à l'aide d'un test immuno-enzymatique (Enzyme linked 

immunosorbent assay, ELISA) de type sandwich (47, 49). Elle est également applicable chez 

les PNH et desanti-sérums spécifiques sont disponibles pour Ebo-Z, Ebo-S et Ebo-R. Après 

inactivation du sérum par chauffage à 60°C pendant 1 h, le test peut être réalisé sans risque 

infectieux et est applicable sur le terrain sans équipement particulier. Cependant, les Ag 

circulants étant détectables dans le sang uniquement pendant la phase symptomatique de la 
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maladie (49), cette méthode ne permet pas le dépistage des patients en période d'incubation ni 

le diagnostic rétrospectif chez les survivants. 

La détection de l' ARN viral dans le sang par RT-PCR. 

Cette technique très sensible, déjà validée pour le diagnostic de la fièvre de Lassa et de 

West Nile (50-52) nécessite un laboratoire, un minimum d'équipement et une grande 

vigilance par rapport aux contaminations induisant des résultats faussement positifs. Cet outil 

- pas encore validé comme outil de diagnostic - possède néanmoins plusieurs avantages 

comme la rapidité et la facilité de mise en œuvre, le faible coût, l'absence d'utilisation de 

réactifs 'spécifiques', et surtout la possibilité, avec quelques couples d'amorces, de dépister 

un grand nombre de FHV différentes en très peu de temps. La RT -PCR permet également la 

caractérisation du virus identifié par séquençage des fragments amplifiés (53). Cette technique 

a été mise en œuvre lors de l'épidémie de Kikwit, (RDC, 1995) (54), et sa grande sensibilité 

comparativement à l'isolement viral ou la détection d'Ag permet l'amplification d' ARN 

d'Ebo-Z dans le sperme de survivants 3 mois après l'apparition des symptômes (55), mais il 

ne semble pas que la persistance virale soit aussi longue dans le sang de PNH infectés par 

Ebo-Z et Ebo-R (56). Il est également probable que cette méthode permette la détection du 

virus dès la phase d'incubation. 

Le diagnostic sérologique. 

L'immunofluorescence sur lames. 

Elle consiste à incuber le sérum à tester sur des lames sur lesquelles sont fixées des 

cellules infectées par le virus, inactivé par rayonnement gamma, les anticorps (Ac) étant 

ensuite révélés par immunofluorescence. Très souvent, les lames utilisées comportent 

différents types de cellules infectées (Ebo-Z, Ebo-S, Congo-Crimée, Rift Valley, Lassa, 

Marburg) (57, 58). Cette technique était très utilisée pour le diagnostic et les études de 

séroprévalence des filovirus il y a une vingtaine d'année (59, 60), mais le nombre élevé de 

résultats faussement positifs a conduit à une surestimation des prévalences et rend ces 

résultats difficilement exploitables (61). 
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La détection des IgM et IgG. 

D'autres tests sérologiques spécifiques des différents filovirus - ELISA, 

Radioimmunoprecipitation Assay (RIPA), western blots - ont été décrits (62-64). 

Malheureusement, ces techniques n'ont pas été validées sur le terrain, et, en dépit de la grande 

spécificité du RIPA et du Western blot, elles sont difficilement applicables dans un contexte 

épidémique, et particulièrement onéreuses. Une publication récente a décrit l'utilisation d'Ag 

recombinants d'Ebo-Z (nucléoprotéine et glycoprotéine) pour la détection des IgM 

spécifiques, ce qui présente 1' avantage de ne pas nécessiter de production d'Ag par culture 

virale (65). 

Récemment, des tests ELISA permettant la détection des IgM et IgG spécifiques d'Ebo­

R, Ebo-S et Ebo-Z ont été décrits et validés à partir de prélèvements provenant de Reston 

(USA, 1989) (66) et Kikwit (RDC, 1995) (49). La détection des IgM spécifiques se fait par 

immuno-capture en fixant des Ac anti-IgM au fond d'une plaque de micro-titration, puis en 

incubant le sérum à tester suivi d'Ag du sous-type viral recherché. La fixation de l'Ag est 

ensuite révélée à l'aide d'un sérum de lapin anti-Ebola. Les IgG spécifiques sont détectées en 

incubant le sérum sur des Ag viraux fixés au fond d'une plaque de micro-titration, puis sont 

révélées avec des Ac anti-IgG humaines couplés à une enzyme. L'avantage de ces techniques 

est de pouvoir utiliser des sérums inactivés par la chaleur, et de ne pas nécessiter 

d'équipement particulier de laboratoire. Cependant, les Ac IgM et IgG ne sont détectés que 

tardivement après l'infection et uniquement chez certains patients, ce qui limite l'utilisation de 

ces tests pour l'établissement d'un diagnostic en période aiguë de la maladie. Par contre, la 

persistance des IgG spécifiques -les IgM spécifiques n'étant plus détectées 3 mois après les 

symptômes- permet un diagnostic rétrospectif jusqu'à 2 ans après la maladie (49). 

5. Une absence de traitement et de prophylaxie, un contrôle difficile 

des épidémies. 

Des traitements symptomatiques. 

Aucun traitement ni prophylaxie ne sont actuellement disponibles contre les infections 

filovirales. L'efficacité thérapeutique et même prophylactique d'un inhibiteur de synthèse 

37 



Introduction - Les Filovirus 

nucléique, la ri ba virine (1-~-D-ribofuranosyl-1 ,2,4-triazole-3-carboxamide) a été démontrée 

chez l'homme contre plusieurs FHV comme la fièvre de Lassa, de Crimée-Congo, de la 

Vallée du Rift, et les FHV à syndrome rénal (hantavirus) (67-69). Cette molécule ne semble 

cependant pas efficace contre les filovirus, puisqu'elle n'inhibe pas la réplication du virus 

Ebola et n'a aucun effet chez la souris ou le singe cynomolgus infectés par Ebo-Z ou Ebo-S 

(70-72). 

Les traitements prescrits aux patients hospitalisés atteints de FHV à filovirus sont donc 

strictement symptomatiques. Lors de l'épidémie de Kikwit (RDC, 1995), les patients 

recevaient par voie orale du paracétamol (douleurs et fièvre), du métoclopramide et de 

l'halopéridol (nausées, vomissements et hoquet), des diazépames (agitation et convulsions), 

ainsi qu'une large couverture antibiotique (ciprofloxacine, chloramphénicol, cotrimoxazole, 

tétracyclines et acide nalidixique), et dans quelques cas, des perfusions de ringer-lactate (73). 

li en est de même pour l'épidémie de Booué (Gabon, 1996), où les patients ont reçu du 

paracétamol, du nifuroxazide, de l'ampicilline, et parfois des perfusions de ringer-lactate et 

même de sang total en cas d'hémorragies sévères (B. Pambo, communication personnelle). 

Lorsque des patients sont atteints de FHV dans des pays à haut niveau de développement, 

l'hospitalisation dans un service de réanimation intensive peut augmenter les chances de 

survie (74). 

L'isolement des patients, seul moyen de contrôle des épidémies. 

Le seul moyen de limiter l'extension des épidémies est donc d'empêcher la 

contamination de nouvelles personnes afin que l'épidémie s'arrête d'elle-même. Les patients 

sont ainsi isolés et les contacts directs avec le personnel soignant et la famille proscrits. De 

même, la surveillance des personnes ayant été en contact avec des malades est essentielle. 

Lors de 1' épidémie de Kikwit (RDC, 1995), les patients ont été isolés dans un pavillon de 

l'hôpital en compagnie d'un médecin et de 3 infirmières (l'une d'elle sera contaminée et 

décèdera, les équipements de protection n'étant pas encore disponibles à ce moment). Par la 

suite, des bottes, combinaisons, gants, masques respiratoires et lunettes ont été fournis au 

personnel soignant, empêchant ainsi les contacts directs avec les malades. Les corps des 

malades décédés étaient désinfectés à l'eau de javel, mis dans des sacs mortuaires et inhumés 
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par des volontaires de la Croix-Rouge afin d'éviter la transmission lors des cérémonies 

funéraires (75). Des mesures similaires ont été mises en œuvre avec un égal succès lors des 

épidémies Gabonaises (16). 

Des difficultés liées à l'enclavement des zones touchées. 

Bien que ces mesures d'isolement soient d'une grande efficacité et assez rapides à 

mettre en œuvre, l'enclavement géographique et les structures médicales modestement 

équipées des zones généralement frappées par les FHV a souvent pour conséquence un très 

long délai (parfois plusieurs mois) entre la survenue de la maladie chez le cas index et la mise 

en place des procédures d'isolement et le diagnostic de la maladie, période pendant laquelle 

l'épidémie s'étend de manière dramatique. Ainsi, à Kikwit (RDC, 1995), l'épidémie s'est 

propagée à partir d'un malade pendant près d'un mois - dans un hôpital où il n'y avait ni eau, 

ni électricité, ni sanitaires - avant que les mesures d'isolement ne soient prises et que le 

matériel de protection soit disponible (73, 75). ll peut aussi arriver qu'une épidémie frappe un 

village n'ayant pas accès à des structures sanitaires, comme à Mekouka et Mayibout (Gabon, 

1994 & 1996), où l'enclavement des villages touchés (7 et 6 h, respectivement, par le fleuve 

de la ville la plus proche) a permis la contamination d'une deuxième vague de patients avant 

que les autorités ne puissent intervenir (16). 

6. Les filovirus, un risque majeur pour l'avenir. 

Les FHV à filovirus sont donc, à l'instar des autres FHV, des problèmes majeurs de 

santé publique. Bien que les épidémies aient été jusqu'à présent sporadiques et localisées, il 

est clair que les activités économiques croissantes s'effectuant dans les régions de circulation 

des filovirus (exploitation forestière, ouverture de routes) risquent de maintenir sinon 

d'augmenter la fréquence des rencontres de l'homme avec le réservoir naturel ou un PNH 

contaminé par un filovirus. De plus, la mobilité croissante des personnes à l'intérieur et entre 

les pays favorisera de plus en plus l'apparition de foyers secondaires, comme cela a déjà été 

observé lors de l'épidémie de Booué (Gabon, 1996), où la fuite de plusieurs patients de 

l'hôpital de Booué a été à l'origine de l'apparition de foyers secondaires dans plusieurs villes 
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comme Libreville, la capitale Gabonaise (10 cas hospitalisés) et même Johannesburg (Afrique 

du Sud) (16). Ainsi, les FHV à filovirus représentent un risque majeur qu'il convient, en 

attendant qu'une prophylaxie ou un traitement ne soit disponible, de prévenir par une 

surveillance épidémiologique accrue des FHV dans les zones touchées, ce qui passe par la 

mise en place d'un réseau de 'sentinelles' dans les zones à risque afin de détecter rapidement 

les cas sporadiques d'infection filovirale (76), la formation des personnels de santé en matière 

de lutte contre les FHV, et enfin l'émergence de structures adaptées à la manipulation de ces 

pathogènes dans les pays où sévissent les FHV à filovirus (77). 
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Il. LES FILOVIRUS. 

1. Morphologie et structure des filovirus. 

Photo 3. Coupe longitudinale de virions Ebo-Z dans une cellule (Photo : E.I. 
Ryabchikova) 

Les premières observations morphologiques réalisées sur le virus de Marburg, premier 

filovirus découvert, avait conduit à le placer dans la famille des Rhabdoviridae (dont fait 

partie le virus rabique), mais des études physico-chimiques et morphologiques plus poussées 

des virus Marburg et Ebola ont mis en évidence leur nature unique, conduisant à créer une 

nouvelle famille dans l'ordre des Mononégavirales, les Filoviridae. La particularité de ces 

virus provient de leur morphologie filamenteuse très caractéristique les différenciant des 

autres Mononégavirales (photo 3) (78). 

Photo 4. Polymorphisme du virus Ebo-Z (Photo: E.I. Ryabchikova) 
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Le virus Ebola est très polymorphe : si son diamètre est uniforme (80 nm environ), sa 

longueur est en revanche variable (photo 4). ll peut ainsi se présenter sous forme de long 

filament, ou sous des formes plus courtes, quelquefois branchées, réalisant différentes figures 

('6', '8', 'U', cercle) (photo 5). Les filaments peuvent atteindre 10 à 15 f1m, mais la fraction 

associée au pic d'infectivité se situe autour 

de 1 11m (790 nm pour Marburg) (79). La 

nucléocapside présente un diamètre 

d'environ 50 nm e!~- __ t~~-~ ____ SY!l1:~!t~~ 

hélicoïdale de p_érioct,icité de 5 nm avec un 

espace vide axial d'environ 20 nm de 

diamètre. Elle est composée de 4 protéines : 
, - -~~-">•·-------------------~----- --- Photo 5. Vue d'un virion d'Ebo-Z en forme de '6' 

la nucléoprotéiÎÎe~(NP, 100-110 kDa), les (Photo: E.I. Ryabchikova) 

-~otéines dè struct~re 'cie virion\(VP) de 30 (VP3o)·\et 3s kDa}VP35) t~-l~pro~~~~(ARN 
polymérase-ARN dépendante, 260 kDa) (80-81). Elle contient la molécule d' ARN linéaire 

d'un poids de 4.0 X 106 Da représentant 1% de la masse virale totale (79, 82-84). 

L'enveloppe virale, qui provient en partie de la membrane des cellules infectées, 

contient 2 protéines, la VP24 (24 kDa) et la 

VP40 '(40 kDa), et une\ glycoprotéine (GP, 
----, -~- L-.,,~,. , . , , ,., j 

120-150 kDa) transmembranaire, dont 

l'oligomérisation est à l'origine de la 

formation de spicules, d'environ 7 nm de 

diamètre et espacés d'environ 5 à 10 nm, à la 

surface (photo 6) (71, 85). 

2. Phylogénie des filovirus. 

Photo 6. Spicules disposés le long d'un virion Ebo-Z. 
La flèche indique un des spicules. la barre indique 170 
nm. D'après V.E. Volchkov et al, réf 109 

L'analyse du génome des différentes souches de filovirus isolées depuis leur 

apparition a mis en évidence les homologies existant, au niveau des nucléotides (environ 45% 

pour la GP, la VP35 et la protéine L) mais aussi des acides aminés (environ 35% ), entre le 

virus Ebola et le virus de Marburg, justifiant la création d'une nouvelle famille parmi les 
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Mononégavirales (86-89). Cependant, les filovirus présentent certaines homologies avec 

d'autres Mononégavirales comme les paramyxovirus et, à un moindre degré, les rhabdovirus 

(89-91). 

La comparaison des différents isolats de virus 

de Marburg (Ouganda, 1967, 'POP' et 'RYe'; 

Zimbabwe, 1975, 'Ozo'; Kenya, 1980, 'Mus' et 1987, 

'RA v') ne permet pas de séparer ces virus en différents 

sous-types, bien que cela soit controversé (92) (figure 

3). En effet, l'isolat le plus éloigné des autres, 'RA v', 

ne diverge au niveau de la GP et de la VP3 5 que de 

20~22% au niveau des nucléotides et de 6 et 22~23%, 

respectivement, pour les acides aminés ; tandis que les 

autres isolats ne divergent que de 6~9% pour ces 2 gènes 

au niveau des nucléotides et des acides aminés (88). 

Parmi les souches de virus Ebola, 4 sous-types se 

distinguent par une divergence du gène de la GP de 3 7 à 

41% et de 34 à 43 %, respectivement au niveau des 

nucléotides et des acides aminés (figure 4) (87). Les 

relations phylogénétiques très étroites entre les souches 

africaines et la souche asiatique (Ebo-R) suggèrent que 

cette dernière pourrait avoir été introduite en Asie à 

partir de l'Afrique. 

3. Stabilité génétique des filovirus: 

Mnn "75 (070) 

L-------EBO '76 

Figure 3. Phylogénie des virus de Marburg, 
basée sur la région codante de la GP. D'après 
A. Sanchez et al, réf 88 

ROC '95 

RDC '76 

RISTO'\: '92 

RfSTO'\ '89 

'---------- MARBURG 

Figure 4. Phylogénie des virus Ebola, 
basée sur 2 régions conservées de la GP (C­
terrn. & N-term.). D'après A. Sanchez et al, 
réf87 

Les virus à ARN sont connus pour évoluer très rapidement, à cause du taux important 

d'erreurs commises par la polymérase durant la réplication (93). Cependant, si les divergences 

génétiques sont relativement importantes entre les différents sous-types de virus Ebola, 

l'analyse des différentes souches isolées au cours des épidémies indique au contraire une 

impressionnante stabilité de ce virus. Ainsi, la comparaison des séquences nucléotidiques du 
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gène de la GP des souches d'Ebo-Z isolées en RDC à près de 20 ans d'intervalle et à plus de 

1000 kms de distance montre une homologie de 98,4% (87), les quelques mutations étant 

localisées dans la région variable (hydrophile) contenant les sites de glycosylation. La 

localisation des mutations ne semble pas aléatoire et ces dernières conduisent le plus souvent 

à un changement dans la séquence protéique primaire. Cette variabilité semble provenir d'une 

pression de sélection qui pourrait être liée à la réponse immune de l'hôte ou à un changement 

de conformation du récepteur, cette région de la GP représentant la partie extra-membranaire 

de la protéine. Des résultats similaires ont été obtenus entre les souches d'Ebo-R isolées en 

1989 et 1996 aux Etat-Unis. La GPs est encore plus conservée, puisqu'aucune des quelques 

mutations retrouvées dans le gène de la GPs des 2 souches d'Ebo-Z ne conduit à un 

changement d'acide aminé, et seulement 2 substitutions d'acides aminés ont été détectées 

entre les isolats d'Ebo-R (54). Tandis que les divergences notables existant entre les différents 

sous-types de virus Ebola, mais aussi entre les virus Ebola et Marburg, suggèrent que ces 

virus sont très anciens ; 1' extrême stabilité génétique des virus Ebola au cours du temps 

implique un équilibre stable avec le réservoir qui de surcroît semble assez répandu en Afrique 

Centrale. 

La stabilité génétique du virus Ebola durant les épidémies est également très grande. 

Ainsi, aucune modification du virus Ebo-R n'a pu être décelée durant 3 mois de circulation 

virale lors de l'épidémie de 1996 (54). De même, au cours de l'épidémie de Kikwit (RDC, 

1995), aucune variation génétique n'a été mise en évidence dans la région variable de la GP 

d'Ebo-Z après de multiples passages chez des patients décédés ou survivants, ni au cours 

d'une période de 3 mois chez un même patient (94). Cette absence totale de modification 

d'une région pourtant variable au cours des épidémies rend peu probable l'atténuation de la 

pathogénicité au cours du temps et des passages, à l'exception bien sûr de mutations d'autres 

gènes. 

4. Le génome filoviral. 

Le génome du virus Ebola (ainsi que Marburg) est constitué d'un ARN non segmenté, 

linéaire, simple brin, à polarité négative (ce qui le place dans l'ordre des Mononégavirales, 
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comprenant les Rhabdoviridae, les Paramyxoviridae et les Filoviridae (95)), d'une longueur 

de 19100 bases (figure 5) (83). La molécule d'ARN contient 7 gènes alignés dans l'ordre 

L 

5' 

3' t 
t ov!lap t t t IR Overlap 

Traiter 
IR 

Leader IR Overlap STOP 
Il ~Il IR 1 ft 1 1 1111 Il 11111 1 

1 1 1 4') 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 

Figure 5. Organisation du génome du virus Ebola. Les rectangles verts représentent les parties codantes des gènes, 
tandis que les zones blanches figurent les parties non-codantes. Les régions intergéniques (IR) et chevauchante (Overlap) 
sont représentées. L'échelle représente la taille du génome, graduée en milliers de bases. Les zones riches en AIU sont 
figurées par un trait vert. D'après A. Sanchez et al, réf86 

suivant: 3'-NP-VP35-VP40-GP-VP30-VP24-L-5'. Des séquences conservées servent de 

signaux de transcription, comme pour les autres virus à ARN négatif non segmenté, et se 

trouvent dans les séquences non-codantes flanquant les gènes, à l'exception d'un site d'arrêt 

situé au milieu de la partie codante de la GP. Les sites de départ et d'arrêt (site de 

polyadénylation) de transcription présentent la séquence consensus suivante (86) : 

3 '-PyPuCU~UUCUAAUU Départ 3 '-UAAUUC(U)5t6 Polyadénylation 

Les bases vertes ne figurent pas dans les gènes Let GP. La séquence soulignée se trouve dans tous les sites. 

Une alternance de régions intergéniques et de courtes régions chevauchantes séparent 

les différents gènes le long du génome du virus Ebola. Le génome du virus de Marburg 

diftère par l'absence de région chevauchante, à l'exception d'une région située entre la VP30 et 

la VP24 n'existant pas dans le génome du virus Ebola (86). Ces régions présentent souvent 

des zones riches en NU, bien qu'on trouve aussi 5 de ces zones dans les parties codantes. Les 

régions inter-géniques ont une longueur de 3 bases, à l'exception d'une région de 142 bases 

séparant la VP30 et la VP24. Les régions chevauchantes sont limitées aux séquences des sites 

de départ et d'arrêt des gènes concernés, et sont centrées autour de la séquence consensus 3 '-

UAAUU (86). 
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Figure 6. Structure secondaire des ARNm d'Ebo-Z. Structure en ' épingle à 
cheveux' des extrémités 5' des ARN '+'. Le site consensus de transcription est 
surligné en bleu. Le site de départ de transcription est indiqué à gauche 
(parenthèse bleue). Si le site sert de stop pour le gène en amont, la fin du stop est 
surlignée en vert. Les codons AUG putatifs (différents de ceux utilisés pour la 
traduction) sont surlignés en rouge D'après A. Sanchez et al, réf 86 

Les ARNm du virus Ebola (et de Marburg (96)) ont la particularité de former des 

structures secondaires en 'épingle à cheveux' à leur extrémité 5' (figure 6). Ces structures 

influencent probablement l'expression des gènes en modifiant la stabilité des ARNm et la 

fixation sur les ribosomes. Ces 'épingles' d' ARN contiennent toutes le site de départ de 

transcription et, dans le cas de chevauchements de gènes, également le site de polyadénylation 

du gène en amont. On ne connaît pas encore la fonction de ces chevauchements, mais il est 

possible que cela affecte la transcription du gène en aval. Il est intéressant de noter qu'un­

voire 2- codon AUG sont présents dans cette structure. Cependant, seul celui contenu dans 

l" épingle' de la GP peut potentiellement initier la traduction, car il est en phase avec le cadre 

de lecture (86). 

5. Réplication virale et synthèse des protéines. 

Le complexe ribonucléoprotéique. 

Contrairement à la plupart des autres Mononégavirales, le vrrus Ebola (ainsi que 

Marburg) possède 4 protéines de nucléocapside, au lieu de 3, la NP, la VP35, la VP30 et la 
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protéine L (polymérase) (80). Le complexe ribonucléoprotéique, responsable de la 

transcription des gènes et de la réplication virale est formé de l' ARN négatif encapsidé par la 

NP et associé à la VP35, la VP30 et la protéine L (80). La VP35, qui représente l'équivalent 

de la protéine P des Mononégavirales, n'est que peu phosphorylée (80) et se complexe à la 

protéine L pour former la polymérase fonctionnelle (97, 98). Des interactions entre la NP et la 

VP35 existent également. La VP35 empêcherait l'agrégation de la NP permettant à celle-ci de 

se fixer sur les chaînes d' ARN naissantes lors de la réplication (99). Toutefois, les agrégats de 

NP seraient nécessaires à l'extension de l' encapsidation et interagissent avec le complexe 

VP35-L (polymérase active), permettant à la polymérase de se fixer au génome encapsidé 

(98). La VP30, très phosphorylée (80), ne semble pas importante dans la réplication du virus 

Ebola, mais est par contre indispensable à la transcription des ARNm (lOO), à la différence du 

virus de Marburg (101). La VP30, qui peut s'associer à la NP (98), pourrait avoir un rôle 

positif dans l'initiation de la transcription et être un facteur d'élongation et/ou de stabilisation 

des ARNm (100). 

Les régions 'leader' et 'trailer' du génome semblent très importantes dans la 

réplication virale. Elles présentent-des séquences complémentaires l'une de l'autre et forment 

chacune des structures secondaires en 'épingle à cheveux' qui semblent avoir un rôle dans la 

réplication du génome (89). 

Les protéines associées à la membrane, la VP24 et la VP40. 

Associée à la membrane virale, la VP24 est très hydrophobe (80, 86). Son rôle est 

encore mal connu, mais elle pourrait être impliquée dans hl. çiécapsidation. Il semble que la 

VP40 soit une protéine de matrice, son profil hydrophobique étant analogue aux protéines M 

des paramyxovirus (1 02). Elle pourrait être impliquée dans le bourgeonnement viral. 

La glycoprotéine membranaire et les glycoprotéines solubles (GPs). 

La GP intramembranaire est la seule protéine de surface des filovirus. Elle est 

responsable de la fixation sur le récepteur cellulaire, et de la fusion membranaire permettant 

l'entrée du virus dans la cellule (103). C'est une protéine transmembranaire de type 1, 

contenant des carbohydrates liés à des N et à des 0 contribuant pour plus d'un tiers de la 
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masse de la molécule (104, 105). La région hydrophile de la GP où se situent les sites de 

glycosylation est très variable entre les souches virales, tandis que les extrémités N- et C-

term. sont relativement conservées. Il est intéressant de noter que contrairement au virus 

Ebola, la GP du virus de Marburg ne présente pas d'acides sialiques terminaux (104). La 

fonction de ces nombreuses glycosylations n'est pas précisément connue, mais comme pour 

les autres glycoprotéines virales, l'addition de chaînes de carbohydrates est sans doute 

importante pour la structure protéique et la reconnaissance du récepteur sur la cellule cible 

(106), pour l'antigénicité du virion et pourraient protéger la protéine de la dégradation (104). 

L'oligomérisation de la GP sous forme d'homo trimères d'environ 450 kDa est à l'origine de 

la formation des spicules à la surface de la membrane (1 07, 108). 

Cependant, seulement 20% des ARNm transcrits à partir du gène de la GP du virus 

Ebola codent pour la GP membranaire. En effet, l'arrêt occasionné par le site atypique de 

polyadénylation conduit à la synthèse d'un ARNm plus court codant pour la GPs, portant en 

commun avec la GP 295 acides aminés dans la partie N terminale mais différant de 69 acides 

aminés sur la partie C-terminale (figure 7). La GP membranaire a la particularité d'être codée 

1012 1036 
.-\Gl'G-\lJC 

-4~--~~~+-~--~----~ 
,_____...........;.."'---~l-

3' r-----~-------r------+-----_,-------; 5' 

0 500 1000 1500 2000 2408 

Figure 7. Représentation schématique de l'organisation du gène de 
la GP du virus Ebola. D' après A. Sanchez et al, réf87 

sur 2 phases ouvertes de lecture. La réunion sur l' ARN des 2 cadres de lecture se fait par une 

édition transcriptionnelle consistant à ajouter une base A supplémentaire non codée à la suite 

d'une succession de 7 A permettant ainsi à la polymérase de ne pas rencontrer le codon 

d'arrêt et de synthétiser l' ARNm couvrant tout le gène de la GP (87, 1 09). Par contre, le virus 

de Marburg ne transcrit qu'un seul ARN codant pour la GP membranaire, l'ARNm ne 

subissant pas d'édition (110). 
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La maturation de la GP requiert une séquence complexe d'évènements post­

transcriptionnels. Ainsi, plusieurs formes de GP peuvent être observées dans la cellule. Le 

premier précurseur, présent dans le réticulum endoplasmique, est une GP de 110 kDa, 

représentant la forme N-glycosylée de la GP, appelée préGPer- La glycosylation se poursuit 

ensuite et une GP de 160 kDa complètement glycosylée, la préGP, apparaît dans l'appareil de 

Golgi (figure 8a). Enfin, la préGP est clivée par une pro-protéine convertase de l'hôte, la 

furine, et forme un dimère appelé GP1,2, composé de la GP1 (140 kDa) et de la GP2 (26 kDa) 

liées par un pont disulfure, représentant la forme mature de la GP des virus Ebola et de 
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Figure 8. Représentation schématique de la GP et de la GPs. a,b et d. Les sites de glycosylation sont figurés (Y) ainsi 
que les résidus cystéine (S) et les ponts disulfure (trait rouge). Les sites de clivage sont représentés ainsi que les motifs 
conservés entre les filovirus. Les séquences C-ter (bleues) sont différentes entre GPs et GP, tandis que la partie N-ter 
(blanche) est similaire. D'après A Sanchez et al, réf 87. c. Modélisation de la structure de la GP2• Les ponts di sulfures et 
les sites de glycosylation sont représentés (pointillés). Les acides aminés hydrophobes sont figurés avec un fond noir, les 
neutres avec un cercle surligné et les hydrophiles par un cercle fin. Les doubles cercles représentent les acides aminés 
homologues aux rétrovirus oncogènes. D'après W.R. Gallaher, réf 117 
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Marburg (figure 8b) (111, 112). Il est intéressant de noter qu'en dépit de sa distribution 

ubiquitaire, la furine est particulièrement exprimée dans les hépatocytes et les cellules 

endothéliales, des cibles virales privilégiées (111). Il reste à déterminer de façon certaine si 

d'autres protéases que la furine peuvent cliver la GP, une controverse existant à ce sujet (111, 

113). Il semble néanmoins que ce site soit important dans la pathogénicité. En effet, les 

souches pathogènes d'Ebola comme Zaïre, Soudan et Côte d'Ivoire possèdent le motif 

consensus (RCKIRR) et sont très sensibles au clivage par la furine, tandis que la souche 

Reston qui semble apathogène pour l'homme possède un site altéré (KQKR) rendant le 

clivage peu efficace (Ill). 

La GP2, sous-unité responsable de l'ancrage dans la membrane virale présente 

plusieurs motifs très conservés entre les filovirus, mais aussi avec certains rétrovirus. Elle 

contient une séquence de 22 acides aminés neutres et hydrophobes située à une courte 

distance du site de clivage, ce qui est similaire aux peptides de fusion des rétrovirus. De plus, 

des peptides synthétiques reproduisant cette séquence interagissent, en présence de calcium, 

avec des membranes contenant des phospholipides de type phosphatidylinositol et induisent la 

fusion de vésicules lipidiques (114). La GP2 des virus Ebola et Marburg contient également 

une séquence de 26 acides aminés homologue aux motifs immunosuppresseurs des 

glycoprotéines de certains rétrovirus (87, 115, 116). La modélisation de la structure 

secondaire de la GP2 présente de grandes homologies avec la protéine transmembranaire de 

rétrovirus oncogènes, formée de deux motifs en hélice exposant les motifs 

immunosuppresseur et de fusion (figure 8c) (117). Récemment, la cristallisation de fragments 

de la GP2 a permis d'obtenir la structure tridimensionnelle de sa forme activée (figure 9) (118, 

Figure 9. Structure tertiaire et quaternaire de la GP2• Vue de côté et de dessus du trimère 
de GP2 à l'état fusogène (structure hélicoïdale en épingle à cheveux). L' hélice du côté NH2 
est en bleu et celle du côté COOH est en rouge. Le motif immunosuppresseur est en vert et 
le pont disulfure en jaune. La portion transmembranaire (C-term.) de la GP2 et le peptide de 
fusion (partie N-term.) ne sont pas représentés. D ' après V.N. Malashkevich et al, réf 119 
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119), confirmant 1' extrême similitude structurale existant entre la protéine de fusion du virus 

Ebola et celles d'autres virus (SIV, HIV, virus de la grippe) et suggérant de fait un mécanisme 

d'action commun (120, 121). Après fixation de la glycoprotéine sur le récepteur, un 2ème 

signal d'activation provoque un changement conformationnel du trimère de GP2. Chacune des 

molécules de I'homotrimère prend alors une structure hélicoïdale en 'épingle à cheveux' 

permettant 1' exposition du domaine de fusion et le rapprochement des 2 membranes. Le 

domaine de fusion (hydrophobe) s'introduit dans la membrane de la cellule cible et la fusion a 

lieu par des mécanismes encore inconnus. Le passage de 1' état natif à 1' état fusogène de la 

GP2 pourrait dépendre du pH (122) (peut-être de manière analogue au virus de la grippe pour 

lequel le passage à l'état fusogène dépend du faible pH des endosomes (123)), ou même être 

induit par l'interaction avec un second récepteur àl'exemple du complexe GP120/GP41 du 

virus HIV (121). 

Ainsi, tandis que les trimères de GP1 permettent la fixation sur le récepteur cellulaire, 

il semble que la GP2 soit impliquée non seulement dans la fusion membranaire, mais aussi 

dans la formation du trimère de GP1,2, dans le positionnement des trimères de GP1 pour la 

fixation sur le récepteur, et même dans les interactions avec le système immunitaire par 

l'intermédiaire du motif immunosuppresseur. 

En plus de la GP membranaire, plusieurs types de GPs sont sécrétées des cellules 

infectées par les virus Ebola. La transcription du gène de la GP, en raison du site d'arrêt 

précoce, génère majoritairement un ARNm non-édité codant pour une protéine de 50 à 70 

kDa (moyenne 59 kDa), la GPs, qui n'est pas produite lors des infections par le virus de 

Marburg (87, 109). Ne possédant que la séquence signàl (site de clivage de la signalase) 

située à l'extrémité NH2 et non le motif transmembranaire qui se trouve à l'extrémité COOH, 

la GPs est sécrétée de la cellule, mais non incorporée dans la membrane plasmique. La GPs 

est en fait sécrétée sous forme d'homodimères, dans lesquels les 2 molécules de GPs, 

orientées de manière antiparallèle, sont reliées par 2 ponts disulfures situés en position 53 et 

306 (112, 124) (figure 8d). La GPs est N-glycosylée dans l'appareil de Golgi, les 

carbohydrates représentant un tiers de sa masse (109). La séquence de l'extrémité COOH 

différant de celle de la GP sur 69 acides aminés, la structure et la fonction de cette protéine 

doit être différente. Une autre GP non-structurale, la GPss, est synthétisée à partir d'un 
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ARNm édité contenant 6 ou 9 A au lieu de 8, subissant également l'arrêt précoce de 

transcription du fait de l'absence de changement de cadre de lecture (109, 124). La séquence 

COOH de la GPss diffère de la GP et de la GPs, résultant en une différence de masse de la 

séquence d'acides aminés de 6,5 kDa entre la GPs et la GPss. La GPss ne possédant pas de 

cystéine à l'extrémité C-terminale, elle ne peut former d'oligomères et est sécrétée, en très 

faible quantité néanmoins, sous forme monomère (124). La GP1 est également retrouvée dans 

le surnageant de cellules infectées (108). La GP1 est probablement relarguée du complexe 

GP1,2 membranaire à la suite de la réduction du pont disulfure reliant les 2 sous-unités, 

comme pour la protéine HA1 du virus de la grippe, ou bien il est possible que durant la 

maturation de la préGP, une fraction ne soit pas reliée par le pont disulfure et se dissocie 

spontanément (comme pour la GP120/41 du virus HIV) (125). Enfin, une fraction mineure de 

GP1,2 est associée à des virosomes, sur lequel on retrouve les spicules caractéristiques des 

virions (108). 

Le relargage de GP1 et la sécrétion de GPs suggèrent des fonctions biologiques- à ce 

jour encore inconnues -pour ces protéines solubles à l'exception d'une publication rapportant 

la fixation de la GPs (et non de la GP1,2) à la surface des neutrophiles (126). Cependant, de 

nombreuses évidences minimisent l'implication de la GPs dans la pathogenèse au profit de la 

GP1 soluble : i, le virus de Marburg, bien que très pathogène, ne produit pas de GPs mais de 

grandes quantités de GP1 sont relarguées au cours de l'infection ; ii, certaines souches de virus 

Ebo-Z, mutées dans le site d'édition de la GP et ne produisant que de très faibles quantités de 

GPs, conservent toute leur pathogénicité ( 127) ; iii, le sous-type Res ton, le moins pathogène 

des virus Ebola, produit des quantités de GPs comparables aux autres sous-types mais peu de 

GP1 est relarguée (87, 127). 

6. Un récepteur cellulaire inconnu. 

Si l'utilisation de vecteurs rétroviraux exprimant ('pseudo type') la GP1,2 a confirmé 

que cette protéine était responsable de la fixation du virion à la surface de la cellule cible et de 

son entrée, le récepteur cellulaire sur lequel se fixe la GP1 n'est toujours pas connu. li semble 

néanmoins que le récepteur (ou un co-récepteur) soit une glycoprotéine de surface contenant 
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des chaînes oligosaccharidiques liées en N indispensables à l'infection de la cellule (103). De 

plus, l'infection par le virus Ebola est inhibée par des agents lysosomotropiques comme la 

chloroquine et le sulfate d'ammonium, indiquant que l'entrée du virus dépendrait du pH 

(122). Ces études ont également permis de montrer le tropisme très large de la GP1,2, les 

vecteurs 'pseudo typés' étant capables d'infecter différentes lignées cellulaires - cellules 

épithéliales provenant de nombreux tissus, cellules endothéliales, lignées monocytaires, 

hépatocytes- provenant de différentes espèces- hommes, PNH, souris, hamsters (103, 122, 

126). ll est intéressant de noter que les lymphocytes B et T sont totalement réfractaires à 

l'infection par ces vecteurs, suggérant que ces cellules n'expriment pas à leur surface le 

récepteur (ou le co-récepteur) (122). Enfin, bien que cela soit controversé, la GPs semble se 

fixer à la surface des neutrophiles- probablement via le CD16b (FcyRIIIb), tandis qu'elle ne 

se fixe pas à la surface des cellules endothéliales à l'inverse des vecteurs exprimant la GP1,2 

(126). Ces résultats confirment que la GP membranaire et la GPs n'ont pas les mêmes sites de 

fixation et surtout, présentent probablement des fonctions biologiques distinctes. D'ailleurs, 

très peu de réactions croisées sont observées entre les deux formes de GP, suggérant des 

structures différentes (104, 112). 
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Ill. PHYSIOPATHOLOGIE DES FIEVRES HEMORRAGIQUES A FILOVIRUS. 

1. Tableau clinique des fièvres hémorragiques à filovirus. 

Si la mortalité chez l'homme est variable selon les sous-types de virus Ebola et le virus 

de Marburg, le tableau clinique des fièvres hémorragiques à filovirus est relativement 

similaire. 

La période d'incubation. 

La période d'incubation des FHV à filovirus peut varier de 3 à 21 jours, mais elle est le 

plus souvent de 5 à 8 jours dans le cas d'Ebo-Z, lorsque l'infection a lieu par contact 

cutané/muqueux, et un peu moins lors d'une contamination par voie parentérale (aiguilles 

souillées, Yambuku, RDC, 1976) (9, 128). Une période d'incubation de 7 à 14 jours à été 

observée lors de l'épidémie d'Ebo-S (Nzara, Soudan, 1976) (11) tandis qu'un des deux patients 

infectés par Ebo-CI a présenté les premiers symptômes de FHV 8 jours après l'infection (129). 

Dans le cas du virus de Marburg, la période d'incubation est également comprise entre 7 et 11 

jours (7, 8). Le virus Ebo-R n'ayant pas induit de pathologie chez les quelques cas 

documentés, on ne peut parler de période d'incubation. 

Une évolution biphasique. 

Les fièvres hémorragiques virales à filovirus se manifestent très soudainement et 

présentent une évolution biphasique, avec une période de relative rémission d'un ou 2 jours. 

Ainsi, la maladie se déclare dans tous les cas par un syndrome pseudo-grippal 

composé d'une température élevée et persistante accompagnée de violentes céphalées et de 

douleurs articulaires et musculaires (tableau 1). D'autres symptômes - asthénie extrême, 

anorexie, diarrhées, nausées, vomissements, douleurs abdominales - apparaissent ensuite dans 

les jours qui suivent chez la plupart des patients, tandis que les douleurs thoraciques sont, à la 

différence des autres FHV, retrouvées très souvent lors des infections par Ebo-S (11). Maux 

de gorge, odynophagie, dysphagie et hyperémie conjonctivale bilatérale surviennent 

également chez environ la moitié des patients. On peut également observer chez certains 
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malades de la toux. Enfin, 4 ou 5 jours après l'apparition des symptômes, des rashs 

érythémateux généralisés (parfois accompagnés de pété~hies ), suivis de desquamation, sont 

notés chez certains patients (chez la plupart dans le 

cas du virus de Marburg) (6, 8, 9, 18, 128, 129). 

Après cette première phase, d'une durée d'environ 8 

jours et souvent moins, une courte période de 

pseudo-rémission est parfois observée, permettant 

une légère amélioration de l'état du patient (40). 

Par la suite, certains patients évoluent vers 

une aggravation de la maladie et la mort, survenant 

en moyenne 10 jours après l'apparition des 

symptômes (3-21 jours), tandis que les autres, en 

dépit de la sévérité de leurs symptômes, se 

remettront lentement de la maladie et deviendront 

convalescents. La 2ème phase clinique de la maladie 

est composée de multiples signes hémorragiques -

saignements au niveau des muqueuses et des points 

d'injection, gingivorragie, hématémèse, pétéchies, 

épistaxis et hémoptysie - qui sont de très mauvais 

pronostic. Méléna et hématurie représentent les 

signes hémorragiques les plus fréquents et 

surviennent également chez certains survivants. 

D'autres signes évocateurs d'une issue fatale 

surviennent quelques heures avant le décès tels la 

tachypnée, le hoquet et l'anurie, tandis qu'il arrive 

que la température se normalise à ce moment. Des 

signes neuropsychiatriques sont observés chez 

certains patients, particulièrement dans le cas des 

Symptômes. 

Asthénie 

Céphalées 

Diarrhée 

N auséesN omissements 

Douleurs abdominales 

Arthralgies/Myalgies 

Anorexie 

Maux de gorge, odyno­

phagie ou dysphagie 

Douleurs lombaires 

Toux 

Douleurs thoraciques 

Chute des cheveux 

Tinnitus 

Dysesthésie 

Signes. 

Fièvre 

hyperémie conjonctivale 

Rash érythémateux 

Tachypnée 

Hoquet 

Anurie 

Convulsions 

Signes hémorragiques. 

Méléna 

Hématurie 

Gingivorragie 

Hématémèse 

Selles sanglantes 

Pétéchies 

Epistaxis 

Saignement p1 injections 

Hémoptysie 

TOTAL 

Décès Survie 

85 

52 
86 

73 

62 
50 

43 

56 

12 

7 

10 

5 

0 

93 

42 

14 

31 

17 

7 

2 

8 

7 

15 

13 

7 

8 

2 

8 

0 

42 

95 

74 
84 

68 

68 

79 

47 

58 

26 
26 
5 
11 

11 

5 

95 

47 
16 

0 

5 

0 
0 

16 

16 

0 

0 

5 
0 

0 
5 

11 

37 

Tableau II. Tableau clinique des FHV à Ebo-Z 
(RDC, 1995). La fréquence de survenue des 
symptômes et signes (%) est indiquée pour les 
décédés (n=84) et les survivants (n=l9). D'après 
M.A. Bwaka et al, réf 128 

virus de Marburg et Ebo-S: convulsions, confusion, prostration, agressivité, méningite, 

tinnitus, dysesthésie et plus rarement cécité brutale et dysphonie. Très souvent, un avortement 

55 



Introduction - Physiopathologie des Fièvres Hémorragiques à Filovirus 

spontané survient chez les patientes enceintes (25% à Yambuku, 1976 et 66% à Kikwit; 1995) 

environ une semaine après l'apparition des symptômes. De même, tous les enfants nés de 

patientes ayant succombées à l'infection décèdent dans les 3 semaines qui suivent la naissance 

sans symptôme particulier à l'exception de fièvre (8, 9, 11, 128, 130). Les femmes enceintes 

infectées par Ebo-Z présentent d'ailleurs des FHV extrêmement sévères, accompagnées d'un 

tableau clinique complet, de saignements dans tous les cas et d'une mortalité proche de 100% 

(131). Il est intéressant de noter qu'en dépit d'un tableau clinique et d'un taux de mortalité 

similaires, la fréquence des saignements lors de l'épidémie de Kikwit (RDC, 1995) est très 

inférieure à celle observée à Yambuku (RDC, 1976) (41 et 78%, respectivement, pour les 

décédés ; 37 et 40% chez les survivants), particulièrement dans le cas des patients décédés (9, 

128). Les souches virales étant similaires (87), cette différence peut être liée au mode de 

transmission intraveineux pour la plupart lors de l'épidémie de Yambuku, à des soins et une 

prise en charge médicale plus élaborés à Kikwit, à des cofacteurs extérieurs, mais aussi à un 

biais d'observation (rétrospective en 1976). De même, tandis que la mortalité induite par Ebo­

S est inférieure à Ebo-Z (53 et 80%, respectivement), les signes hémorragiques sont plus 

fréquents avec Ebo-S (>90 et 50% des décédés et survivants, respectivement) (11). 

La convalescence. 

Les symptômes de FHV s'estompent chez les survivants environ 2 semaines après la 

survenue de la maladie. Ils commencent à retrouver l'appétit, mais une asthénie intense et un 

amaigrissement notable persisteront encore quelques semaines. De même, de nombreuses 

complications sont notées pendant la convalescence chez ces patients. Ainsi, ces derniers 

souffrent fréquemment d'arthralgies (qui pourraient être liées à des dépôts d'immuns 

complexes), de myalgies, d'anorexie, de douleurs abdominales et de chute massive des 

cheveux dans les semaines ou les mois qui suivent la maladie. On observe également des 

complications ophtalmologiques et génitales - uvéites, cécité temporaire, conjonctivites, 

orchite unilatérale ; neurologiques - tinnitus ; et quelquefois cardiaques (55, 128, 132). Ces 

désordres peuvent être liés à la persistance virale dans certains sites de l'organisme privilégiés 

sur le plan immunitaire. Ainsi, le virus de Marburg est retrouvé dans la chambre antérieure de 

l'œil et dans le tractus séminal des convalescents (7, 8) et on peut amplifier le_ virus Ebola par 

56 



Introduction - Physiopathologie des Fièvres Hémorragiques à Filovirus 

RT-PCR dans le sperme des convalescents jusqu'à 3 mois après la maladie (55), ce qui 

indique une contamination potentielle par voie sexuelle plusieurs mois après les symptômes et 

peut expliquer un tel cas de transmission du virus de Marburg (130). Cependant, cette 

contagion semble très limitée, puisque aucun autre cas similaire n'a pu être démontré depuis 

(55). 

Les modèles primates d'infection par les filovirus, un tableau clinique similaire à 

celui de l'homme. 

De par leur sensibilité aux infections filovirales et la similitude des manifestations 

cliniques par rapport à l'homme, les PNH sont des modèles animaux de choix pour l'étude de 

ces pathologies. De nombreuses espèces sont utilisées: vervets d'Afrique ( Cercopithecus 

œthiops, responsables de l'importation du virus de Marburg en Allemagne en 1967), singes 

cynomolgus asiatiques (Macaca fascicularis), singes rhésus (Macaca mulatta), mais aussi 

babouins (Papio hamadryas). 

Le tableau clinique des FHV à filovirus chez les PNH est similaire à celui observé 

chez l'homme. Ainsi, les infections expérimentales de singes rhésus, cynomolgus et vervets 

par les virus de Marburg, Ebo-Z ou Ebo-S se 

caractérisent par l'apparition de fièvre 

(>39,5°C), d'anorexie et de léthargie 3-4 jours 

après l'infection. La fièvre persiste jusqu'au 

stade terminal de la maladie, et se normalise 

peu de temps avant le décès. Entre le 4ème et 

7ème jour, les singes rhésus, cynomolgus et 

vervets développent un rash généralisé (photo 

7) accompagné de pétéchies, certains présentant 

de la diarrhée et parfois des hémorragies 

rectales. Les singes perdent en moyenne 10% 

de leur masse corporelle et la mortalité est 

Photo 7. Rash cutané caractéristique chez un singe 
rhésus infecté par Ebo-Z. D'après E.T.W. Bowen et al, 
réf 136 

supérieure à 90% 8 jours après l'infection (20, 133-137). De même, Ebo-R induit des 

symptômes similaires chez les singes vervets et cynomolgus (20, 138). 
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Bien que la mortalité soit plus élevée chez les PNH que chez l'homme et en dépit d'un 

tableau clinique sévère (fièvre, prostration, déshydratation, rash érythémateux, gingivorragie), 

certains animaux survivent et deviennent convalescents, d'une manière similaire à l'homme 

(36, 138, 139). Un plus grand nombre de singes survivent à l'infection par Ebo-R, démontrant 

comme pour l'homme la moindre pathogénicité de ce sous-type. La mortalité diffère 

également entre les différentes espèces de PNH pour un même virus (20, 140). Le virus Ebola 

peut être isolé ou amplifié par RT-PCR jusqu'à 2 semaines après l'infection dans le sang de 

PNH et 3 semaines dans le foie, les reins et la rate (56, 140). Comme chez l'homme, le virus 

de Marburg a été isolé dans le sperme de PNH 7 mois après l'infection (141). 

2. Physiopathogenèse des fièvres hémorragiques à filovirus. 

Paramètres virologiques au cours de l'infection de l'homme et des primates non­

humains par les filovirus. 

Virémie et antigénémie. 

Ces 2 paramètres virologiques sont étroitement corrélés à la phase aiguë de la maladie. 

En effet, tant chez l'homme que chez les PNH, la survenue des premiers symptômes (fièvre, 

anorexie, asthénie, céphalées) est concomitante à l'apparition d'Ag viraux et de particules 

virales infectieuses dans la circulation. Si les paramètres virologiques sont peu connus 

pendant la période d'incubation chez l'homme, les données disponibles les plus précoces se 

situant en effet aux alentours de 2 ou 3 jours après l'apparition des symptômes, les infections 

expérimentales de PNH par les filovirus démontrent clairement cette corrélation. Ainsi, 

l'infection du vervet et du singe cynomolgus par Ebo-R se caractérisent par une période 

d'incubation de 7 jours tandis que la virémie est détectable à partir du 4ème jour et présente un 

pic le 7ème (20). Ces mêmes animaux infectés par Ebo-S ou Ebo-Z ou des singes rhésus 

infectés par Ebo-Z connaissent une période d'incubation de 3-4 jours, la virémie étant quant à 

elle détectable 2 jours après l'infection et maximale 4-5 jours après (20, 136). Il est intéressant 

de noter que les vervets présentent plus fréquemment une issue favorable à l'infection par les 

filovirus que les singes cynomolgus, en dépit d'une charge virale précoce beaucoup plus 

élevée (20, 140). 
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Au cours de l'infection de l'homme par le virus Ebo-Z, les paramètres virologiques 

caractérisant les premiers jours de la maladie sont relativement similaires entre les décédés et 

les survivants. La charge virale et l'antigénémie sont très élevées 3 jours après l'apparition des 

symptômes et similaires entre les 2 types de 

patients (figure 10). L'antigénémie augmente 

ensuite régulièrement pour atteindre un pic -

un peu plus élevé chez les décédés que les 

survivants - le 1 oème jour de la maladie ; et 

diminue rapidement pour disparaître entre le 

15ème et le 1 ime jour chez les survivants et 

les patients succombant après le 1 oème jour, 

qui est le délai moyen de décès (49, 55). La 

charge virale plasmatique, bien que 

semblable le 3ème jour de la maladie entre les 
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Figure 10. Virémie et antigénémie au cours de l'infection 
de l'homme par le virus Ebo-Z. Les cinétiques sont 
présentées en fonction du nombre de jours après l'apparition 
des symptômes. L'antigénémie (Ag) et la virémie (Vir) sont 
représentées pour les décédés (DCD) et les survivants 
(Conv.), sous forme de densités optiques (DO) et de log 
PFU/ml, respectivement. D'après T.G. Ksiazek et al, réf 49 

2 types de patients, atteint un pic très élevé chez les décédés le 9 ou 1 oème jour pour diminuer 

et disparaître par la suite, tandis qu'elle diminue au cours de la phase symptomatique pour 

disparaître environ 2 semaines après la survenue des symptômes chez les survivants. Chez ces 

patients, la disparition du virus de la circulation sanguine cofucide avec celle des symptômes, 

confirmant la corrélation existant entre ces différents paramètres ( 49, 55). 
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Charge virale tissulaire. 

Des charges virales élevées sont détectées dans de nombreux organes juste après 

l'apparition de la virémie. Ainsi, chez le singe rhésus infecté par Ebo-Z, de grandes quantités 

de virus sont retrouvées 4 jours après l'infection dans le foie, la rate et les poumons, tandis 

que des charges virales encore modérées sont 

déjà détectées dans les ganglions 

mésentériques, le cœur, les reins, les glandes 

surrénales et les testicules (tableau III). Les 

concentrations virales augmentent ensuite et le 

virus est même retrouvé dans le pancréas (un 

seul animal testé) et en faible quantité dans les 

urines à partir du 6ème jour, mais non dans la 

bile et les fèces (136). Cependant, une étude 

plus récente a mis en évidence le virus de 

Reston dans les fèces de singes infectés (138). 

Il semble que la charge virale et antigénique 

pulmonaire soient beaucoup plus élevées lors 

de contaminations de PNH par aérosol que par 

voie parentérale (37, 38). 

Tissus 
Charge virale (Log1o) 

j4R j5 R j6 R j6 v j8 R 

Sang 6,0 5,5 6,5 6,5 6,5 

Cœur 4,5 7,5 5,0 6,0 6,5 
Poumons 7,5 8 6,5 6,0 7,5 

Foie 7,5 7,5 7,0 7,0 7,5 
Rate 7,5 6,5 8,0 7,5 7,5 

Surrénales 5,0 7,0 7,0 5,0 7,5 
Reins 5,0 7,0 7,0 5,0 7,5 

Testicules 6,5 6,5 6,0 
Ganglions 5,5 4,5 4,0 6,5 6,5 

mésentériques 

Pancréas 7,5 
Bile Nég Nég Nég Nég 

Fèces Nég Nég Nég Nég 

Urine Nég 3,5 3,5 3,5 

Tableau III. Cinétique de la charge virale tissulaire chez 
les singes rhésus et vervets infectés par Ebo-Z. Les titres 
viraux sont indiqués en nombre d'unités infectieuses de 
cobaye. Le temps après l'infection est indiqué en jours. 'R' 
signifie rhésus et 'V' vervet. D'après E.T.W. Bowen et al, 
réf 136 

Le monocyte/macrophage, première et principale cible virale. 

Les cellules de la lignée 

monocytaire/macrophagique sont des cibles 

virales privilégiées des filovirus. En effet, 

les monocytes/macrophages humains sont 

très susceptibles in vitro à l'infection par le 

virus de Marburg et Ebo-Z, conduisant à la 

production d'ARN viral 6h après l'infection, 

de particules virales détectables dès 24-32h 

et finalement, de 6 à 14 jours, à la lyse des 
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Photo 8. Replication du virus Ebo-Z dans les 
macrophages de vervet. Les lettres 'V' indiquent les 
viroplasmes et les flèches les virions. D'après E.l. 
Ryabchikova et al, réf 146 
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cellules infectées (142, 143). Les études histologiques réalisées au cours de l'infection de 

l'homme et des PNH par les filovirus indiquent que les monocytes/macrophages sont des sites 

majeurs de réplication virale dans les stades précoces de la maladie (photo 8) (21, 144-146). 

Après s'être introduit dans la peau ou une muqueuse, probablement par l'intermédiaire 

de micro-lésions, les particules virales peuvent rejoindre la circulation générale directement, 

ou indirectement par l'intermédiaire du système lymphatique. Ce dernier cas suppose la 

réplication préalable du virus dans un ganglion lymphatique proche du site d'infection. Le 

tropisme privilégié des filovirus pour les monocytes/macrophages permet leur dissémination 

rapide dans plusieurs organes comme le foie (via les cellules de Kupffer), la rate, les 

ganglions lymphatiques, les poumons (par l'intermédiaire des macrophages alvéolaires), les 

cavités pleurales et péritonéales et même le système nerveux via les cellules gliales. Le foie, 

la rate et les ganglions lymphatiques représentent cependant des sites majeurs de réplication 

virale, particulièrement au début de l'infection, permettant une production massive de virions 

alimentant la virémie. La présence de nombreux macrophages le long des sinus veineux de la 

rate, dans les sinus lymphatiques des ganglions, mais aussi des cellules de Kupffer dans les 

sinus de la veine porte du foie permet, au moment de l'apparition de la virémie, l'infection 

directe de ces cellules et l'amplification de la charge virale (147). Au cours de l'infection du 

vervet et du babouin par Ebo-Z, les premiers macrophages infectés apparaissent dans les sinus 

veineux du foie 2 jours après l'infection, tandis que les cellules de Kupffer infectées sont 

détectées dans des coupes hépatiques 3 jours après (146). De même, les premiers 

macrophages spléniques infectés apparaissent 3 jours après l'infection par Ebo-Z ou Marburg 

dans ces modèles, tandis que des particules virales sont détectées dans les macrophages 

alvéolaires le 5ème jour. La présence de nombreux monocytes infectés dans le sang circulant 

permet également une dissémination systémique des filovirus après extravasation et migration 

tissulaire de ces cellules. 

Un tropisme évolutif. 

Très rapidement, d'autres cellules - fibroblastes, hépatocytes, cellules endothélia.les, 

adrénalocytes, cellules interstitielles du testicule et parfois quelques rares cellules épithéliales 
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-deviennent des cibles dans lesquelles les :filovirus se répliquent activement (24, 36, 37, 145, 

146, 148). 

Ainsi, au cours de l'infection du vervet et du babouin par le virus Ebo-Z, la réplication 

virale est détectée dans les hépatocytes et les adrénalocytes 3-4 jours après l'infection (146), et 

des inclusions virales intracytoplasmiques ont été mises en évidence dans des hépatocytes 

chez des patients ayant succombé à l'infection par le virus Ebo-Z ( 48). L'endothélium 

composant les sinus veineux du foie présente de nombreuses et larges disjonctions permettant 

au virus d'entrer dans l'espace de Disse et d'infecter directement les hépatocytes sans barrière 

cellulaire ou tissulaire (149). Des particules virales ont ainsi été mises en évidence dans 

l'espace de Disse sur des nécropsies hépatiques de PNH et de patients infectés par des 

filovirus (144, 145). 

Chez le vervet, le singe rhésus et le babouin, du matériel viral est détecté dans les 

fibroblastes et les cellules endothéliales entre 6 et 8 jours après l'infection par Ebo-Z, c'est à 

dire dans les stades terminaux (36, 37, 146, 148) ; ainsi qu'avec Ebo-R (144). De même, des 

prélèvements post-mortem obtenus chez des patients infectés par Ebo-Z ont permis la mise en 

Photo 9. Distribution des Ag Ebo-Z dans une biopsie de peau d'un patient décédé. a, Les Ag sont retrouvés 
principalement dans les cellules endothéliales et les fibroblastes dermiques. De rares cellules de Langerhans sont immuno­
positives (flèche). b, Ag Ebo-Z détectés dans les cellules endothéliales d'un vaisseau sanguin. D'après S.R. Zaki et al, réf 48 

évidence de la réplication virale dans les cellules endothéliales et les fibroblastes (photo 9) 

( 48). Cependant, il semble que la réplication virale dans les cellules endothéliales soit 

restreinte aux veinules et capillaires. 

Ces cellules sont probablement moms pemnsstves que les monocytes/macrophages 

aux :filovirus, ce qui peut expliquer leur infection tardive, à un moment où la charge virale est 

très élevée. Néanmoins, des études in vitro ont démontré que le virus de Marburg se répliquait 
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dans des cellules endothéliales cultivées et dans . des veines de cordon ombilical avec une 

cinétique comparable aux traditionnelles cellules de rein de singes (V éro) utilisées 

habituellement pour la culture de filovirus (150). Le bourgeonnement des particules virales 

est dirigé du côté de la membrane apicale des cellules endothéliales, permettant une libération 

des virions dans la circulation (150). De plus, une étude récente a démontré la fixation de la 

GP membranaire, et non de la GPs, à la surface des cellules endothéliales, confirmant que la 

GP1,2 est impliquée dans l'infection de la cellule cible (126). 

Modifications physiopathologiques au cours des fièvres hémorragiques à 

filovirus. 

Les modèles primates d'infection par les filovirus ont permis de mieux comprendre la 

cascade d'évènements physiopathologiques conduisant au choc terminal et à la mort, tandis 

que les observations réalisées chez l'homme l'ont plutôt été post-mortem. Ainsi, les FHV à 

filovirus sont caractérisées par des modifications sévères de la formule sanguine, par des 

changements pathologiques touchant différents paramètres de la circulation et l'endothélium, 

des altérations majeures d'organes lymphoïdes (rate, ganglions, moelle osseuse) et des 

atteintes plus ou moins sévères selon le filovirus et l'hôte des fonctions hépatiques, rénales et 

surrénales, respiratoires, intestinales et reproductives. 

Les modifications de la formule sanguine. 

Des changements sévères de la formule sanguine caractérisent les FHV à filovirus. 

Une neutrophilie persistante - les neutrophiles pouvant représenter 90% des cellules 

circulantes - est détectable 4-5 jours après l'infection de PNH par Ebo-S, Z, ou Marburg, et 

ces granulocytes présentent des noyaux hyper-segmentés et des granules très denses suggérant 

leur activation (137). Au même moment, une thrombocytopénie et une lymphopénie touchant 

également les lymphocytes T et B apparaissent chez les PNH, s'exacerbant jusqu'à la mort. 

Quelques lymphocytes de formes atypiques sont observés parmi les cellules résiduelles (20, 

36, 37, 137, 139, 146, 151, 152). Dans le cas d'Ebo-R, les altérations de la formule sanguine 

ne surviennent que 9-10 jours après l'infection (20). Des changements identiques sont 

observés au cours des infections humaines par les virus de Marburg (130, 153), Ebo-Z (22, 
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84), Ebo-S (11) et Ebo-CI (15, 129), ces modifications s'aggravant jusqu'au décès des 

patients. 

La moelle osseuse. 

Ces altérations pourraient provenir d'un dysfonctionnement de l'hématopoïèse. Chez le 

singe rhésus, des nécroses, de nombreux virions et des hémorragies sont observés dans la 

mœlle osseuse dans les stades terminaux de l'infection par le virus Ebola (37, 38). De 

profonds changements - nécrose et déplétion cellulaire, diapédèse d'hématies, hémorragies, 

baisse du nombre de lymphocytes et de monocytes, altérations de l'endothélium - sont 

observés dans la mœlle osseuse de babouin et de singes rhésus infectés par Ebo-Z ou 

Marburg. En dépit de ces atteintes sévères, la granulopoïèse et, dans un moindre degré, la 

thrombocytopoïèse persistent jusqu'à la mort. Cependant, les mégacaryocytes sont très altérés 

et, en dépit de l'absence de réplication virale, ne produisent pas de plaquettes ou en produisent 

dénués de granules spécifiques, et donc défectueuses ( 137). 

Les macrophages et les cellules stromales de la mœlle sont massivement infectés et les 

espaces intercellulaires contiennent de nombreuses particules virales. La destruction de ces 

cellules peut altérer l'hématopoïèse en modifiant le micro-environnement qui lui est 

nécessaire. De même, les macrophages peuvent être impliqués dans ces altérations par la 

sécrétion de médiateurs solubles. 

Les altérations des vaisseaux sanguins. 

Au cours de l'infection du vervet et du singe rhésus par Ebo-Z et Marburg, des 

changements pathologiques précoces atteignent la micro-circulation (veinules et capillaires) 

de différents organes. Ainsi, des modifications morphologiques des globules rouges et une 

diminution de la pinocytose endothéliale sont retrouvées 2-3 jours après l'infection dans ces 

modèles, indiquant des altérations du transport trans-endothélial et de l'approvisionnement en 

oxygène des tissus. Des troubles de la micro-circulation comme la stase capillaire, 

l'engorgement du sang, la formation de petits caillots sanguins, commencent à apparaître à ce 

moment dans le foie et la rate. Au bout de cinq jours chez le vervet infecté par Ebo-Z ou 

Marburg, l'engorgement et la thrombose des capillaires et petits vaisseaux sanguins 
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surviennent dans de nombreux organes, qui sont, par ordre décroissant d'altérations de 

l'endothélium, la rate, le foie, les reins, les poumons, les glandes surrénales, les ganglions 

lymphatiques, les intestins, et le cœur. Les modifications les plus sévères de la structure et de 

la perméabilité de l'endothélium sont observées dans les organes abondamment 

approvisionnés en sang (135, 146, 148). ll est intéressant de noter que ces troubles ne peuvent 

être liés, à ce moment de l'infection, à la réplication dans ces cellules. En effet, les dommages 

occasionnés par la réplication virale dans les cellules endothéliales ne surviennent qu'1 ou 2 

jours avant le décès de l'animal. Des cellules endothéliales infectées se désintègrent alors le 

long des capillaires et des veinules, et des foyers nécrotiques apparaissent dans l'endothélium. 

Des œdèmes de la couche sub-endothéliale sont parfois observés dans les grands vaisseaux. 

Les péricytes des organes viscéraux et de la peau sont également très altérés à ce stade. De 

même, des études histologiques réalisées chez des patients décédés de FHV à Ebo-Z ont mis 

en évidence de grands dommages des vaisseaux sanguins de la peau et de différents organes: 

œdèmes, nécrose et décollement de la membrane, augmentation de la perméabilité 

endothéliale, liés en partie à la réplication virale ( 48, 145). 

La rate et les ganglions lymphatiques, ou la destruction des organes lymphoïdes. 

Une des caractéristiques des FHV à filovirus est l'altération majeure d'organes 

lymphoïdes comme les ganglions lymphatiques, et plus particulièrement la rate. Ainsi, 2 ou 3 

jours après l'infection du vervet par Ebo-Z, des troubles de la micro-circulation sont observés 

dans la rate (stase capillaire, thrombose), tandis que les macrophages et les cellules stromales 

et dendritiques de la rate et des ganglions lymphatiques sont hypertrophiés et qu'un blocage 

des mitoses et une involution folliculaire sont déjà perceptibles. Les dommages deviennent 

importants dans la pulpe rouge de la rate 4-6 jours après l'infection avec la destruction des 

parois des sinus, la nécrose de macrophages et de cellules stromales (également notée dans les 

ganglions lymphatiques, dans les tissus lymphoïdes associés aux muqueuses (MALT) et dans 

les plaques de Peyer) et des hémorragies massives, tandis qu'une importante déplétion 

lymphocytaire est observée dans la pulpe blanche. Dans les stades terminaux, l'architecture de 

la pulpe rouge est complètement détruite par la nécrose et nombre de cavités sont vidées de 

leur contenu cellulaire, remplacé par de la fibrine et des hématies. Dans la pulpe blanche de la 
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rate, les ganglions lymphatiques et les tissus lymphoïdes associés, la déplétion lymphocytaire 

est extrême et les destructions sont exacerbées par des œdèmes de l'endothélium, des 

thromboses, des dépôts de fibrine et des phénomènes de diapédèse des hématies (146, 154). 

De même, des changements pathologiques similaires associés à une grande charge 

antigénique sont observés dans ces organes lymphoïdes lors des infections expérimentales de 

singes rhésus et cynomolgus par Ebo-Z ou Ebo-R (13, 36, 38, 135, 144, 148). Au cours de 

l'infection par Ebo-S, les lésions des organes lymphoïdes sont moins prononcées qu'avec Ebo­

Z ou Ebo-R, en dépit d'une mortalité très forte (20). Les changements pathologiques des 

organes lymphoïdes et la réplication virale dans les macrophages spléniques ne sont par 

contre observés qu'à partir du 4ème ou 5ème jour après l'infection de vervets par le virus de 

Marburg. Cependant, les atteintes deviennent particulièrement sévères dans les stades 

terminaux et les mêmes destructions ne sont observées qu'avec le virus Ebo-Z (134). 

L'autopsie d'un chimpanzé infecté par Ebo-CI a également mis en évidence une congestion 

marquée de la rate, de nombreux foyers nécrotiques et hémorragies dans la pulpe rouge et une 

déplétion lymphocytaire très prononcée dans les follicules (21). 

Les études histopathologiques post mortem réalisées chez des patients infectés par le 

virus de Marburg ont mis en évidence une destruction des lymphocytes de la rate et des 

ganglions lymphatiques et leur remplacement par des hématies (7, 79). De même, la rate et les 

ganglions lymphatiques de patients ayant succombé à l'infection par Ebo-S et Ebo-Z sont très 

altérés, la pulpe rouge de la rate étant engorgée et infiltrée de nombreuses hématies et les 

follicules lymphoïdes vidés de leur contenu lymphocytaire (11, 145, 155). 

Le grand nombre de cellules monocytaires/macrophagiques dans les organes 

lymphoïdes explique l'atteinte précoce et extensive de ces tissus par la réplication virale. De 

même, la rate étant un organe particulièrement vascularisé, les altérations de la circulation et 

de l'endothélium sont également impliquées dans ces dommages. Cependant, les lymphocytes 

n'étant pas infectés par les filovirus (21, 122, 146, 156, 157), la destruction massive de ces 

cellules ne peut résulter d'effets cytopathogènes liés à la réplication virale, ni d'altérations de 

la circulation sanguine, encore relativement préservée lorsque la déplétion est initiée dans ces 

organes (2-3 jours après l'infection). Les différentes hypothèses concernant ces destructions 

seront abordées dans le chapitre IV. 
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Une atteinte hépatique sévère. 

Le foie est l'un des organes les plus atteints au cours des FHV à filovirus, son 

dysfonctionnement résultant directement de dommages liés à la réplication virale, et 

indirectement des altérations de la micro-circulation. Ainsi, au cours de l'infection de 

différents PNH par Ebo-Z, Ebo-S et Marburg, on observe 2 jours après l'inoculation une 

congestion des sinus hépatiques, des vacuoles dans quelques hépatocytes et des cellules de 

Kupffer altérées. Des œdèmes de l'endothélium des sinus et des petits vaisseaux et quelques 

hépatocytes nécrosés apparaissent 3-4 jours après l'infection, tandis que de nombreuses 

cellules de Kupffer infectées sont localisées dans les sinus de la veine porte. Des changements 

pathologiques sévères surviennent au stade terminal de la maladie. Le virus se réplique 

activement dans les hépatocytes et les macrophages/cellules de Kupffer tandis que les 

particules virales et les Ag s'accumulent. A 

partir du sème jour, les sinus et les petits 

vaisseaux sont complètement détruits et les 

lumières se remplissent d'hématies, de débris 

cellulaires, de dépôts de fibrine et de caillots 

sanguins (photo 10). Enfin, de nombreuses 

cellules, infectées ou non, se désintègrent et 

les foyers diffus de nécrose hépatique sont de 

plus en plus nombreux (20, 37, 134, 135, 146, 

148). Des modifications pathologiques 

Photo 1 O. Thrombose des sinus hépatiques chez le vervet 
infecté par Ebo-Z. Les lettres 'E' représentent les hématies 
et 'F' les dépôts de fibrine. D'après E.I. Ryabchikova et al, 
réf 146 

hépatiques similaires, à l'exception de l'absence de lésions vasculaires ont été notées chez un 

chimpanzé infecté par Ebo-CI, tandis que les syncitia multinucléés formés de cellules 

hépatiques infectées sont une caractéristique de ce modèle (21). Les atteintes sont par contre 

moins sévères au cours des infections expérimentales de PNH par Ebo-R (20, 144). 

Les infections humaines par les virus Ebo-S, Ebo-Z et Marburg sont caractérisées par 

des atteintes hépatiques identiques à celle observées chez les PNH. Les nécroses hépatiques et 

parenchymateuses sont nombreuses. Les hépatocytes impliqués dans ces lésions contiennent 

de grandes inclusions intracytoplasmiques, remplies de nucléocapsides virales. Les cellules de 

Kupffer sont hyperplasiques et de nombreuses particules virales s'accumulent dans les sinus 
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hépatiques tandis que le virus se réplique activement dans les hépatocytes (photo Il) (8, 11, 

48, 79, 153). 

Les données biochimiques obtenues au cours des infections filovirales indiquent que 

Photo Il. Distribution des Ag Ebo-Z dans le foie d'un patient. Les inclusions 
virales sont détectées dans les hépatocytes et de grandes quantités d'Ag dans les 
cellules sinusoïdales et les sinus. D'après S.R. Zaki et al, réf 48 

les fonctions de détoxification et de synthèse du foie sont sévèrement altérées. Ainsi, les 

infections de PNH par les virus de Marburg, Ebo-S, Ebo-Z et Ebo-R induisent une 

augmentation des concentrations sanguines des enzymes hépatiques, aspartate transaminase 

(AST) et alanine transaminase (ALT), et des ratios AST:ALT très élevés Gusqu'à 10:1). Ce 

ratio, inverse à celui observé lors des hépatites, semble être une caractéristique des infections 

filovirales. De même, les taux de lactate déshydrogénase (LDH) sont très élevés et les 

concentrations de créatinine et de phosphatase alcaline augmentent également dans les stades 

terminaux (20, 36, 37, 139, 146, 154). Cependant, les altérations enzymatiques présentent une 

cinétique différente selon les filovirus. Ainsi, si les infections expérimentales de PNH par 

Ebo-Z induisent un pic de AST, ALT et LDH dans la circulation 5 jours après l'infection, ces 

valeurs ne sont élevées que 9-10 jours après l'infection par Ebo-R, mais atteignent des 

concentrations égales ou même supérieures à Ebo-Z en dépit d'une pathogénicité moindre du 

sous-type Reston (20, 129, 158). Par contre, Ebo-S, bien que moins pathogène et présentant 

des constantes hépatiques moins élevées qu'Ebo-Z, induit néanmoins le pic enzymatique 5 

jours après l'infection (20). 
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Peu d'études concernant les paramètres biochimiques caractérisant les FHV à filovirus 

de l'homme ont été publiées. Néanmoins, des altérations similaires des constantes hépatiques 

ont été observées lors d'infections humaines par les virus de Marburg et Ebo-Z, indiquant une 

défaillance de cet organe dans les stades terminaux. Ainsi, les patients infectés par le virus de 

Marburg et Ebo-Z présentent des concentrations très élevées en ASTet ALT (avec un ratio 

AST:ALT élevé), en phosphatase alcaline et en bilirubine 1 ou 2 jours avant le décès (8, 9, 22, 

153, 159). Dans le seul cas documenté d'infection humaine par Ebo-CI (survivant), des 

valeurs élevées en ASTet ALT (ratio 2,7), phosphatase alcaline et LDH sont détectées 12-15 

jours après l'infection, mais les dommages hépatiques chez cette patiente sont faibles, au vue 

des concentrations normales de bilirubine et de y-glutamyl transférase (129). 

Les dysfonctionnements rénaux. 

Les reins sont relativement affectés lors des infections filovirales, et les données 

biochimiques obtenues chez les PNH et l'homme suggèrent des dysfonctionnements de 

sévérité variable. Sur le plan histopathologique, des lésions des tubules rénaux sont notées 3 

jours après l'infection du vervet par le virus de Marburg ou Ebo-Z. Par la suite, les dommages 

s'accentuent et on observe une thrombose des capillaires, de l'hémostase, des nécroses de 

l'épithélium tubulaire et des dépôts de sels minéraux dans les tubules. Des inclusions virales 

sont détectées dans l'endothélium, l'épithélium tubulaire et de nombreux macrophages. Au 

moment de la mort de l'animal, l'endothélium capillaire est en grande partie détruit, les 

espaces péri-vasculaires deviennent œdémateux et de nombreux macrophages et fibroblastes 

infectés se trouvent dans les tissus interstitiels. Dépôts de fibrine, diapédèse des hématies et 

hémorragies interstitielles ne sont observées qu'avec Ebo-Z dans ce modèle (146). Des 

altérations similaires surviennent chez le singe rhésus infecté par Ebo-Z (36, 38, 148). Au 

stade terminal de l'infection du singe cynomolgus par Ebo-R, des foyers nécrotiques sont 

détectés dans les tubules et l'endothélium et des dépôts de fibrine s'accumulent dans les 

capillaires (144). Par contre, un chimpanzé ayant succombé à l'infection par Ebo-CI ne 

présentait pas de lésion vasculaire ni dépôt de fibrine dans les capillaires, tandis que peu dé 

macrophages infectés étaient détectés (21). 
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Peu de données histopathologiques sont disponibles en ce qui concerne les infections 

filovirales humaines. Néanmoins, une nécrose prononcée des tubules et quelques dépôts de 

fibrine ont été observés chez un patient décédé d'une FHV à virus de Marburg (153). De 

même, des autopsies de patients infectés par Ebo-S ont mis en évidence des foyers 

nécrotiques et des dépôts de sels minéraux dans les tubules, des précipités dans les espaces de 

Bowman et des infiltrations d'hématies et parfois de lymphocytes lysés dans les tissus 

interstitiels (11). 

Les données biochimiques obtenues au cours des infections filovirales suggèrent un 

dysfonctionnement rénal dans les stades ultimes. Ainsi, 5 jours après l'infection du singe 

rhésus par Ebo-Z, les concentrations sériques d'urée, de créatinine et de créatinine 

phosphokinase augmentent tandis que celles de sodium, potassium et calcium diminuent ; ces 

désordres s'aggravant jusqu'à la mort (36, 139). Chez le babouin, ces changements 

surviennent 7 jours après l'infection par Ebo-Z et la fonction rénale est sévèrement altérée 

dans les stades terminaux (146, 154). 

Le virus de Marburg induit chez l'homme une augmentation des concentrations d'urée 

et de créatine et une anurie dans les stades terminaux (8, 153). Par contre, le cas documenté 

d'infection par Ebo-CI n'a présenté qu'une altération très modérée de la fonction rénale (129). 

Les glandes surrénales. 

Bien qu'on ne connaisse pas l'impact des FHV à filovirus sur le système endocrinien, 

la réplication virale dans les adrénalocytes et les altérations de la circulation survenant dans 

les glandes surrénales suggèrent un dysfonctionnement probable. Chez le vervet, les 

perturbations hémostatiques deviennent sévères 5 jours après l'infection par Ebo-Z. Des 

petites hémorragies sont observées, ainsi que des phénomènes d'accumulation de plaquettes et 

de fibrine le long des capillaires. Des dommages cellulaires liés à la réplication virale sont 

observés dans certains adrénalocytes et macrophages. Un ou 2 jours après, le degré d'infection 

et de lyse des adrénalocytes augmente tandis que de nombreuses hémorragies et des foyers 

nécrotiques apparaissent. Dans les stades terminaux, des inclusions virales sont également 

observées dans les cellules endothéliales et l'importante destruction des adrénalocytes suggère 

un dysfonctionnement de la synthèse hormonale (146). De grandes quantités d'Ag viraux intra 
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et extra cellulaires ont été également détectées dans les glandes surrénales de singes rhésus 

infectés par Ebo-Z (38) tandis que les atteintes de ces organes au cours de l'infection par Ebo­

R sont moins sévères (20). 

Les poumons. 

Les dommages observés dans les poumons au cours des FHV à filovirus dépendent 

pour une grande part des altérations de l'hémostase et sont variables en fonction du sous-type 

viral et du mode d'inoculation. Au cours de l'infection du vervet par Ebo-Z, des monocytes et 

des neutrophiles s'accumulent dans les vaisseaux sanguins et des caillots formés de fibrine, de 

débris cellulaires et d'hématies obstruent la circulation pulmonaire. Le virus ne semble pas se 

répliquer dans l'épithélium du tractus respiratoire, mais des macrophages alvéolaires, de rares 

fibroblastes et des cellules endothéliales infectées apparaissent 5 jours après l'infection (146). 

Chez le singe rhésus, les lésions pulmonaires sont variables, allant de modérées (petits foyers 

nécrotiques inter alvéolaires et œdèmes modérés) à sévères (nécrose extensive, collapsus 

alvéolaire, exudation de fibrine et d'hématies des alvéoles). De plus, de nombreuses 

hémorragies et des dépôts de fibrine sont retrouvés dans les tissus interstitiels et les vaisseaux 

pulmonaires, et la plupart des capillaires sont obstrués par des monocytes nécrosés, des débris 

cellulaire, des hématies et des plaquettes (135, 148). Lors d'infections expérimentales de 

singes rhésus par des doses élevées de virus de Marburg ou Ebo-Z par voie respiratoire 

(aérosol), la charge virale pulmonaire apparaît précocement et est très élevée tandis que de 

très grandes quantités d'Ag sont détectées dans les tissus interstitiels et les cavités alvéolaires, 

principalement autour des bronchioles terminales. De même, des Ag sont présents dans 

l'épithélium bronchiolaire, dans des macrophages alvéolaires, dans les pneumocytes 

alvéolaires (contenant également des inclusions virales typiques) et sur les muqueuses des 

voies respiratoires supérieures (37, 38, 151). Ainsi, le changement de la voie de 

contamination modifie la distribution virale dans les différents organes. De même, la charge 

virale beaucoup plus élevée et la présence massive d'Ag et probablement de particules virales 

dans les cavités alvéolaires suggèrent une transmission possible par voie orale dans ce cas 

précis, contrairement aux autres voies d'inoculation. D'ailleurs, une telle transmission par voie 
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orale semble s'être opérée entre des singes infectés par voie orale et les témoins négatifs 

gardés dans la même pièce à quelque distance (38). 

Si Ebo-Z n'est retrouvé chez les PNH en grandes quantités dans les poumons que lors 

d'infections par voie aérosol, le virus Ebo-R a une grande affinité pour cet organe. Au cours 

de l'infection par voie parentérale de singes cynomolgus par Ebo-R, en plus des altérations 

observées avec les autres filovirus, des particules virales sont abondamment détectées dans les 

cellules interstitielles alvéolaires, dans les pneumocytes 1 et dans les cavités alvéolaires, 

suggérant un grand potentiel de transmission par voie orale pour ce sous-type (138, 144). 

Le système digestif 

Les lésions retrouvées dans ces organes sont relativement modérées et essentiellement 

liées aux troubles de l'hémostase. Ainsi, de rares hémorragies surviennent chez des babouins 

et singes rhésus infectés par Ebo-Z (36, 154), tandis que des dépôts de fibrine sont détectés 

chez ce dernier (36, 135, 148). 

Les organes de reproduction. 

Aucun changement histopathologique n'est détecté dans les ovaires et les trompes de 

femelles rhésus infectées par Ebo-Z, à l'exception d'inclusions virales dans les macrophages et 

les fibroblastes (36). Par contre, chez les mâles, les tissus testiculaires sont œdémateux et des 

hémorragies et des dépôts de fibrine apparaissent dans et entre les canalicules 6-7 jours après 

l'infection. Des cellules épithéliales des tubes séminaux se désintègrent. Le virus Ebola se 

réplique dans les cellules interstitielles, l'endothélium et les monocytes et non dans les tubes 

séminaux (135, 148). 

Le cœur. 

Là encore, les altérations rencontrées dans le muscle cardiaque au cours des FHV à 

filovirus sont liées aux troubles de la circulation. Une congestion des vaisseaux sanguins et 

une accumulation de plaquettes dans les capillaires, une diapédèse des hématies et des dépôts 

de fibrine sont détectés au cours de l'infection de PNH par Ebo-Z. Le virus se réplique dans 
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les macrophages interstitiels et circulants 4-5 jours après l'infection et dans les cellules 

endothéliales dans les stades ultimes de la maladie (36, 146). 

Le système nerveux. 

Les données concernant cet organe sont très fragmentaires. Cependant, une congestion 

des vaisseaux sanguins et des petites hémorragies cérébrales ont été découvertes chez le 

vervet infecté par le virus de Marburg (160). Chez le singe rhésus infecté par Ebo-Z, des 

œdèmes périvasculaires et des phénomènes d'hémostase sont les seules lésions cérébrales 

(36). 

Les troubles de l'hémostase, des éléments majeurs de la physiopathogenèse. 

Les FHV à filovirus se caractérisent par des troubles précoces de l'hémostase, qui, 

s'aggravant au cours de l'infection, sont à l'origine d'une grande partie des modifications 

physiopathologiques aboutissant à la mort. 

La coagulation intravasculaire disséminée. 

La thrombocytopénie caractérisant les FHV à filovirus peut également être la 

conséquence d'une consommation exagérée de plaquettes, pouvant quant à elle résulter du 

phénomène de coagulation intravasculaire disséminée (CIVD), un syndrome rencontré dans la 

plupart des infections filovirales. Ainsi, des taux élevés de produits de dégradation du 

fibrinogène, suggérant le développement de la CIVD, sont observés dans les stades terminaux 

au cours de l'infection de singes rhésus, et de babouins par Ebo-Z (36, 137, 139, 146). De 

même, au cours de l'infection de l'homme par les virus de Marburg, Ebo-Z et Ebo-CI, des taux 

faibles de fibrinogène et très élevés de produits de dégradation sont détectés dans les stades 

aigus et sont associés à des paramètres de temps de prothrombine très rallongés, suggérant 

que la CIVD est également impliquée dans les infections humaines (9, 22, 84, 129, 153, 159). 

Au niveau morphologique, le syndrome de CIVD est illustré par de nombreux dépôts de 

fibrine, visibles dès 2-3 jours après l'infection, dans les capillaires de singes verts et rhésus 

infectés par Ebo-Z (36, 135, 146, 148). Cependant, ces dépôts ne sont pas observés dans tous 

les cas, et la gravité de la CIVD varie en fonction des espèces de primates et des filovirus, de 
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façon indépendante de la mortalité. Ainsi, aucun dépôt de fibrine suggérant l'implication de la 

CIVD n'a été observé au cours de l'autopsie d'un chimpanzé infecté par Ebo-CI (21, 33). De 

même, si les paramètres sanguins de coagulation suggèrent l'existence de CIVD lors de 

l'infection du babouin par Ebo-Z, les données histologiques ne montrent pas de dépôt de 

fibrine (146). Enfin, ces phénomènes sont moins sévères au cours de l'infection du singe 

cynomolgus par Ebo-S qu'avec Ebo-Z et Ebo-R en dépit d'une mortalité similaire (20). Ces 

données suggèrent que la CIVD, bien que composante importante de la physiopathogenèse 

des FHV à filovirus, ne semble pas déterminante dans l'issue de l'infection (71, 139). Le 

monocyte/macrophage peut participer à l'induction de la CIVD, par sa capacité de sécrétion 

de nombreux facteurs de coagulation en réponse à différents stimuli (161-164), mais aussi par 

la production de cytokines comme l'interleukine-! (IL-l) ou le tumor necrosis factor-a (TNF­

a) qui stimulent l'activité procoagulante des cellules endothéliales et, pour le dernier, qui 

favorise l'expression de molécules d'adhésion pour les plaquettes et les leucocytes à la surface 

des cellules endothéliales (165-167). De plus, les monocytes/macrophages sont impliqués, par 

leur propriétés de phagocytose, dans l'élimination plasmatique des facteurs de coagulation 

activés et des produits de dégradation du fibrinogène (168, 169). Un dysfonctionnément des 

fonctions phagocytaires des monocytes/macrophages, probable étant donné l'atteinte majeure 

de ces cellules lors des infections filovirales, pourrait intervenir dans le développement de la 

CIVD. D'autre part, les lésions de l'endothélium - résultant de la cytolyse des cellules 

endothéliales induite par la réplication virale (150)- peuvent, en exposant le tissu conjonctif 

sous-jacent thrombogénique, induire un processus menant à l'adhérence et à l'agrégation des 

plaquettes sur la zone lésée (170, 171 ). De même, étant donné le rôle important de 

l'endothélium dans la régulation de l'activité pro- ou anti-coagulante intravasculaire, l'atteinte 

des cellules endothéliales dans les stades terminaux peut provoquer un dysfonctionnement de 

ces cellules. Ainsi, des tissus vasculaires de singes rhésus infectés par Ebo-Z perdent in vitro 

leur capacité à produire de la prostacycline, ce qui peut contribuer à cette coagulopathie 

consommatrice (139). 
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Un dysfonctionnement des plaquettes. 

Une autre caractéristique des infections filovirales est la perte de la capacité à 

s'agréger des plaquettes, détectable encore plus précocement que la thrombocytopénie. Au 

cours de l'infection du babouin par Ebo-Z, une tendance à l'hypercoagulation est notée 

jusqu'au 4ème jour, suivie d'une hypocoagulation s'accentuant jusqu'à la mort de l'animal (146). 

De même, l'altération des fonctions plaquettaires apparaît 4 jours après l'infection du singe 

rhésus par Ebo-Z et aucune agrégation ne peut être obtenue dans les stades terminaux (137, 

139). Plusieurs causes peuvent expliquer ce dysfonctionnement plaquettaire. Les produits de 

dégradation de la fibrine et du fibrinogène, présents en grande quantité dans les stades 

terminaux des infections filovirales, sont connus pour directement inhiber les fonctions des 

plaquettes et interférer avec la polymérisation de la fibrine (172). De même, l'activation in 

vivo des plaquettes au cours de la CIVD peut provoquer ces dysfonctionnements par un 

phénomène d"épuisement' (exhaustion) des plaquettes (139, 173, 174). Une baisse de la 

concentration des facteurs de coagulation peut également être impliquée dans cette 

coagulopathie, et pourrait résulter d'une consommation exagérée du fait de la CIVD (175) et 

d'une baisse de la production liée au dysfonctionnement hépatique, organe de production de la 

plupart de ces facteurs (176). 

Les hémorragies généralisées. 

Enfin, la plus évidente et sans doute la plus grave des caractéristiques des FHV à 

filovirus est le syndrome hémorragique généralisé. Etant donné le tropisme des filovirus pour 

l'endothélium et les multiples troubles hémostatiques, ce syndrome est bien évidemment 

multifactoriel. La cytolyse des cellules endothéliales induite par la réplication virale contribue 

probablement à la survenue des hémorragies dans les stades terminaux (148, 150). Ainsi, au 

cours de l'infection du vervet par Ebo-Z, la lyse de certaines cellules endothéliales infectées 

dans les capillaires ne laisse intacte que la membrane basale. Si de petites lésions de 

l'endothélium peuvent être comblées par la multiplication des cellules adjacentes (177), les 

dommages extensifs induits par le virus dans les stades terminaux rend ce mécanisme 

inopérant et une extravasation du sang dans les tissus sous-jacents se produit. Cependant, les 

lésions de l'endothélium liées à la réplication virale sont observées uniquement dans les stades 
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ultimes et ne peuvent, par leur ampleur, justifier les hémorragies sévères caractérisant les 

FHV à filovirus. Les dysfonctionnements de l'hémostase précédemment décrits comme la 

thrombocytopénie, le défaut fonctionnel des plaquettes, la CIVD, et la dysrégulation des 

facteurs de coagulation sont sans aucun doute impliqués pour une grande part dans les 

hémorragies. De plus, une augmentation de la perméabilité de l'endothélium semble survenir 

au cours des infections filovirales, et contribue probablement à l'induction des hémorragies, 

des œdèmes généralisés et du choc hypovolémique. Ainsi, une diapédèse des hématies à 

travers un endothélium relativement intact est évidente dans les organes viscéraux et la 

muqueuse intestinale au cours des infections filovirales, plus particulièrement dans le cas du 

virus Ebola. Au cours de l'infection du singe rhésus par Ebo-Z, la micro-circulation de tous 

les organes est très altérée, avec des capillaires et des veines engorgés, de petites hémorragies 

et œdèmes tandis que les jonctions de l'endothélium se dissocient et que la membrane basale 

se détache de l'épithélium sous-jacent (148). Les péricytes étant impliqués dans la régulation 

de la perméabilité endothéliale, leur atteinte dans les stades terminaux peut contribuer à ces 

désordres (178). Les monocytes/macrophages infectés par les filovirus semblent également 

impliqués dans la perméabilisation de l'endothélium. En effet, l'infection de 

monocytes/macrophages in vitro par le virus de Marburg ou Ebola induit l'activation de la 

cellule et la sécrétion de TNFa (142, 143, 179), ce dernier induisant une augmentation de la 

perméabilité para-endothéliale (rupture des jonctions intercellulaires) bien avant la cytolyse 

des cellules infectées (142, 180). Cependant, de nombreux autres produits (protéases, 

thrombine, histamine, sérotonine, radicaux de l'oxygène, interferon-y (IFNy), IL-2) peuvent 

modifier de façon cumulative la perméabilité de l'endothélium, mais également abaisser le 

seuil à partir duquel le TNFa induit ces effets. 

Malgré le pan-tropisme des filovirus, aucun organe n'est suffisamment altéré pour 

justifier à lui seul le choc fulminant et la mort. La sévère perte de fluide intravasculaire induit 

une déshydratation et une rupture des équilibres acides-bases et électrolytiques (140). Un 

choc hypovolémique et hypotensif survient dans les stades ultimes et peut, additionné aux 

dysfonctionnements de plusieurs organes ou tissus essentiels, être responsable du décès au 

cours des FHV à filovirus. 
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Les infections filovirales non-fatales. 

Bien que les infections de PNH par Ebo-Z soient le plus souvent fatales, quelques 

animaux parviennent à survivre malgré un tableau clinique sévère. L'un de ces survivants a 

présenté une période symptomatique un peu rallongée par rapport aux singes mortellement 

infectés, mais a subi les mêmes altérations de la formule sanguine et de l'hémostase, tandis 

que les fonctions hépatiques et rénales et les équilibres électrolytiques étaient sévèrement 

perturbés. La formule sanguine a retrouvé des valeurs normales 11-12 jours après l'infection, 

à l'exception du taux de plaquettes ; et les paramètres biochimiques et de coagulation se sont 

normalisés 14 jours après l'infection, en même temps qu'ont disparu les symptômes (139). 

Une proportion plus importante de survivants est observée lors d'infection de singes 

cynomolgus et vervets par Ebo-S et Ebo-R. ll est possible que la moindre létalité d'Ebo-R soit 

liée à sa plus grande période d'incubation et à sa virémie plus tardive, laissant un plus long 

temps de réaction à l'hôte. La capacité de survivre aux infections filovirales dépend également 

de l'espèce de PNH infectée, les vervets présentant en effet une plus grande proportion de 

survivants que les singes cynomolgus malgré une virémie équivalente sinon plus élevée (20). 

En dépit d'une charge virale et antigénique similaire dans les stades précoces (figure 

10) et d'une période symptomatique sévère, accompagnée parfois d'hémorragies diverses, 

certains patients, dont la proportion est variable selon les filovirus (Cf Chapitre 1-2), survivent 

à la maladie et deviennent convalescents. Cependant, les mécanismes par lesquels s'opère le 

contrôle de la charge virale ne sont pas encore connus. 

3. L'adaptation virale dans les modèles d'infection de rongeurs. 

Les rongeurs (cobayes, hamsters, lapins, souris) sont peu sensibles aux souches 

primaires (provenant de patients ou de PNH) de filovirus, ces derniers ayant besoin de 

plusieurs 'passages' à l'intérieur de l'hôte pour s'adapter et induire une pathologie et une 

mortalité similaires à celles observées chez les PNH et les humains. 

L'inoculation de cobaye par des préparations de virus de Marburg ou Ebo-Z provenant 

de patients ou de PNH n'induit que peu ou pas de mortalité (0-20% selon les études) et de la 

fièvre uniquement dans 50% des cas. Le virus se réplique uniquement dans les macrophages 
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du foie et parfois de la rate et les lésions sont modérées (127, 156, 1S1, 1S2). Lors de 

l'infection par Ebo-Z, des granulomes sont observés avec la souche sauvage et la rate et les 

ganglions lymphatiques présentent déjà certaines altérations (127). Dès le 2ème 'passage', les 

granulomes disparaissent du foie tandis que le nombre de macrophages infectés augmente. 

Des lésions apparaissent dans la rate, les ganglions, les reins et les glandes surrénales. La 

virémie est détectable et la mortalité atteint 25-40%. Au cours des 'passages' suivants, la 

charge virale, la pathologie et la mortalité augmentent régulièrement pour atteindre S0-100% 

entre les 5ème et Sème 'passage' (127, 156). De plus, le tropisme viral évolue au cours des 

'passages'. Des hépatocytes infectés apparaissent au 4ème 'passage', des adrénalocytes au 5 ou 

6ème et le virus est détecté dans les cellules endothéliales et les fibroblastes au sème 'passage' 

(127). Les lésions des différents organes, les modifications histopathologiques, mais aussi les 

changements de la formule sanguine, les destructions lymphocytaires, et les 

dysfonctionnements hépatiques et rénaux induits par le virus 'adapté' sont similaires à ceux 

observés chez les PNH ou l'homme (1S3), ce qui fait du cobaye un modèle expérimental 

précieux. 

Contrairement à la souns nouveau-né qui succombe à l'infection par la souche 

primaire d'Ebo-Z (1S4), la souris BALB/c adulte est insensible à cette souche, mais au fur et à 

mesure des passages, le tropisme viral s'élargit (photo 12) et le virus induit une FHV sévère 

d'une mortalité de 100% en 7 jours. La FHV induite chez la souris présente les 

caractéristiques rencontrées dans les autres modèles, à l'exception des dépôts de fibrine qui 

sont rares. De façon surprenante, seule l'inoculation par voie intra-péritonéale, et non sous­

cutanée ou intra-musculaire, permet l'infection des souris avec de faibles doses virales (157). 

Les modifications virales s'opérant au cours des passages et conférant la virulence 

chez les rongeurs sont encore inconnues. Le séquençage du gène de la GP du virus adapté 

pour la souris n'a mis en évidence que 3 mutations silencieuses (157). De même, le 

séquençage du génome du virus adapté pour le cobaye n'a montré qu'un seul changement 

d'acide aminé conservatif dans les gènes de la NP et L et une addition dans le site d'édition de 

la GP ; ces mutations ne semblant pas impliquées dans l'augmentation de la pathogénicité. Par 

contre, le gène de la VP24 est modifié dans 2 souches adaptées différentes, 3 changements 

d'acide aminé non conservatifs ont ainsi été détectés - altérant même la mobilité 
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électrophorétique de la protéine - dans l'une ; et 2 changements d'acide aminé dans l'autre 

(185). La VP24 étant une protéine associée à la membrane, il est possible que des variations 

structurales de cette protéine puisse modifier la capacité du virus à infecter la ou les cellule(s) 

cible(s), permettant ainsi l'élargissement du tropisme viral. 

Photo 12. Détection du virus Ebo-Z adapté dans une coupe hépatique de souris infectée. Les inclusions virales (*) sont 
présentes dans les hépatocytes (H), les cellules de Kupffer (K), et dans les cellules endothéliales des capillaires (E). Des 
particules virales bourgeonnent des cellules de Kupffer dans le capillaire, et les espaces de Disse (D) contiennent de 
nombreux virions. D'après M. Bray et al, réf 157 
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IV. LA REPONSE IMMUNE AU COURS DES INFECTIONS FILOVIRALES. 

1. Infection fatale et effondrement du système immunitaire. 

Les données concernant les réponses immunes induites au cours des infections par les 

filovirus sont rares et limitées à quelques données histopathologiques ou paramètres 

immunitaires, tant dans les modèles expérimentaux que chez l'homme. Néanmoins, aucune 

évidence de réponse immune effectrice n'est observée lors des infections fatales par les 

filovirus (71, 156). 

Une absence de réponse inflammatoire dans les tissus infectés. 

Les FHV à filovirus sont caractérisées sur le plan histopathologique par une absence 

d'infiltration de cellules inflammatoires et de lymphocytes dans les tissus infectés. L'immunité 

non-spécifique ne semble pas se mettre en place dans les modèles d'infection fatale, en dépit 

de la neutrophilie persistante caractérisant les FHV à filovirus. En effet, aucun afflux de 

cellules inflammatoires (macrophages, neutrophiles) ou de cellules tueuses naturelles (NK) 

n'est observé autour des cellules infectées dans les modèles primates d'infection par les 

filovirus, démontrant ainsi l'absence de réponse inflammatoire locale (36, 37, 146, 148). De 

même, l'absence d'infiltration lymphocytaire dans les sites de réplication virale suggère que 

l'immunité cellulaire spécifique ne se met pas non plus en place au cours de l'infection fatale. 

Des infiltrations modérées de macrophages alvéolaires et de leucocytes sont parfois observées 

dans les poumons de singes ou de cobayes infectés par le virus de Marburg ou Ebo-Z par voie 

aérosol, au contraire des infections par voie parentérale (37, 186). L'infiltration de quelques 

cellules inflammatoires a été notée dans le foie et les intestins d'un chimpanzé infecté par 

Ebo-CI (21). Enfin, les quelques données histopathologiques obtenues chez l'homme infecté 

par Ebo-S ont mis en évidence quelques lymphocytes dans les tissus infectés, mais aucune 

réaction inflammatoire ne semble se produire (11), à l'instar des observations réalisées post 

mortem chez des patients infectés par Ebo-Z (155). 
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Une suppression de la prolifération des cellules mononucléées du sang 

périphérique en réponse aux mitogènes. 

La propagation in vitro du virus de Marburg dans des cellules mononucléées du sang 

périphérique (PBMC) est accompagnée d'une suppression considérable de la prolifération de 

ces cellules en réponse aux mitogènes comme le lipopolysaccharide (LPS) ou la 

concanavaline A (ConA) dès 4 heures après l'infection (179). De même, au cours de 

l'infection létale du cobaye ou de PNH par le virus de Marburg ou Ebo-Z, une diminution 

substantielle des indices de prolifération lymphocytaire en réponse aux mitogènes est notée 

(chez le babouin, l'indice est 5 fois inférieur à celui obtenu avant l'infection). La suppression 

de la prolifération lymphocytaire apparaît chez le cobaye et le singe rhésus 5-7 jours après 

l'infection par le virus de Marburg (3-4 jours avant le décès) (187, 188). 

Pendant ce temps, de grandes fluctuations de l'activité des cellules NK sont 

enregistrées. Chez le babouin infecté par le virus de Marburg, l'activité des cellules NK 

augmente de façon significative 5-7 jours après l'infection (par rapport à celles observées 

avant l'infection) pour devenir virtuellement absente dans les stades terminaux de la maladie 

(189). Par contre, chez le cobaye et le singe rhésus, l'activité NK augmente tout au long de la 

maladie (187, 188, 190). 

Ainsi, les infections fatales par les filovirus sont caractérisées par une suppression de 

la réponse inflammatoire tissulaire et une perturbation de l'activation lymphocytaire et NK. 

Une activation cellulaire non-spécifique potentiellement pathogène. 

Lors de l'infection de cobayes et de PNH par le virus de Marburg ou Ebo-Z, une 

augmentation de la prolifération lymphocytaire spontanée est observée (187, 188, 190). Par 

ailleurs, le rapport CD4/CD8 chute au cours de l'infection du singe rhésus par le virus de 

Marburg, passant de 1,5 avant l'infection à 0,75 dans les stades terminaux (190). Etant donné 

la lymphopénie caractérisant les infections fatales, cette modification du rapport CD4/CD8 

peut résulter d'une délétion préférentielle des lymphocytes CD4+ et/ou d'une expansion de 

lymphocytes CDS+. 

Par ailleurs, de grandes concentrations d'IFNy et de TNFa apparaissent dans le sérum 

de cobayes ou de PNH au cours des infections fatales par le virus de Marburg ou Ebo-Z (187, 
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188, 189). De même, des taux plus élevés d'IFNy, de TNFa, d'IL-2 et d'IL-lü ont été détectés 

dans les sérums de patients fatalement infectés par le virus Ebo-Z par rapport aux survivants 

(191). Ainsi, il semble qu'une activation cellulaire non-spécifique soit induite lors des 

infections par les filovirus. 

L'infection in vitro de monocytes/macrophages humains par le virus de Marburg ou 

Ebo-Z conduit à une activation cellulaire, suggérée par la sécrétion de TNFa (142, 143, 179). 

li est probable que l'infection extensive des macrophages au cours des infections fatales 

induise la sécrétion de TNFa (et sans doute d'autres cytokines) et probablement l'expression 

de marqueurs de surface par les cellules infectées, tous ces facteurs pouvant ensuite modifier 

l'état d'activation de lymphocytes voisins qui peuvent à leur tour produire certaines cytokines 

retrouvées dans les sérums de patients, comme l'IL-2 et l'IFNy. 

Cette activation cellulaire non-spécifique semble être impliquée dans la pathogenèse 

des FHV à filovirus. En effet, comme cela a été évoqué précédemment (Chapitre Ill-2, p74-

76), la sécrétion par les macrophages infectés de certains médiateurs peut augmenter la 

perméabilité de l'endothélium et favoriser l'apparition de la CIVD. De plus, des expériences 

de neutralisation de cytokines ont mis en évidence un rôle pathogène des cytokines 

monocytaires et lymphocytaires. En effet, la neutralisation de l'IL-l par la desferrioxamine 

(DFO) - qui est connue pour être un antagoniste de l'IL-l et du TNFa- et/ou du TNFa par 

des Ac au cours de l'infection de cobayes par le virus de Marburg permet à 50% des animaux 

de survivre (100% de mortalité chez les témoins infectés) et retarde de 2 jours le décès des 

autres animaux (192, 193). De même, des cobayes infectés par le virus de Marburg et 

recevant de l'IL-2 ou ayant été traités à la diuciphone (inducteur de sécrétion d'IL-2 par les 

lymphocytes) présentent des taux plus élevés d'IFNy et de TNFa et succombent 36h plus tôt 

que les cobayes témoins (infectés sans IL-2) (187, 194). 

Une réponse humorale inexistante. 

La plupart des PNH infectés par le virus de Marburg ou Ebo-Z meurent sans qu'une 

réponse IgM ou IgG spécifique n'apparaisse (20, 188). Aucun Ac spécifique du virus n'a été 

détecté dans les sérums de singes décédés au cours d'épidémies de FHV à Ebo-R aux Etats­

Unis et aux Philippines (34, 195). De même, 3 chimpanzés ayant succombé à l'infection par 
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Ebo-CI ne présentaient pas d'Ac spécifiques au moment de leur mort (33). TI semble même 

qu'en plus du délai court entre le premier contact avec le virus et le décès, l'infection par le 

virus Ebo-Z supprime la réponse humorale. En effet, l'infection par Ebo-Z de singes ayant 

survécu à une infection préalable par le virus Ebo-S ou Ebo-R et présentant des titres élevés 

en IgG spécifiques induit une diminution drastique du taux sérique de ces Ac (20). Au cours 

de l'infection de l'homme par le virus Ebo-Z, des IgM ou IgG spécifiques des Ag viraux ne 

sont détectées en faibles quantités dans le sérum des patients le jour de leur mort que dans 

moins de la moitié des cas et le plus souvent chez les patients présentant une longue phase 

symptomatique ( 49). 

Implication de certaines protéines virales dans l'effondrement du système 

immunitaire. 

Les infections fatales par les filovirus s'accompagnent donc d'un effondrement total du 

système immunitaire, caractérisé non seulement par une suppression des réponses cellulaires, 

une absence de réponse humorale et une activation cellulaire non-spécifique, mais également 

par une destruction et déplétion massives des lymphocytes T et B pendant la phase aiguë de la 

maladie, comme cela a été évoqué précédemment (Chapitre ill-2, p63). 

Certaines protéines virales pourraient être impliquées dans ces désordres. La fixation 

de la GPs à la surface de neutrophiles humains via le CD 16b (FcyRIIlb) a récemment été mise 

en évidence. Les auteurs suggèrent que la fixation de la GPs induirait une inhibition de 

l'activation des neutrophiles, ce qui pourrait expliquer l'absence d'infiltration de ces 

granulocytes dans les tissus infectés en dehors de la neutrophilie persistante (126). Cependant, 

cette étude est relativement controversée. Les fonctions biologiques de la GP1 soluble sont 

encore inconnues à ce jour mais il est probable, étant donné le rôle de la GP1 dans la fixation 

du virus à la surface des cellules cibles comme les macrophages et les cellules endothéliales, 

qu'elle puisse interférer avec les fonctions monocytaires et endothéliales si elle conserve sa 

capacité de fixation. Enfin, la GP2 des virus de Marburg et Ebola (y compris Reston (86)) 

contient une séquence homologue au motif immunosuppresseur des glycoprotéines de certains 

rétrovirus oncogènes (115, 116) (cf chapitre II-5, p50). Des peptides synthétiques simulant 

cette séquence inhibent la prolifération lymphocytaire en réponse à des mitogènes et l'activité 
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des cellules NK, suggérant que ce motif pourrait être impliqué dans les altérations de 

l'activation lymphocytaire (196). 

Implication du tropisme des filovirus dans la réponse immune défectueuse. 

Le tropisme privilégié et précoce des filovirus pour les monocytes/macrophages a sans 

doute une grande implication dans la pathogenèse et l'effondrement du système immunitaire. 

En effet, les monocytes/macrophages sont des cellules très importantes non seulement dans la 

réponse immune innée (phagocytose de particules virales, destruction des cellules infectées, 

sécrétion de médiateurs proinflammatoires), mais également dans la présentation d'Ag aux 

lymphocytes naïfs et dans la régulation de la réponse immune. De même, d'autres cellules 

présentatrices d'Ag (CPA) comme les cellules dendritiques sont également infectées par les 

filovirus à l'intérieur des organes lymphoïdes et sont détruites précocement au cours de 

l'infection. Des altérations morphologiques de ces cellules sont observées dans les modèles 

expérimentaux 2 jours après l'infection, et le nombre de cellules infectées et détruites 

augmente par la suite jusqu'au décès (146, 156). n est probable que l'infection et la réplication 

virale altèrent les fonctions de phagocytose et de présentation d'Ag des macrophages et des 

CPA professionnelles, cette perturbation des processus complexes d'activation et de 

reconnaissance antigénique pouvant expliquer l'absence de réponse immune cellulaire et 

humorale spécifiques au cours des infections fatales par les filovirus. De même, il est possible 

que l'infection massive des macrophages soit impliquée dans la suppression de l'infiltration de 

cellules inflammatoires dans les tissus infectés - un processus important dans les défenses 

précoces non-spécifiques de l'hôte - par l'intermédiaire de médiateurs solubles, comme par 

exemple l'll..,-10, retrouvée dans les sérums de patients mortellement infectés par Ebo-Z (191). 

De même, la détection de la lymphopénie du sang circulant et de la déplétion et 

destruction des lymphocytes dans les organes lymphoïdes coïncide avec l'apparition de la 

virémie et de macrophages infectés dans ces organes, suggérant que l'infection des 

macrophages par les filovirus est responsable de ces phénomènes. L'augmentation de la 

prolifération lymphocytaire spontanée observée dans les modèles expérimentaux et la 

disparition des lymphocytes pourraient résulter de l'effet sur les lymphocytes de marqueurs de 
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surface, de médiateurs solubles et/ou de protéines virales exprimés et/ou sécrétés par les 

macrophages infectés par les filovirus. 

Bien que les cellules endothéliales ne soient pas des CPA 'professionnelles', ces 

cellules, par l'expression inductible de molécules de costimulation, d'adhésion et du complexe 

majeur d'histocompatibilité de classe 1 (CMH-1), la sécrétion de cytokines proinflammatoires 

et régulatrices, et leurs interactions avec les cellules du système immunitaire, participent à 

l'induction et la régulation de la réponse immune innée et acquise (197-201). L'ARN double­

brin (ARNdb) - généré pendant la réplication virale et la transcription, mais considéré comme 

'non-soi' par la cellule (202) - est un activateur majeur de ces défenses non-spécifiques, 

induisant l'expression par les cellules endothéliales de gènes codant pour des molécules 

d'adhésion (intercellular adhesion molecule- (ICAM)-1, vascular cell adhesion molecule­

(VCAM)-1, sélectine-E), du CMH-1, et de l'IT..,-6 (203). D'autre part, l'ARNdb induit la 

synthèse et active 2 protéines antivirales dans la cellule, la 2'-5'-oligoadénylate synthétase (2'-

5'-(A)N) et la protéine-kinase activée par l'ARNdb (PKR), qui inhibe la synthèse des protéines 

; et par ailleurs l'apoptose de la cellule infectée, ces 2 mécanismes de défense permettant de 

limiter l'extension de l'infection aux cellules voisines (204, 205). Cependant, l'absence 

d'accumulation de cellules inflammatoires autour des foyers de réplication virale de 

l'endothélium et l'intensité de la réplication virale dans l'endothélium dans les stades 

terminaux suggèrent que ces fonctions sont altérées au cours de l'infection par les filovirus. 

En effet, des études in vitro ont montré que l'infection de cellules endothéliales par le virus 

Ebo-Z inhibe de nombreuses fonctions de ces cellules. Ainsi, l'induction de nombreux gènes 

immunorégulateurs en réponse aux interférons, mais non à l'IT..,-1 ~. est supprimée au cours de 

l'infection des cellules endothéliales (206). Non seulement la synthèse d'aucun gène n'est 

observée en réponse à l'ARNdb filoviral au cours de l'infection par Ebo-Z de cellules 

endothéliales, mais l'infection de ces dernières inhibe de surcroît l'induction de la transcription 

de nombreux gènes- ll.,-6, ICAM-1, CMH-1, PKR, 2'-5'-(A)N, IFN-regulatory factor-1 -en 

réponse à de l'ARNdb synthétique (207). Ainsi, non seulement le virus Ebo-Z neutralise les 

capacités des cellules endothéliales à contrôler et à limiter l'extension de l'infection, mais il 

supprime également les fonctions inflammatoires et immunorégulatrices de ces cellules, ce 
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qui contribue sans aucun doute à la pathogenèse et à l'absence de réponse inflammatoire au 

cours des infections fatales par les filovirus. 

Ainsi, le tropisme des filovirus pour les monocytes/macrophages, d'autres CPA et les 

cellules endothéliales, permet non seulement une dissémination virale systémique rapide, 

mais semble également protéger le virus du système immunitaire par de nombreux 

mécanismes. Cette 'stratégie d'évasion' est illustrée non seulement par la suppression de la 

réponse inflammatoire non-spécifique et l'absence d'induction d'une réponse cellulaire et 

humorale spécifiques, mais également par la destruction totale d'organes lymphoïdes et de 

cellules immunitaires comme les lymphocytes Tet B, mais aussi les macrophages et les CPA 

infectés. Cette neutralisation du système immunitaire permet aux filovirus de se répliquer sans 

entrave et de façon extensive, mais semble également être impliquée, par la libération de 

médiateurs solubles, dans certaines modifications pathologiques et le choc terminal. 

2. La réponse immune au cours de l'infection non-fatale par les 

filovirus. 

Une réaction inflammatoire granulomateuse est associée au contrôle des infections 

filovirales chez le cobaye. 

L'étude des paramètres histopathologiques au cours de l'adaptation virale dans le 

modèle cobaye a confirmé l'absence de réponse inflammatoire autour des cellules infectées 

lors des infections fatales, mais a surtout démontré le rôle probablement important de cette 

réponse dans le contrôle de l'infection par la souche primaire. Ainsi, au cours de l'infection du 

cobaye par une souche d'Ebo-Z provenant d'un patient ou d'un PNH, le virus se réplique 

uniquement dans les macrophages - ce tropisme limité contribuant sans doute à sa moindre 

virulence - cependant que des foyers granulomateux, composés de monocytes, macrophages 

et neutrophiles se forment autour de certaines cellules infectées dans le foie. Les virions 

contenus dans le granulome présentent une morphologie anormale tandis que les 

monocytes/macrophages composant le granulome ne semblent pas être infectés. D'autres 

cellules macrophagiques infectées, minoritaires, sont situées à la surface des sinus et ne sont 

entourées d'aucune cellule inflammatoire. Lors des passages, les foyers granulomateux ne 
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sont plus observés tandis que la réplication virale devient importante et détectable dans la 

circulation. Plus aucune réponse inflammatoire n'est alors détectée au cours de l'infection 

(127). De même, une inflammation périportale et une prolifération de cellules de Kupffer ont 

été observées chez des cobayes inoculés avec du sang de patients infectés par le virus de 

Marburg, tandis que la prolifération cellulaire disparaît au cours des passages (181, 182). TI 

semble que l'inoculum viral provenant de patients ou de PNH contiennent 2 types de virions 

se comportant différemment chez le cobaye. Ainsi, tandis que la grande majorité des virions 

induit une réponse inflammatoire locale permettant la destruction des cellules infectées et 

l'absence de libération de nouveaux virions, la minorité de virions se répliquant dans les 

macrophages sans induire de réaction inflammatoire n'est pas détruite et constitue donc 

l'essentiel de l'inoculum utilisé pour le 2ème passage. Cette sélection explique l'absence de 

formation de granulome dès ce passage et l'augmentation substantielle de charge virale 

observée à ce moment, mais suggère également une suppression de la réponse inflammatoire 

par ces virions, ce qui pourrait expliquer l'absence d'une telle réponse dans les tissus de l'hôte 

sensible (127). Ces données suggèrent que la réponse inflammatoire non-spécifique précoce 

pourrait être importante dans le contrôle des infections filovirales. Par ailleurs, l'infection 

asymptomatique des rongeurs par les souches filovirales primaires suggère que certains de ces 

mammifères pourraient potentiellement servir de réservoir naturel pour les filovirus. 

Une réponse humorale spécifique importante et durable. 

Les PNH et les patients ayant guéri spontanément d'une FHV à filovirus présentent 

après l'infection des titres très élevés et persistant en Ac spécifiques. Des IgG spécifiques 

apparaissent ainsi entre le 14ème et le 21ème jour après l'infection- de façon concomitante à la 

chute de la virémie - chez les singes vervets, cynomolgus et rhésus ayant survécu à l'infection 

par le virus Ebo-S ou Ebo-R et les titres élevés de ces Ac persistent ensuite quelques mois 

dans la circulation des singes (20, 56). Des réactions croisées sont observées entre les sous­

types de virus Ebola, particulièrement entre les Ac spécifiques d'Ebo-S et les Ag d'Ebo-R. 

Cette étude a également montré que la NP, et non la GP, induisait ces réactions croisées (20). 

De même, les patients ayant survécu à l'infection par le virus de Marburg, Ebo-Z, et 

Ebo-CI présentent des titres élevés en Ac spécifiques (15, 49, 55, 153). Une patiente infectée 
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par le virus Ebo-CI possédait des IgM spécifiques 3 jours après l'apparition des symptômes 

(11 jours après l'infection), la réponse IgM étant maximale le 7ème jour. Des titres élevés d'IgG 

spécifiques d'Ebo-CI apparaissent entre le ime et le 21 ème jour, de façon concomitante à la 

disparition de la virémie (129). De même au cours de l'infection de l'homme par le virus Ebo­

Z, les IgM spécifiques sont détectées entre 2 et 9 jours après l'apparition des symptômes, 

présentent un titre maximal 18 jours après et disparaissent dans les 3 mois suivant. Les IgG 

spécifiques apparaissent chez ces patients la 2ème semaine de la maladie, là encore de manière 

parallèle à la chute de la virémie, les titres atteignant très rapidement un plateau élevé (49, 

55). 

Bien que les survivants des FHV à filovirus subissent, à une moindre échelle, certaines 

altérations de la réponse immune observées au cours de l'infection fatale comme la 

lymphopénie et la neutrophilie (129, 139) et présentent une charge virale initiale élevée, il 

semble que ces altérations n'empêchent pas l'induction rapide d'une réponse lymphocytaire B 

spécifique efficace, ce qui sous-tend l'activation préalable de lymphocytes T helper (Th) 

indispensables à la commutation isotypique, l'activation et la différentiation des lymphocytes 

B. TI semble donc que les survivants des FHV à filovirus développent une immunité efficace, 

probablement non-spécifique dans un premier temps, si l'on en croit l'importante réaction 

inflammatoire observée dans le modèle cobaye non-pathogène (127), puis spécifique par la 

suite, ce qui se traduit par la réponse humorale rapide et forte observée au cours des infections 

non-létales par les filovirus. 
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V. PERSPECTIVES VACCINALES ET THERAPEUTIQUES. 

La présence de titres élevés en Ac anti-filovirus chez les PNH et les humains ayant 

survécu à une FHV a encouragé les études vaccinales chez l'animal et les essais de 

sérothérapies, y compris chez l'homme. De même, quelques essais thérapeutiques, utilisant 

différentes molécules, ont été réalisés chez les PNH infectés par des filovirus. Bien que très 

contrastés, ces résultats sont néanmoins très prometteurs dans ces 2 approches de lutte contre 

les FHV à filovirus. 

1. De nombreuses études vaccinales dans les modèles expérimentaux. 

Protection acquise après une première infection filovirale. 

Certains PNH ayant survécu à une infection filovirale et possédant des Ac spécifiques 

ont été réinoculés par le même virus ou un autre sous-type dans l'espoir que l'immunité 

acquise lors de la première infection les protège de la seconde. Ainsi, 5 singes cynomolgus 

ayant survécu à des infections par Ebo-R (4) et Ebo-S (1) ont été réinfectés par Ebo-Z par 

voie intra-péritonéale. Le singe préalablement infecté par Ebo-S n'a développé ni maladie ni 

virémie, ainsi qu'un autre immun pour Ebo-R. TI est intéressant de noter qu'aucun des 

survivants à la 2ème infection n'a développé par la suite d'Ac spécifiques d'Ebo-Z, suggérant un 

contrôle précoce de l'infection par une réponse immune cellulaire et/ou les Ac induits par la 

première infection et encore présents (20). De même, lors d'une épidémie de FHV à virus 

Ebo-R chez des singes cynomolgus, la mortalité était significativement plus faible chez les 

singes possédant déjà au moment de l'infection des Ac spécifiques comparativement aux 

singes séronégatifs (208). 

L'infection de souris par une souche non-adaptée d'Ebo-Z confère une protection 

contre une infection subséquente par la souche adaptée normalement létale, illustrée par 

l'absence de symptôme (157). De même, l'infection de souris par la souche adaptée par voie 

sous-cutanée, intra-dermique ou intra-musculaire - voie d'inoculation n'induisant que 

rarement une pathologie chez la souris - protège contre une infection par voie intra­

péritonéale par Ebo-Z. Par contre, l'infection des souris par le virus de Marburg - non 
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pathogène, car non-adapté - ne confère pas d'immunité croisée contre Ebo-Z, ni 

l'immunisation par la souche d'Ebo-Z adaptée, mais inactivée par irradiation (157). 

Immunisation par des Ag ou des préparations virales inactivées. 

n est probable que d'autres paramètres immunitaires que la réponse humorale soient 

nécessaires au contrôle de l'infection. En effet, l'issue d'une infection par le virus de Marburg 

chez des cobayes et PNH préalablement immunisés par le virus de Marburg inactivé n'est pas 

corrélée au titre d'IgG spécifiques présent au moment de l'infection (188, 190, 209). Par 

contre, des cobayes et des babouins immunisés par le virus Ebola inactivé ont supporté par la 

suite une infection normalement létale (210, 211). Cependant, la dose d'Ag utilisée et le 

nombre d'immunisations semblent importants dans la protection du cobaye, le nombre 

d'animaux survivant à l'infection étant corrélé à la dose utilisée (8 survivants/lü avec 2 X 50 

11g) (212). De même, plusieurs immunisations avec de grandes quantités de protéines virales 

(7 mg par injection) sont nécessaires pour protéger le babouin (211), et l'utilisation de faibles 

doses antigéniques chez le singe rhésus n'induit pas de protection contre une infection par le 

virus Ebola (213). Deux-tiers des cobayes vaccinés par de la NP purifiée deviennent immuns 

à une infection par Ebo-Z, tandis que la VP40 n'induit pas de protection (214, 215). 

L'étude de l'immunité induite par des Ag de virus de Marburg inactivés chez le cobaye 

et le singe a montré une activation de l'immunité non-spécifique, illustrée par l'augmentation 

de l'activité phagocytaire des macrophages, de l'activation des cellules NK et de la production 

de TNFa et d'IFNy, le pic d'activation se situant entre 3 et 5 jours après l'immunisation. Des 

Ac spécifiques apparaissent 2 semaines après et une réponse cellulaire mémoire est détectée 

en réponse à la stimulation in vitro par les Ag viraux. Une 2ème immunisation induit une 

augmentation des titres d'Ac tandis que l'étude du rapport CD4/CD8 indique une expansion 

des lymphocytes CD4+ les 2 premières semaines et des lymphocytes CD8+ entre le 25ème et le 

32ème jour après l'immunisation. Contrairement aux observations réalisées au cours des 

infections, aucune baisse de l'activation par les mitogènes n'est détectée dans ces modèles 

vaccinaux (188, 190, 209, 212). 
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L'utilisation de vecteurs vivants et les vaccins à ADN. 

La production d'Ag à partir de culture de filovirus est très délicate puisque nécessitant 

des structures particulières. De plus, l'utilisation d'Ag inactivés n'étant pas dénuée de risques, 

de nombreuses études se sont intéressées à l'immunisation par des préparations permettant 

l'expression du gène codant pour une protéine filovirale dans l'organisme, utilisant comme 

vecteur la vaccine ou, plus simplement, un plasmide. Ces approches sont connues pour 

induire des réponses immunes efficaces par l'expression intracellulaire de la protéine d'intérêt, 

suppriment le besoin de production massive d'Ag viraux (donc relativement bon marché), et 

présentent l'avantage d'une bonne inocuité, considérant que l'inoculation d'un seul gène viral 

est sans risque pathogène. 

Différentes souches recombinantes de vaccine contenant un des gènes du virus Ebola -

NP, VP35, VP30, GP, GPs, VP40 ou VP24- ont été testées pour leur capacité à induire, par 

voie sous-cutanée, une protection chez le cobaye contre une infection par le virus Ebola. 

Tandis que les souches exprimant la NP, VP40, VP35, VP30, VP24 ou la GPs ne confèrent 

aucune protection contre une inoculation létale 1 mois plus tard, la moitié des animaux 

immunisés avec la souche codant pour la GP membranaire ont survécu (189, 216). Par contre, 

le même protocole vaccinal, mais utilisant la GP membranaire du virus de Marburg, n'a pas 

protégé les cobayes en dépit de la présence d'Ac spécifiques au moment de l'infection par le 

virus de Marburg (217). Cependant, une protection a été obtenue chez des cobayes avec une 

souche recombinante de baculovirus exprimant la GP membranaire du virus de Marburg, et 

non avec celle exprimant la NP (218). 

L'inoculation répétée (lx 0,5 J..lg + 3x 1,5 J..tg) de plasmides exprimant la GP 

membranaire ou la NP du virus Ebo-Z à des souris les protège toutes de l'infection par une 

souche adaptée d'Ebo-Z, létale pour elles ( 157, 219). Cette immunisation induit non 

seulement des titres d'Ac élevés, mais également une réponse lymphocytaire T cytotoxique, ce 

qui suggère là encore que l'induction d'une immunité à médiation humorale et cellulaire est 

nécessaire au contrôle de la virémie (219). Une étude récente utilisant des plasmides codant 

pour la GP, la GPs ou la NP a montré l'induction chez la souris d'une forte réponse 

cytotoxique pour la GP et la GPs, et de faibles taux d'Ac ; tandis que la NP induisait de fort 

titres d'IgG spécifiques mais aucune réponse cellulaire spécifique n'était détectée in vitro. Des 
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cobayes inoculés avec ces plasmides et infectés un mois après par le virus Ebo-Z sont 

protégés par chacune des 3 préparations, tandis que seul les animaux immunisés par les 

plasmides exprimant la GP ou la GPs survivent à une infection 4 mois après (220). ll semble 

dans ce modèle que la réponse humorale ne soit pas suffisante et qu'une réponse cytotoxique 

soit nécessaire à la protection, bien qu'elle ne soit pas détectée avec la NP. En effet, les IgG 

spécifiques de la NP et de la GP, lorsqu'ils apparaissent, ne confèrent pas de protection lors 

d'un transfert passif chez le cobaye et n'inhibent pas la réplication du virus Ebo-Z in vitro 

(220). 

L'immunopathogenèse et la vaccination. 

Certains protocoles vaccinaux contre le virus de Marburg n'ont non seulement induit 

aucune protection contre une infection homologue létale, mais ont même diminué le temps de 

survie des animaux immunisés par rapport aux contrôles infectés 'naïfs'. 

Cette immunopathogenèse se manifeste chez le cobaye par une production prononcée 

de TNFa et d'IFNy ainsi qu'une plus forte prolifération lymphocytaire spontanée 

comparativement aux cobayes 'naifs'. Les animaux immunisés ayant survécu n'ont présenté 

des taux significatifs de TNFa et d'IFNy que les 3 premiers jours suivant l'infection, et la 

virémie était détectable uniquement durant les premières 24h (209). De même, tandis que des 

cobayes inoculés 1 seule fois par de la vaccine exprimant la GP du virus de Marburg n'ont, en 

dépit de la présence d'IgG spécifiques, survécu à une infection subséquente ; les cobayes 

inoculés 2 fois avant l'infection ont présenté les temps de survie les plus courts (217). Des 

résultats similaires ont été obtenus chez le singe rhésus. En effet, les singes immunisés par le 

virus de Marburg inactivé ont présenté la même mortalité que les singes 'naïfs' (50%), et les 

singes immunisés ayant succombé à la maladie ont présenté des taux croissants de TNFa et 

d'IFNy, plus élevés dans les stades terminaux que chez les singes 'naïfs' mortellement infectés, 

et un décès plus rapide que ces derniers. Par contre, l'augmentation des concentrations de ces 

2 cytokines est accompagnée d'une activité NK et n'est détectée que les 2 ou 3 premiers jours 

suivant l'infection chez les singes immunisés survivants (188, 190). 

Ainsi, l'implication probable de l'immunopathogenèse dans la gravité des FHV à 

filovirus, soupçonnée lors des études de neutralisation de cytokines (cf chapitre IV -1, p82), 
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semble être également observée lors de vaccinations, ce qui est à prendre en considération 

pour toute étude immunoprophylactique ultérieure. 

L'ensemble de ces résultats suggère qu'une immunisation doit nécessairement induire, 

pour être protectrice et empêcher l'apparition de la virémie, une réponse immune mémoire à 

médiation humorale et cellulaire comprenant des lymphocytes Th CD4+ et cytotoxiques 

(CTL) CD8+. Les cibles virales permettant une immunité effectrice semblent être, quant à 

elles, la GP membranaire, la NP et dans une moindre mesure, la GPs. Cependant, en dépit de 

certains risques d'immunopathogénicité, ces études montrent clairement qu'une approche 

immunoprophylactique des FHV à filovirus est envisageable. De plus, la stabilité génétique 

des filovirus est un précieux avantage et compense sans doute l'absence ou les faibles 

protections croisées observées entre les filovirus. 

2. Les perspectives thérapeutiques. 

L'immunothérapie, des résultats mitigés. 

Les premières tentatives de sérothérapie ont été entreprises en 1977 par transfert passif 

de plasma de convalescents. Cependant, ces plasmas contenaient des titres d'IgG spécifiques 

trop faibles et de plus, ces Ac n'étaient que faiblement neutralisants in vitro, limitant ainsi leur 

efficacité. Par la suite, des sérums hyper-immuns ont été produits chez des animaux 

insensibles aux filovirus (chèvre, mouton, cheval), sélectionnés sur la base de leur propriétés 

neutralisantes chez le cobaye, et testés dans de nombreux modèles, y compris dans quelques 

cas chez l'homme. 

Des sérums hyper-immuns obtenus chez la chèvre, dont l'activité anti-virale est 

contenue dans la fraction IgG2 (correspondant aux IgG3 chez l'homme), ont ainsi été testés 

chez le cobaye. Le transfert passif de ces Ac protège ces animaux de l'infection par Ebo-Z 

lorsqu'il est réalisé entre 1 jour avant et 2-3 jours après l'infection (221). Ce sérum a ensuite 

été testé chez des volontaires afin d'évaluer son inocuité et sa tolérance, qui semblent bonnes, 

et a été utilisé avec un apparent succès chez un patient accidentellement infecté (221). Des Ac 

spécifiques du virus de Marburg protègent 80% des cobayes infectés par ce virus (222). De 
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même, un sérum hyper-immun de cheval protège des babouins d'une infection létale par de 

faibles doses de virus Ebo-Z, et s'il est administré dans l'heure suivant l'infection, aucune 

virémie n'apparaît ; tandis que le sérum perd rapidement son efficacité si l'injection est 

retardée (211, 221). Par contre, ce même sérum hyper-immun a donné des résultats plus 

discutables chez la souris et le singe cynomolgus. En effet, si les cobayes recevant le sérum 

avant l'apparition de la virémie survivent, les souris ne sont jamais complètement protégées et 

la plupart des singes meurent quelque soit le schéma d'inoculation, malgré l'apparition plus 

tardive de la virémie et des symptômes (223, 224). Ces résultats discordants peuvent provenir 

de la dose de virus utilisée pour l'infection, beaucoup plus élevée dans ce dernier cas. Lors de 

l'épidémie de FHV à virus Ebo-Z de Kikwit (RDC, 1995), 8 patients en phase symptomatique 

ont reçu une transfusion de sang total, contenant des Ac spécifiques mais pas d'Ag, provenant 

de convalescents. Bien que 7 d'entre eux aient survécu en dépit d'une mortalité habituelle de 

80%, l'utilisation de sang total et non de plasma rend difficile l'interprétation des résultats, ces 

derniers n'indiquant d'ailleurs aucun effet significatif de la transfusion une fois les données 

relativisées en fonction de l'âge des patients et de la probabilité de survie au moment où la 

thérapie a été initiée (225, 226). Enfin, la production d'Ac monoclonaux (AcMe) humains 

spécifiques des filovirus par biologie moléculaire représente une approche prometteuse dans 

le domaine de la sérothérapie (227, 228). 

Des propriétés d'inhibition de la réplication in vitro des filovirus ayant été attribuées à 

l'IFNa2b, des essais d'immunothérapies ont été réalisés en injectant de l'IFNa2b à des cobayes 

et des singes cynomolgus infectés par les virus de Marburg et Ebo-Z, respectivement, mais il 

semble que l'action de cette molécule ne se limite à retarder le décès sans modifier la 

mortalité, y compris lorsque cette thérapie est entreprise simultanément à une sérothérapie 

(192, 224). 

Ainsi, l'immunothérapie des FHV à filovirus, bien que donnant quelques résultats 

prometteurs dans le domaine de la sérothérapie, ne semble pas très efficace, ce qui peut être 

attribué au fait que les filovirus nécessitent pour leur contrôle, comme cela a été observé lors 

des essais vaccinaux, une réponse immune à médiation humorale et cellulaire. Le transfert 

passif d'Ac spécifiques ne parait en effet efficace que si les Ac présentent des titres de 
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neutralisation élevés et sont injectés lorsque la charge virale est minime ; ces IgG spécifiques 

ne parvenant pas à contrôler une virémie déjà installée. 

Les molécules anti-virales, des résultats prometteurs. 

Récemment, des analogues de nucléosides inhibiteurs de la S-adénosylhomocystéine 

hydrolase se sont avérés actifs in vitro contre le virus Ebo-S et Ebo-Z. De plus, des souris 

infectées par une souche adaptée de virus Ebo-Z et traitées par la 3-déazaadénosine 

carbocyclique (un de ces analogues) dans les 24h suivant l'infection survivent toutes à la 

maladie, la mortalité s'élevant à 10 et 60% lorsque le traitement est initié respectivement 2 et 

3 jours après l'infection (72). Cette molécule, la première possédant une activité anti­

filovirale, représente un grand espoir thérapeutique et de plus amples essais doivent être 

entrepris chez les PNH. 

En attendant qu'un traitement spécifique ou un vaccin ne soit disponible, une prise en 

charge médicale intensive des patients, comprenant des transfusions de plasma, de plaquettes, 

de facteurs de coagulation et de prostacycline, permet une réduction, faible mais néanmoins 

notable, de la mortalité associée aux FHV à filovirus. Cela peut d'ailleurs expliquer le faible 

taux de mortalité induit par le virus de Marburg chez l'homme, comparativement à l'extrême 

pathogénicité observée dans les modèles expérimentaux, la plupart des patients infectés par ce 

virus ayant en effet été admis dans des structures de soins intensifs. 
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A V ANT-PROPOS 

Bien que des études sérologiques réalisées il y a une quinzaine d'années aient 

démontré la circulation du virus Ebola dans la sous-région Gabon-Cameroun-République 

Centrafricaine, et que certains récits de villageois aient suggéré des épidémies sporadiques 

dans des villages très reculés (communauté pygmée), aucune épidémie de FHV à virus Ebola 

n'avait jusqu'alors été officiellement recensée dans ces pays (59, 60). 

En décembre 1994, une épidémie de FHV est survenue dans 3 campements de 

chercheurs d'or au Nord-Est du Gabon (Mekouka, Andock et Minkebe) situés dans une petite 

clairière isolée dans la forêt équatoriale (voir figure 11). Les 32 malades se sont ensuite 

rendus, en descendant l'Ivindo (6h de pirogue) à l'Hôpital de Makokou, ville la plus proche de 

ces sites. ll semble que simultanément à l'épidémie humaine, une mortalité élevée ait été 

détectée parmi les grands singes vivant à proximité des campements (chimpanzés et gorilles). 

Un premier cas secondaire, venant du village de Mayela, en aval de Mekouka, a été ensuite 

suivi de 16 autres mi-janvier 1995, dans 3 villages proches de Makokou (Mayela, Ekobakoba 

et Etakaniabe). Ces personnes ont apparemment été contaminées au contact des premiers 

malades hospitalisés. Au total, 49 personnes ont présenté un tableau clinique de FHV. 

Certains, parmi les premiers cas, étant également atteints de jaunisse, le diagnostic clinique a 

d'abord été celui de fièvre jaune, au demeurant endémique au Gabon. 

A la demande des autorités sanitaires Gabonaises, une équipe du CIRMF s'est rendue 

sur place et les prélèvements sanguins de 9 malades ont pû être amenés au laboratoire. Par 

ailleurs, une vaste enquête épidémiologique a été initiée dans ces villages, permettant ainsi la 

constitution d'une banque de sérum pour cette région. Des IgM spécifiques du virus amaril 

furent détectées chez quelques patients. Les prélèvements furent par la suite envoyés au 

Centre Collaboratif de l'OMS pour les arboviroses et les fièvres hémorragiques à l'Institut 

Pasteur de Paris, dans le but de confirmer le diagnostic de fièvre jaune et d'isoler le virus par 

inoculation de souriceaux, de moustiques et de cultures de cellules AP61. L'isolement viral 

s'est avéré négatif, mais la présence du génome amaril dans certains prélèvements a pu être 

démontrée par RT -PCR, confirmée par hybridation avec une sonde spécifique et la séquence 
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partielle déterminée (229),(230). L'annonce officielle de l'épidémie de fièvre jaune a entraîné 

une campagne massive de vaccination anti-amaril (231). 

Cependant, l'absence de preuve sérologique d'infection par le virus amaril chez 

certains patients, y compris décédés, a conduit à la recherche d'autres agents étiologiques 

induisant des FHV. C'est ainsi que 19 patients hospitalisés présentaient des preuves 

sérologiques (lgM, Ag circulantss ou isolement viral) de la circulation concomitante du virus 

Ebola. Des mesures d'isolement des patients et de protection des personnels soignant a permis 

de limiter l'extension de cette première épidémie de FHV à virus Ebola au Gabon (16). 

La survenue quasi-simultanée de l'épisode de Tai (Côte d'Ivoire, 1994), de l'épidémie 

de Kikwit (RDC, 1995) et de l'épidémie de Mekouka laissant présager d'autres apparitions du 

virus Ebola, le CIRMF s'est doté des réactifs indispensables au diagnostic des infections par le 

virus Ebola (IgM, lgG, Ag-capture), généreusement fournis par le Center for Disease Control 

(CDC, Atlanta), et a également entrepris la mise en place sur le site d'une structure permettant 

la manipulation d'un tel pathogène. Cette structure, bien que partiellement opérationnelle à ce 

moment, a néanmoins permis au CIRMF de réagir rapidement, à la demande des autorités 

sanitaires Gabonaises, lors des 2 épidémies suivantes ; une équipe se rendant sur le terrain très 

rapidement et le diagnostic biologique établi dans les 24h suivant l'arrivée des prélèvements 

au laboratoire. 

Par ailleurs, la mise en place d'un tel laboratoire en zone d'endémie a justifié 

l'initiation de recherches, tant en virologie qu'en immunologie, sur les FHV à virus Ebola et la 

création de l'Unité de Recherches sur les Maladies Emergentes. Les connaissances concernant 

la réponse immune de l'homme au cours de l'infection par le virus Ebola étant encore très 

parcellaires à ce moment, la possibilité d'étudier certains aspects de la réponse humorale et 

cellulaire chez des patients fatalement infectés ou survivants a justifié la réalisation de ces 

travaux de thèse. De même, l'observation lors des épidémies de personnes ayant des contacts 

très étroits avec des malades mais ne présentant jamais de symptôme a permis la mise en 

évidence de sujets infectés de façon asymptomatique par ce sous-type de virus Ebola, pourtant 

très pathogène, et la caractérisation de leur réponse immune humorale et cellulaire, objets 

d'une autre thèse, préparée par le Dr Eric Leroy. 
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Cependant, la présence unique en Afrique Centrale d'une telle structure ainsi que 

l'endémicité des FHV rend nécessaire l'obtention par le CIRMF, auprès d'instances telles que 

l'OMS, d'un label de référence concernant le diagnostic et la recherche sur les FHV. Dans ce 

but, 2 expertises du laboratoire ont été conduites, la première par les Dr Fisher-Roch et 

McCormick en janvier 1998 et la 2ème en février 1999 par le Dr Richmond, afin que le BSL-4 

du CIRMF réponde aux normes internationales en vigueur pour ce type de manipulation. Le 

laboratoire a ainsi dû être fermé en septembre 1998, afin que les modifications nécessaires 

soient réalisées, mais n'a malheureusement pu être réouvert à ce jour. Néanmoins, l'obtention 

prochaine par le CIRMF de ce label permettra la mise en place d'une surveillance 

épidémiologique des FHV au Gabon, mais aussi dans la sous-région, ainsi que la poursuite et 

l'initiation de protocoles de recherche bénéficiant de cette situation unique. 
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1. LES EPIDEMIES DE FHV A VIRUS EBO-Z DE MAYIBOUT ET BOOUE 

(GABON, 1996). 

Les travaux réalisés dans le cadre de cette thèse, tant sur le terrain que sur le plan des 

prélèvements biologiques, ayant été initiés à partir de l'épidémie de Mayibout, l'épidémie de 

Mekouka ne sera que partiellement abordée. 

1. Description des épidémies. 

Mayibout, février 1996. 

_ """' - tltvlltsftsw~'r:n 

••. . .•.•• • ~ • CMfilt#dt~ 

- CMMI~~ 0 U'f~â~ 

-- Roure 
............. Voie ferrée 

0 Mekouka, 1994 
Mayibout, 1996 

0 lloouc', 1 "96 

Figure 11. Localisation géographique des 3 épidémies de FHV à virus Ebo-Z au Gabon (1994-1996). L'agrandissement 
(traits pointillés) représente la zone couvrant les 3 épidémies. Les ronds jaunes localisent les sites où des cas ont été 
enregistrés lors de la première épidémie, les ronds rouges l'épidémie de Mayibout et les ronds verts celle de Booué. 

Dix-huit personnes, enfants et adultes résidant dans le village de Mayibout 2 (figure 

11), ayant touché, découpé ou porté la viande d'un chimpanzé trouvé mort dans la forêt, par la 

suite cuisinée et mangée, ont présenté environ 8 jours après le contact infectieux les premiers 

symptômes de FHV (fièvre, céphalées, diarrhée sanglante), dont l'agent étiologique, le virus 

Ebo-Z (souche Gabon, cf chapitre 1-3), a été diagnostiqué et isolé par le CIRMF et l'OMS. 

Les personnes s'étant contentées de manger la viande sans la toucher avant la cuisson n'ont 
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pas été contaminées par ce biais. L'infection de ces cas primaires s'étant déroulée de manière 

très ponctuelle, les périodes d'incubation présentées par ces patients ont donc pu être établies 

précisément pour la plupart (17 /18) et sont figurées avec d'autres paramètres dans le tableau 

IV. 

Sexe Age Contact Incub Symptômes Jours Issue 

M 15 s, d, p, rn 7 v,d, g,m 7 D 

F 21 e,rn 7 v,d,he 11 D 

M 10 s 9 v, he, rn 8 D 

M 10 s, p 9 v, d, g, he, rn 5 D 

F 14 s, p, e, rn 7 v, d, g, rn, hm 6 D 

F 10 s, p, e, rn 7 v, d, g, he, rn 6 D 

F 10 s, p, e, rn 7 v, d, g, ie, rn, hm 6 D 

F 11 s, p, e, rn 7 v, d, g, he, rn 6 D 

M 15 s, d, p, rn 8 v, d, hq, g, rn, hm 6 D 

M 31 s, d, p, rn 8 v,d,g,hq,he 6 D 

M 24 s, d, p, rn 9 v,d,hq,g,he 6 D 

F 59 ? 9 v, d, rn, hm 8 D 

M 10 s, p 9 he s 
F 10 s,p,m 9 v,d s 
F 23 s, p, rn 6 v,d,g s 
M 39 e,rn 9 d,he s 
M 13 s, p, rn 9 v,d s 

Tableau IV. Description des cas primaires de l'épidémie de Mayibout. Le sexe, l'âge, la durée de la période 
d'incubation et, pour les décédés, de la maladie (jours), l'issue fatale (D) ou non (S) sont figurés ; ainsi que les 
contacts avec le chimpanzé (s: présence sur le site ; d: dépeçage ; p: transport de la viande ; c: préparation 
culinaire ; rn: ingestion viande cuite) et certains symptômes (v: vomissements ; d: diarrhée ; g: gingivorragie ; 
rn: méléna; he: hyperémie conjonctivale; hq: hoquet; hm: hématémèse) 

Le sexe et l'âge des patients ne semblent pas influer sur l'issue de la maladie. En effet, 

l'âge moyen des décédés et survivants est de 19,2 ± 14 et 19,0 ± 12 ans, respectivement, tandis 

que les personnes des 2 sexes semblent touchées dans les mêmes proportions. De même, les 

périodes d'incubation, respectivement de 7,8 ± 0,9 et 8,4 ± 1,3 jours pour les décédés et 

survivants, sont similaires quelle que soit l'issue de la maladie. Il est difficile de relier le type 

de contacts qu'ont eus les patients avec l'animal contaminé et l'issue de la maladie, bien que ce 

paramètre ne semble cependant pas impliqué. Les patients fatalement infectés ont présenté un 

tableau clinique beaucoup plus sévère que les survivants, particulièrement en ce qui concerne 

les signes hémorragiques, et ont connu une phase symptomatique de 6,8 ± 1,6 jours. Par 

contre, une température élevée a été notée chez tous les patients, quelle que soit l'issue, des 

arthralgies ou myalgies dans 33% des cas, céphalées (27% ), asthénie (27% ), épistaxis (13%) 

et douleurs abdominales (7% ). Deux cas primaires n'ont pû être reliés à un contact avec le 
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chimpanzé en dépit de la survenue de symptômes en même temps que les autres cas 

primaires. 

Les malades ont été évacués par le fleuve à l'hôpital de Makokou, où ils ont été isolés. 

Cependant, les corps de 4 patients décédés dans les 48h suivantes ont été rapatriés au village. 

Un 5ème patient s'est échappé de l'hôpital et est également retourné à Mayibout, où il est 

rapidement mort. Les patients décédés furent alors inhumés sans aucune précaution par les 

villageois. Environ une semaine après la survenue des symptômes chez les cas primaires sont 

apparus des cas secondaires, résultant quant à eux de contaminations inter-humaines (soins 

aux malades, cérémonies funéraires). Cependant, il est difficile, étant donné le type de 

contamination de ces cas, de déterminer précisément la durée de la phase d'incubation. Seul 

l'un d'eux, contaminé lors d'une cérémonie funéraire, a pû être précisément décrit, et a 

présenté une période d'incubation de 7 jours et une issue favorable. Les cas secondaires 

décédés (7) ont connu une phase symptomatique de 6,6 ± 1,3 jours à l'exception d'un patient, 

malade pendant 15 jours avant de succomber; tandis qu'une phase symptomatique de 8 jours 

a été observée chez le seul cas tertiaire décédé (sur les 3). Les symptômes ressentis par les cas 

secondaires, décédés ou survivants (5), étaient similaires à ceux observés chez les cas 

primaires. La mortalité survenue chez ces patients, bien qu'inférieure à celle des cas primaires, 

ne semble pas significativement différente (59% contre 70% pour les cas primaires, 67% pour 

l'ensemble des 35 patients infectés au cours de l'épidémie). 

Les mesures d'isolement, bien que n'ayant pû empêcher la contamination des cas 

secondaires et tertiaires ni la fuite d'une patiente ultérieurement décédée dans le train 

l'amenant à Libreville, ont néanmoins permis de rapidement circonscrire l'épidémie. 

Booué, octobre 1996. 

A la demande des autorités sanitaires Gabonaises, le CIRMF a diagnostiqué, le 4 

octobre 1996, 2 cas de FHV à virus Ebola (Ag-capture positifs) parmi 3 patients hospitalisés 

avec des signes de FHV à l'hôpital de Booué et 3 contacts de ces malades. 

L'enquête épidémiologique rétrospective a montré que le cas index semblait être un 

chasseur de 39 ans mort (de façon non déclarée) le 13 juillet dans un campement forestier près 

de Booué (200 kms de Mekouka et 120 de Mayibout) avec un tableau typique de FHV (fièvre, 
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céphalées, diarrhées, vomissements et saignements). ll est intéressant de noter qu'à la même 

période, un chimpanzé ayant succombé à une FHV à virus Ebola (le diagnostic a été réalisé à 

partir d'une biopsie de peau par le CDC (16)) a été trouvé dans la forêt dans la région de la 

Lopé, une zone assez proche de celle où chassait le cas index, mais cependant séparées par 

une barrière infranchissable par les PNH, le fleuve Ivindo. A la fin du mois d'août, un autre 

chasseur est décédé dans le même camp, mais ne semble pas avoir été contaminé par le 

premier cas. Un 3ème chasseur, tombé malade 12 jours après, s'est enfui de l'hôpital de Booué 

pour se rendre dans le village de Balimba, où il est mort après avoir contaminé un 

tradipraticien et son neveu. Ces derniers ont présenté les premiers symptômes mi-septembre 

et ont été hospitalisés à Booué, puis transférés à Makokou où ils sont morts ; laissant derrière 

eux 3 personnes infectées, qui tomberont à leur tour malades, ces derniers cas étant ceux ayant 

permis le diagnostic biologique de cette 3ème épidémie de FHV à virus Ebola. 

Par la suite, l'épidémie s'est étendue autour de Booué dans plusieurs villages et 

campements forestiers (Balimba, SHM), 24 cas dont 17 morts étant enregistrés le 17 

novembre. De nombreux patients ont fui de l'hôpital de Booué, se rendant dans leur village ou 

prenant le train ou la route pour rejoindre d'autres villes, y compris Libreville, où 15 cas (11 

décès) au total ont été enregistrés tout au long de l'épidémie. Un médecin s'est d'ailleurs 

contaminé en procédant à une endoscopie chez un malade venant de Booué et hospitalisé à 

Libreville, et s'est rendu en Afrique du Sud le 27 octobre afin de se faire soigner, ignorant 

probablement l'étiologie de sa maladie. Hospitalisé à Johannesburg, il a survécu mais a 

contaminé une infirmière qui a présenté les premiers symptômes le 2 novembre et est décédée 

le 24 (232). 

A la fin de ce mois, une 2ème vague de l'épidémie est apparue dans 3 sites proches de 

Booué: Lolo (6 cas, 3 décès), campement SHM (5 cas, 4 décès) et campement de Balimba (1 

cas, 1 décès), causant de nombreuses nouvelles infections. Le CIRMF s'est ainsi rendu le 11 et 

le 13 Décembre à Lastourville (300 kms de Booué), afin de prélever une patiente venant de 

Booué et ses contacts tandis que 5 patients (dont 3 sont décédés) se trouvaient encore à 

l'hôpital de Booué le 20 du même mois. Le dernier cas de FHV a été enregistré le 18 janvier 

1997 et l'épidémie a été officiellement déclarée terminée en mars avec un total de 60 cas et 45 

décès (mortalité: 75% ). Cette épidémie s'est donc distinguée des 2 précédentes par sa très 
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longue durée (près de 6 mois) et les nombreux passages inter-humains effectués à partir de la 

souche virale initiale (environ une dizaine). 

La dispersion des patients, pas toujours hospitalisés, dans plusieurs villes et villages 

ainsi que la longue durée de l'épidémie ont entravé les enquêtes épidémiologiques et le suivi 

clinique et biologique de certains patients. Nous n'avons ainsi pu suivre et prélever que 14 

patients (9 morts, 5 survivants), pour lesquels les observations cliniques sont figurées dans le 

tableau V. Malheureusement, les données concernant les contacts infectieux et la période 

d'incubation de ces patients étaient trop imprécises pour être exploitables. 

Sexe Age 
Passage Date 

Symptômes Jours Issue 
viral début 

M 3 4-5 12/10 d, n, v, ie, a 5 D 

F 9 4-5 13-16/10 d,n, v,rng,a,da,spi 9-12 D 

M 47 4-5 ? he,e,a,da t 23/10 D 

F 48 4-5 16110 d, v, he, g, my, e, a, rn, hm, e, da 11 D 

F 19 4-5 18/10 d,n, v,he,rny,rn,e, a, da 11 D 

M 14 4-5 22110 d,n, v,he,g,rny,e,a,rng 6 D 

F 44 6-8 16/12 d, n, v, my, a, t, da 13 D 

M 4 6-8 19112 d,v,a,da 4 D 

M 30 6-8 20/12 ? 7 D 

F 20 4 10110 ? 12 s 
M 40 4-5 16/10 d,n, v,he,rny,e,a,da 10 s 
F 26 5-7 4112 my, a, da, he 5 s 
F 32 6-8 8112 he, my, a 13 s 
F 18 6-8 14112 d, v, my, rn, a, hy, da 10 s 

Tableau V. Description de quelques patients de l'épidémie de Booué. Le sexe, l'âge, le nombre de passages inter-
humains depuis le cas index, la date du début de la période symptomatique, le nombre de jours de symptômes (jours), 
et l'issue fatale (D) ou non (S) sont figurés ; ainsi que certains symptômes (d: diarrhée ; n: nausées ; v: vomissements 
; he: hyperémie conjonctivale ; g: gingivorragie ; my: myalgies/arthralgies ; c: céphalées ; a: asthénie ; rn: méléna; 
hm: hématémèse ; e: épistaxis ; hy: hémoptysie ; da: douleurs abdominales ; spi: saignements points d'injection ; la 
température élevée étant un symptôme retrouvé dans tous les cas) 

La durée de la phase symptomatique, pour ces patients, a été de 5 à 13 jours quelle que 

soit l'issue de la maladie (certains patients ont cependant connu des périodes plus longues, 

comme l'infirmière de Johannesburg, qui a présenté des symptômes pendant 3 semaines avant 

de succomber). Cette épidémie ne se distingue pas des 2 précédentes sur le plan clinique, avec 

systématiquement une température élevée, et très souvent des vomissements, diarrhées, 

hyperémie conjonctivale, asthénie, céphalées, myalgies/arthralgies, gingivorragies et mélénas. 

D'autres signes - hématémèse, épistaxis, saignements aux points d'injection, toux et maux de 
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gorge- sont observés chez certains patients fatalement infectés tandis qu'un des survivants a 

présenté une hémoptysie. Plusieurs enfants en bas-âge (2 sont figurés ici) infectés lors de cette 

épidémie se sont avérés très sensibles à l'infection, évoluant toujours vers la mort en quelques 

jours avec un tableau clinique apparemment peu sévère. A l'exception de ces cas extrêmes et à 

l'instar de l'épidémie de Mayibout, l'âge et le sexe n'influent apparemment pas sur l'issue de la 

maladie ou le tableau clinique. De même, la pathogénie du virus Ebola ne semble pas avoir 

évolué au fil des nombreux passages, le tableau clinique demeurant similaire pour les décédés 

et survivants, et la mortalité restant la même jusqu'à la fin de l'épidémie. Enfin, l'issue de la 

maladie ne semble pas liée à la contamination auprès d'un patient particulier. En effet, 

plusieurs exemples de familles entières infectées par la même personne présentaient les 2 

types d'évolution à l'infection par le virus Ebo-Z. 

2. Le diagnostic. 

Bien que d'autres équipes (Institut Pasteur, Paris ; CDC, Atlanta) aient également 

fourni, de façon ponctuelle, des résultats biologiques au Comité International de Lutte contre 

les Fièvres Hémorragiques, chargé sur place du contrôle des épidémies, le CIRMF a contribué 

de façon majeure à la confirmation biologique de nombreux cas lors de ces épidémies. Les 

techniques appliquées ont alors été la détection d'Ag circulants, et de celle de l'ARN viral 

dans les PBMC par RT-PCR (cf chapitre ll-2) à partir de l'épidémie de Booué, pour le 

diagnostic des FHV à virus Ebo-Z chez les patients en phase symptomatique, tandis que la 

détection des IgG spécifiques était utilisée en complément des 2 techniques précédentes (le 

diagnostic par PCR n'étant pas validé à ce moment, la détection d'Ag était alors la méthode de 

référence). Des problèmes de réactifs (lot d'Ag Ebo-Z) ayant rendu inutilisable le test de 

détection des IgM spécifiques du virus Ebo-Z et le CIRMF ne pouvant pas encore en produire 

à ce moment, cette technique n'a été utilisée que partiellement, lors de l'épidémie de 

Mayibout. 

Après avoir diagnostiqué les premiers cas de ces 2 épidémies, le CIRMF est 

régulièrement intervenu, par la suite, afin de confirmer, chez des patients présentant des 

symptômes de FHV, l'infection par le virus Ebo-Z. Le travail sur le terrain a également permis 
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de prélever les patients en phase symptomatique, mais aussi les survivants après les 

symptômes ainsi que les personnes ayant eu des contacts très proches avec des malades. 

Au cours de l'épidémie de Mayibout, les patients ont été prélevés 1 fois pendant la 

phase symptomatique (3-6 jours après l'apparition des symptômes) et 1 ou 2 autres fois 8 et 30 

jours après (début de la convalescence) pour les survivants. Par contre, lors de l'épidémie de 

Booué, les patients ont pour certains été prélevés jusqu'à 3 fois pendant la phase 

symptomatique et 2 fois pendant la proche convalescence pour les survivants. Cependant, 

pour d'autres malades, 1 seul prélèvement n'a pû être effectué, le plus souvent en phase 

symptomatique (Cf Matériel et méthodes). 

Par ailleurs, de nombreux prélèvements de patients présentant des signes suspects 

(fièvre et diarrhée sanglante) nous ont été adressés de temps en temps par les autorités 

sanitaires, à des fins de diagnostic. Cependant, aucun de ces prélèvements testés en dehors 

d'un cadre épidémique n'a présenté d'évidence de l'implication d'Ebo-Z, l'étiologie étant le 

plus souvent bactérienne. 
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Il. PARAMETRES VIROLOGIQUES AU COURS DE L'INFECTION PAR LE 

VIRUS EBO-Z (SOUCHE GABON). 

1. L' antigénémie circulante, similitudes entre les patients au début de 

la phase symptomatique et corrélation à la phase clinique de la 

maladie. 

Les Ag circulants du virus Ebo-Z ont été titrés dans les plasmas de patients, provenant 

des épidémies de Mayibout et Booué, prélevés pendant la phase symptomatique et également 

la proche convalescence chez les survivants. Les résultats sont présentés dans la figure 12. La 

Figure 12. Cinétique des Ag circulants chez les patients de 
Mayibout et Booué. La ligne verticale pointillée figure le 
moment de la mort ou de la disparition des symptômes chez 
les survivants. Les moyennes ± l'écart type (ET) des valeurs 
individuelles (titre d'Ag) sont représentées en fonction du 
nombre de jours avant la mort pour les décédés ( e) (8 ± 1 
jours, n=3; 5 ± 1, n=5; 3 ± 1, n=6; 1 ± 0,5, n=6) et, pour les 
survivants (0), en fonction de la phase symptomatique (2 ± 
1 jours après l'apparition des symptômes, n=6 ; 5 ± 1, n=5 ; 
8 ± 1, n=4) et de la convalescence (1-5 jours après la 
disparition des symptômes, n=5 ; 7-12, n=5 ; 3 semaines, 
n=5). Les titres d'Ag correspondent à la dernière dilution du 
plasma présentant une valeur supérieure à la moyenne des 
valeurs de 10 plasmas négatifs ± 2 ET. 
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charge antigénique plasmatique est élevée et équivalente chez les décédés (titre 111730 ± 850) 

et les survivants (titre 1/1600 ± 800) les premiers jours de la maladie (1-3 jours après les 

symptômes). Par la suite, les titres augmentent pour atteindre un plateau très élevé ( 114096 ± 

1000) 3-4 jours avant la mort. 

Par contre, malgré une légère augmentation 4-6 jours après les symptômes (1/1960 ± 

800), la quantité d'Ag circulants présents dans le plasma des survivants chute 

considérablement 7-9 jours après les symptômes (11250 ± 225) (correspondant aux derniers 

jours de la maladie) et devient presque nulle 1-5 jours après les symptômes (1/2 ± 1). Ainsi, la 

charge antigénique circulante et les symptômes disparaissent simultanément chez les 

survivants. Bien que le manque de précision quant à la date de l'apparition des symptômes 

(cas d'un prélèvement de survivant) et l'altération de l'échantillon (3 cas décédés) aient 

empêché l'exploitation de ces prélèvements, quelques patients (contacts de malades à ce 
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moment), prélevés pendant la période d'incubation, ne présentaient pas d'Ag circulants 

(résultats non présentés). L'ensemble de ces résultats suggère une corrélation entre la 

survenue des symptômes et la présence d'Ag viraux dans la circulation. 

2. Détection de l'ARN viral dans les PBMC de patients. 

Une technique de RT -PCR a été mise au point dans le but d'amplifier un fragment du 

génome du virus Ebo-Z à partir de PBMC ou de sérum (résultats non présentés) de patients 

infectés. Elle consiste à amplifier un fragment de 420 paires de base (pb) du gène L 

(polymérase) en utilisant un couple d'amorces dont les séquences nous ont été communiquées 

par A. Sanchez (CDC, (54)). La spécificité du fragment amplifié a été confirmée par 

hybridation 'froide' avec une sonde spécifique du gène L d'Ebo-Z et par le séquençage du 

produit de PCR chez 3 patients montrant 97% d'homologie avec la séquence d'Ebo-Z 

(Mayinga) (EM Leroy, S Baize et al, soumis). Comme nous n'avons obtenu que du sérum et 

des culots sanguins pendant la phase symptomatique des patients de Mayibout, l'amplification 

du fragment a été réalisée, dans ce cas particulier, à partir d'ARN extrait de culots sanguins. 

Le fragment est détecté chez la plupart des décédés (5/6) et certains survivants (3/6) (figure 

13). 

Témoins Survivants Décédés 
. . 

><·~· .... ''L------l - - - --1 kr·~ . ".~{~4:~~·~< '' . .: .. :. :Il--. ·•· . 
1 2 3 4 5 2 3 4 5 6 2 3 4 5 6 

Figure 13. Amplification par RT-PCR d'un fragment de 420 pb du gène L chez les patients de Mayibout. L'ARN 
provient, pour les témoins négatifs et les patients de Mayibout, de culots sanguins. Cinq témoins endémiques, 6 survivants 
(prélevés pendant la phase symptomatique), et 6 décédés de l'épidémie de Mayibout sont figurés. 

Par contre, les résultats présentés dans la figure 14 proviennent de PBMC de patients 

de Booué, et pour 4 d'entre eux, de l'épidémie de Mekouka. La RT -PCR semble très 

spécifique, puisqu'aucun témoin négatif (n=lO) n'est amplifié (figure 14a). Le fragment de 

420 pb spécifique du gène Lest détecté chez tous les survivants en phase symptomatique (l'un 

d'eux présentant néanmoins un signal très faible), et chez 2/3 en convalescence. Le fragment 

est également retrouvé chez tous les décédés, y compris le premier jour de la maladie, avec 

une forte intensité. Dans le but d'augmenter la sensibilité de cette technique, une 2ème PCR a 
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Témoins Survivants 

a 

b 
2 3 4 5 2 3 4 5 6 7 8 9 10 2345 67 8 

Figure 14. Amplification du gène L chez les patients de Booué. L'ARN provient de PBMC. Cinq témoins endémiques sont 
présentés (10 testés), ainsi que 7 survivants en phase symptomatique (Booué, no 1-5 ; Mekouka, no 6-7) et 3 en 
convalescence, (8, 2 jours après la disparition des symptômes; 9, 5 jours après et 10, 15 jours après) et 8 patients décédés en 
phase symptomatique (1-2, patients de Mekouka; 3-8, patients de Booué. a, première amplification (fragment de 420 pb). b, 
amplification d'un fragment de 298 pb à partir des produits de première PCR. 

été réalisée à partir des produits de la première PCR en utilisant des amorces déterminées à 

partir de la séquence de l'amplicon (EM Leroy, S Baize et al, soumis) (figure 14b). Des 

signaux de forte intensité sont détectés chez tous les survivants, en phase symptomatique et de 

convalescence, et bien sûr tous les décédés. Toutefois, la spécificité ne souffre pas de ce gain 

de sensibilité, puisqu'aucun des témoins négatifs n'est amplifié. 

Cette technique de RT-PCR a été appliquée au diagnostic des FHV à virus Ebo-Z lors 

de l'épidémie de Booué, parallèlement à la détection des Ag circulants, mais également lors 

des dépistages de cas suspects sporadiques. La validation de ce nouvel outil de diagnostic des 

FHV à virus Ebola et sa comparaison par rapport aux méthodes de références (Ag-capture, 

IgM, IgG) a fait l'objet d'une publication (E.M. Leroy, S. Baize et al, sous presse). 

3. Phylogénie et comparaison des différentes souches Gabonaises de 

virus Ebola. 

Les isolements viraux réalisés au CIRMF, mais également au CDC et à l'Institut 

Pasteur de Paris, par inoculation de cellules V éro E6 en culture à partir de sérums de patients 

décédés ont permis la caractérisation moléculaire des différentes souches Gabonaises de virus 

Ebola. Cependant, il semble que l'isolement viral à partir de sérums de survivants en phase 

symptomatique soit plus délicat, les tentatives d'inoculation de cellules Véro E6 (un seul 

passage n'a pu être fait) que nous avons effectuées n'ayant pas permis l'isolement d'une 

souche. Cependant, ces résultats étant préliminaires - l'isolateur n'a en effet pu être utilisé 

qu'un court laps de temps, ils ne sont pas présentés. 

Réalisée en collaboration avec le CDC, l'étude du gène de la GP des souches de virus 

Ebola provenant de patients décédés des 3 épidémies gabonaises a permis de placer ces 
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souches parmi le sous-type Zaïre, leurs divergences par rapport à ce dernier étant négligeables 

- 23 nucléotides par rapport à la souche provenant de Kikwit, RDC, 1995 ; et 38 avec 

Yambuku, RDC, 1976 (17). Les souches provenant des épidémies gabonaises présentent 

toutes des différences, qui bien que légères ( 4 nucléotides différents entre Mekouka et 

Mayibout, et encore 4 entre cette dernière et Booué), suffisent à confirmer que ces 3 

épidémies sont bien distinctes. De plus, aucune différence n'est notée dans la région la plus 

variable de la GP (783 pb) entre les souches provenant d'une même épidémie, même après de 

nombreux passages. La séquence du virus de l'épidémie de Booué est en effet identique entre 

la souche provenant de l'infirmière décédée en Afrique du Sud (5-8ème passage) et celle de 2 

autres patients décédés (5-6ème passage), ces souches s'étant séparées sur le plan évolutif 

depuis le 2ème passage (17). 

De même, le séquençage d'un fragment du gène L ( 156 pb) de virus provenant des 

épidémies de Mekouka et de Booué n'a mis en évidence qu'une seule mutation entre ces 

souches distantes de 18 mois (233). De même, l'étude du gène de la VP24, à partir du produit 

de l'amplification par RT-PCR de ce gène, chez 4 décédés et 4 survivants des épidémies de 

Mayibout et Booué n'a mis en évidence aucune différence de séquence entre ces patients 

tandis que 8 mutations ne conduisant à aucun changement d'acide aminé sont observées par 

rapport à Ebo-Z (Yambuku, 1976) et une seule par rapport à la Ebo-Z (Mekouka, 1994). 

L'ensemble de ces résultats confirme donc l'extrême stabilité génétique du virus Ebo-Z 

(Gabon), entre les épidémies, mais plus particulièrement au cours d'une même épidémie. 
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Ill. LA REPONSE HUMORALE AU COURS DE L'INFECTION PAR LE VIRUS 

EBO-Z. 

L'analyse de la réponse humorale chez les patients infectés au cours des épidémies de 

Mayibout et Booué a été réalisée en utilisant des Ag (généreusement fournis par P.E. Rollin, 

Special Pathogen Branch, CDC, Atlanta, USA et V.E. Volchkov, Marburg, Allemagne) pour 

les ELISA et Western Blots, respectivement) provenant d'une souche Zaïre 76 (Mayinga), car 

les Ag provenant de la souche Gabon (préparés par le CDC) n'étaient pas disponibles en 

quantité suffisante à ce moment. 

1. Une réponse humorale défectueuse au cours de l'infection fatale. 

Analyse des réponses IgM et IgG spécifiques par ELISA. 

Les IgM et IgG spécifiques du virus Ebo-Z ont été recherchées dans les sérums de 

patients fatalement infectés au cours de la phase symptomatique et les cinétiques de ces 

réponses sont présentées dans la figure 15. Les IgM spécifiques apparaissent entre 6 et 2 jours 

Figure 15. Analyse par ELISA de la réponse IgM et IgG 
spécifiques du virus Ebo-Z au cours de l'infection fatale. 
Les moyennes ± ET des valeurs individuelles (titre d'Ac 
spécifiques) sont représentées en fonction du nombre de 
jours avant la mort pour les lgM ( 0) (3 patients de Booué ; 
8 ± 1 jours, 4 ± 2, et 1 ± 0,5) ainsi que pour les IgG ( e ), les 
patients provenant des épidémies de Mayibout et Booué (8 
± 1 jours, n=3 ; 5 ± 1, n=5 ; 3 ± 1, n=6; 1 ± 0,5, n=6). Les 
titres d'Ac sont déterminés de la même façon que pour la 
figure 12, et les plasmas sont évalués à partir d'une dilution 
de 1:100. 
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avant la mort, mais les taux demeurent faibles et tendent même à diminuer la veille du décès. 

Cette réponse est de plus irrégulière, puisque seul un tiers de ces patients possèdent des IgM 

spécifiques au moment de la mort. 

La réponse IgG spécifique du virus Ebo-Z est quant à elle totalement absente chez les 

patients fatalement infectés, aucune réponse IgG n'est en effet détectée jusqu'au moment du 
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décès. Seul un patient de Mayibout de 70 ans ayant présenté une phase symptomatique 

anormalement longue de près d'un mois présentait 5 jours avant sa mort une faible positivité 

(non significative) en IgG spécifiques (11100, résultat non présenté). Cependant, l'âge et la 

durée de la maladie, mais également l'absence de données concernant la contamination de ce 

patient (qui est l'un des 2 cas primaires de l'épidémie de Mayibout dont la contamination ne 

peut être reliée au chimpanzé infecté) ont conduit à l'exclure de l'étude. Cet exemple confirme 

d'ailleurs l'absence de production d'IgG spécifiques chez les patients décédés, puisque ce 

prélèvement qui ne présente que des taux très faibles et non significatifs d'IgG, a été obtenu 3 

semaines après l'apparition des symptômes, laissant ainsi au patient plusieurs semaines après 

le contact pour produire des Ac. 

Ces résultats indiquent que la réponse humorale ne semble pas se mettre en place de 

façon effective chez les patients décédés. En effet, en dépit d'une réponse IgM, faible et 

irrégulière, aucune réponse IgG n'est détectée au cours de l'infection fatale par le virus Ebo-Z. 

Confirmation de l'absence d'IgG spécifiques du virus Ebo-Z par western blot. 

Afin de confirmer l'absence d'IgG spécifiques au cours de l'infection fatale, l'analyse 

de la réponse IgG par western blot a été réalisée. Un surnageant de culture primaire d'une 

souche provenant d'un patient de Booué a d'abord été utilisé comme source d'Ag, mais le 

faible contenu antigénique de ce surnageant et le type de réaction enzymatique utilisé à ce 

moment a rendu ce test très peu sensible. Ces résultats, qui présentent néanmoins l'intérêt de 

l'homologie antigénique sont présentés dans la figure 16. 

Figure 16. Analyse de la réponse lgG par western 
blot chez les patients décédés. Un surnageant de 
culture primaire de cellules V éro E6, inoculées par 
le plasma d'un patient de Booué, a été séparé par 
SDS-PAGE 9% en condition non-dénaturante. Les 
IgG spécifiques ont été recherchées dans les 
plasmas, dilués au 1!25èrne, de 10 témoins 
endémiques (4 sont représentés) et de 10 décédés. 
Le témoin positif(+) est une ascite de souris anti­
Ebo-Z diluée au 1/IOOOèrne. Les positions de la NP, 
VP40, 35, 30 et 24 sont indiquées par des flèches. 

Témoins Décédés 

En dépit d'un très faible facteur de dilution des sérums (l/25ème), aucune bande spécifique 

d'un Ag viral n'est détectée chez les patients décédés (n=lO), contrairement à une ascite de 
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souris immunisée contre Ebo-Z et diluée au 1/lOOOème, qui reconnaît principalement la NP et 

la VP40, mais également d'autres protéines qui semblent être la VP35, 30 et 24. 

Dans le but d'obtenir une plus grande sensibilité de détection des IgG spécifiques, des 

Ag de virus Ebo-Z (Mayinga) purifiés (généreusement fournis par V.E. Volchkov) ont été 

utilisés, ainsi qu'un système de révélation par chemiluminescence, permettant une détection 

bien plus fine des IgG spécifiques (figure 17). Cependant, l'augmentation de la sensibilité du 

Figure 1 7. Analyse de la réponse lgG par western blot 
chez les patients décédés. Une préparation purifiée et 
concentrée de virus Ebo-Z (Mayinga) (généreusement 
fournie par V.E. Volchkov) a été séparée par SDS-PAGE 
10% en condition dénaturante. Les IgG spécifiques ont été 
recherchées dans les plasmas, dilués au 1/lOOOème, de 10 
témoins endémiques et de 10 décédés (4 sont représentés). 
Le témoin positif(+) est un plasma de survivant (prélevé 
après les symptômes) dilué au 1/lOOOème. Les positions de 
la NP, VP40 et VP35 sont indiquées par des flèches. 

Témoins Décédés + 

~VP40 

~VP35 

test (le sérum humain utilisé comme témoin positif est dilué au 111 oooème) ne permet pas la 

détection d'lgG spécifiques chez les patients fatalement infectés (n=lO). Les plasmas de ces 

patients ont été testés à des dilutions plus faibles Uusqu'à 111 ooème), mais aucun signal 

spécifique n'est détecté à l'exception d'un fort bruit de fond (résultats non présentés). 

Ainsi, l'ensemble de ces résultats indique que la réponse humorale est sévèrement 

altérée au cours de l'infection fatale. En effet, seul un tiers des patients produisent des lgM et 

aucune réponse IgG spécifique du virus Ebo-Z n'est détectée avant la mort. 

2. Une réponse humorale précoce associée à la guérison. 

Analyse des réponses IgM et IgG spécifiques par ELISA. 

Les réponses IgM et IgG spécifiques du virus Ebo-Z ont été étudiées chez les patients 

survivants depuis le début de la phase symptomatique jusqu'à un mois après l'apparition des 

symptômes (figure 18). Contrairement aux patients décédés, des IgM et des IgG spécifiques 

du virus Ebo-Z sont détectées dans tous les prélèvements de patients survivants. Ainsi, dès le 

début de la phase symptomatique (2-3 jours après l'apparition des symptômes), des taux 
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Figure 18. Analyse par ELISA des réponses IgM et IgG 
spécifiques du virus Ebo-Z au cours de l'infection non­
fatale. Les moyennes ± ET des valeurs individuelles (titre 
d'Ac spécifiques) sont représentées en fonction du nombre de 
jours après l'apparition des symptômes pour les IgM (0) 
(patients de Booué; 2 ± 1 jours, n=3, 5 ± 2, n=4), et 1-5 jours 
après la disparition des symptômes (n=3). Les IgG 
spécifiques ( e) ont été détectées chez des patients provenant 
des épidémies de Mayibout et Booué prélevés pendant la 
phase symptomatique (2 ± 1 jours après l'apparition des 
symptômes, n=6 ; 5 ± 1, n=5 ; 8 ± 1, n=4), et après la 
disparition des symptômes (1-5 jours après, n=5 ; 7-12 jours, 
n=5 ; 21 jours, n=5). 
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élevés d'IgM spécifiques sont détectés, tandis que les titres d'IgG sont à ce moment compris 

entre 1/IOOème (titre le plus faible, plasma obtenu 3 jours après l'apparition des symptômes) et 

1/3200ème. De même, pour les survivants de Mayibout infectés par le chimpanzé, les 

prélèvements les plus précoces dont nous disposons présentent des titres d'IgG compris entre 

1!500ème et l/6400ème, et ont été obtenus 12 jours après l'infection (3 et 6 jours après 

l'apparition des symptômes). 

Les titres d'IgM sont très élevés 4-6 jours après l'apparition des symptômes (le plateau 

est lié à la dernière dilution testée) ; les taux d'IgG spécifiques augmentant quant à eux tout au 

long de la phase symptomatique pour atteindre ces valeurs juste après la disparition des 

symptômes (1-5 jours après). La réponse IgM n'a pû être testée sur les prélèvements les plus 

tardifs (3 semaines après l'apparition des symptômes), mais les IgG spécifiques sont toujours 

détectées en grandes quantités (figure 18). 

Analyse des isotypes d'IgG spécifiques par ELISA. 

Afin de déterminer quels isotypes d'IgG sont produits chez les survivants au cours de 

l'infection par le virus Ebo-Z, les titres d'Ac de chaque isotype d'IgG ont été mesurés chez les 

survivants pendant la phase symptomatique et la convalescence. Pendant la phase 

symptomatique, la réponse IgG spécifique des survivants est composée d'IgG1 et plus 

particulièrement d'IgG3, tandis que des IgG2 spécifiques sont détectées à un faible taux (non 

significatif) et les IgG4 absentes (figure 19). Pendant la convalescence (7-21 jours après la 

disparition des symptômes), les taux d'IgG1 spécifiques d'Ebo-Z augmentent tandis que les 

IgG3 sont maintenues à la même concentration. Des Ac IgG2 sont à ce stade détectés de façon 
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Figure 19. Analyse des isotypes d'IgG impliqués dans la 
réponse humorale des survivants. La présence d'IgGl, 
IgG2, IgG3 et IgG4 a été détectée par ELISA dans les 
plasmas de 6 survivants, prélevés pendant la phase ~ 
symptomatique (barres grises) et la convalescence (barres 
noires). Aucun sérum spécifique de référence n'étant ~ 
disponible pour les différents isotypes, il n'est pas possible "0 
de comparer les densités optiques (D.O.) obtenues pour ,.S 
chaque isotype entre elles, c'est pourquoi les résultats sont 
représentés sous forne d'index d'Ac (moyenne D.O. Ag 
Ebo-Z 1 (moyenne+ 2 ET D.O. Ag Véro) ±ET. (*)et(**) 
indiquent une différence significative, (p<0,05) et (p<O,Ol) 
respectivement, entre le signal spécifique et le bruit de 
fond. Aucune réponse IgG4 spécifique n'a été détectée 
chez ces patients (résultats non présentés). 
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significative, cependant à des taux plus modestes. Les IgG4 n'apparaissent toujours pas, 

suggérant que cet isotype n'est pas impliqué dans la réponse humorale des survivants des FHV 

à virus Ebo-Z. 

Analyse des Ag reconnus par les IgG par western blot. 

L'utilisation d'Ag provenant de la souche Gabon, en dépit des faibles signaux, a permis 

de mettre en évidence une affinité préférentielle des Ac pour la NP et la VP40 (figure 20). En 

Figure 20. Analyse de la réponse IgG Ctrl 
spécifique de la souche Gabon par 
western blot chez les survivants. Un 
surnageant de culture primaire, inoculé par 
le plasma d'un patient de Booué, a été 
séparé par SDS-PAGE 9% en condition 
non-dénaturante. Les plasmas sont dilués 
au 1/25ème. Deux témoins endémiques 
(Ctrl) (10 testés) et 7 survivants, pendant 
la phase symptomatique et 2-8 jours après 
les symptômes, sont représentés. Le 
contrôle positif ( +) est une ascite de souris 
anti-Ebo-Z diluée au 1/lOOOème. Les 
positions de la NP, VP40, 35, 30 et 24 sont 
indiquées par des flèches. 
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effet, tous les survivants présentent des IgG spécifiques de la NP dès le début de la phase 

symptomatique, tandis que les Ac anti VP40 sont retrouvés chez certains survivants (317) 

pendant les symptômes et la convalescence (517). Cependant, la sensibilité de détection étant 

très faible, il est possible que certains Ac dirigés contre d'autres protéines virales ne soient pas 

détectés. 

L'utilisation d'Ag Ebo-Z (Mayinga) purifiés et de la chemiluminescence a confirmé 

l'immunogénicité préférentielle de la NP (figure 21), reconnue précocement au cours de la 

maladie (dès 3 jours après l'apparition des symptômes) chez tous les survivants. Des IgG 
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spécifiques de la VP40 sont également présentes chez certains survivants (2/6) (le 3ème plasma 

contenant des Ac anti VP40 dans la figure 19 étant épuisé, il n'a pû être testé contre Ebo-Z 

Mayinga) dès la phase symptomatique et sont détectées dans tous les cas après la disparition 

des symptômes. De plus, l'augmentation de la sensibilité de détection permet la mise en 

Figure 21. Détection des lgG spécifiques de 
la souche Mayinga chez les survivants par 
western blot. Une préparation purifiée et 
concentrée de virus Ebo-Z (Mayinga) a été 
séparé par SDS-PAGE 10% en condition 
dénaturante. Les IgG spécifiques ont été 
détectées dans les plasmas, dilués au 
1/lOOOème, de 10 témoins endémiques (2 sont 
représentés), de 6 survivants pendant la phase 
symptomatique et 2-8 jours après la 
disparition des symptômes (5 patients). Les 
positions de la NP, VP40 et VP35 sont 
indiquées par des flèches. 
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Survivants 
Convalescence 

NP 

VP40 
VP35 

évidence d'IgG spécifiques de la VP35 après la disparition des symptômes chez tous les 

survivants, les signaux étant faibles chez la plupart (5/6). Par contre, aucune réponse IgG 

spécifique de la GP (140 kDa), de la GPs (70 kDa), de la VP30 et 24 ne sont détectées chez 

ces patients. 

Ainsi, la réponse humorale des patients ayant survécu à l'infection par le virus Ebo-Z 

est caractérisée par l'apparition précoce, dès les premiers jours de la phase symptomatique 

d'lgG spécifiques de la NP, puis de la VP40 et enfin, de la VP35, aucune autre protéine virale 

ne semblant être reconnue par les Ac. 
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IV. LA REPONSE INFLAMMATOIRE AU COURS DE L'INFECTION PAR LE 

VIRUS EBo-Z. 

Le rôle apparemment crucial de la réponse inflammatoire dans le contrôle de 

l'infection dans les modèles cobayes (cf Introduction, chapitre IV-2, p86-87), mais également 

son importance dans l'initiation et la régulation de la réponse immune nous ont conduits à 

étudier certains paramètres de la réponse inflammatoire chez les patients infectés par le virus 

Ebo-Z. 

1. Une réponse inflammatoire défectueuse associée à l'infection fatale. 

Dosage de cytokines pro-inflammatoires, de leurs antagonistes et récepteurs 

solubles. 

Les taux de plusieurs cytokines pro-inflammatoires - IFNa, IL-12, lL-1~, tumor 

necrosis factor alpha (TNFa) et IL-6 et de leurs antagonistes ou récepteurs solubles - IL-l 
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Figure 22. Détection de cytokines pro-inflammatoires, 
de leurs antagonistes et récepteurs solubles chez les 
patients fatalement infectés. Les taux d'IL-l~. TNFa, IL-
6, (e) et d'IL-IRA, TNF-RI, siL-6R (0) et TNF-RII 
(cercles gris) ont été mesurés dans les plasmas de patients 
de Mayibout et Booué prélevés à différents moments de la 
phase symptomatique (8 jours avant le décès, n=l ; 5 
jours, n=2; 4 jours, n=3 ; 2 jours, n=4; 0,5-1 jour, n=4). 
Moyenne des témoins endémiques (n=10, résultats non 
présentés): IL-l~, <10 pg/ml ; TNFa, <10 pg/ml ; IL-6, 
<10 pg/ml ; IL-IRA, 1,6 ng/ml ; sTNF-RI, 1,8 ng/ml ; 
sTNF-RII, 5 ng/ml ; siL-6R, 20 ng/ml. 

receptor antagonist (lL-lRA), récepteurs solubles I et il au TNFa (sTNF-RI/ll) et récepteur 

soluble à l'IL-6 (siL-6R) - ont été mesurés dans les plasmas de patients fatalement infectés 

par Ebo-Z à différents moments de la phase symptomatique (figure 22). L'IFNa et l'IL-12 ne 
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sont retrouvés chez aucun patient, décédé ou témoin (résultats non présentés). L'IL-l~ n'est 

détectée à aucun moment de la maladie chez ces patients, mais des taux croissants et très 

élevés d'IL-RA apparaissent néanmoins 5 jours avant la mort (figure 22a). Des quantités 

croissantes de TNFa et de ses 2 récepteurs solubles sont mesurées au même moment (figure 

22b). Cependant, les taux de TNFa enregistrés le dernier jour avant le décès sont relativement 

faibles (environ 150 ± 70 pg/ml) par rapport à ceux des récepteurs solubles, ces derniers 

présentant des concentrations pondérales plus élevées d'un facteur 100 (sTNF-RI: 18 ± 9 

ng/ml ; sTNF-RII: 23 ± 7 ng/ml). L'IL-6 apparaît également au cours de la phase 

symptomatique pour atteindre des valeurs modestes au moment de la mort (200 ± 31 pg/ml) 

(figure 22c). Son récepteur soluble présente quant à lui des concentrations un peu plus élevées 

(environ 2 fois) que les témoins endémiques, mais qui demeurent constantes au cours de la 

maladie. Aucune réponse inflammatoire précoce n'est donc observée au cours de l'infection 

fatale, seuls certains médiateurs et récepteurs solubles apparaissant dans les stades terminaux. 

Détection de chemokines au cours de l'infection fatale. 

Les chemokines macrophage inflammatory protein-1 (MIP-1) a et ~. IL-8, ainsi que 

macrophage chemotactic factor-1 (MCP-1) et RANTES ont été dosées au cours de l'infection 

fatale. L'IL-8 n'est jamais détectée chez les patients (résultats non présentés) tandis que les 

concentrations de RANTES (55 ± 15 ng/ml) ne sont pas significativement différentes de 

celles observées chez les témoins endémiques ( 40 ± 

12 ng/ml, n=lO) (patients de Mayibout, résultats 

non présentés). MCP-1 n'a pû être dosée que chez 6 

décédés de Mayibout en phase symptomatique, qui 

présentent des concentrations très élevées (6,7 ± 3,2 

ng/ml) par rapport aux témoins endémiques (0,12 ± 

0,05 ng/ml, n=lO) (résultats non présentés). Par 

contre, les taux des chemokines MIP-la et ~ 

(respectivement 0,3 et 0,9 ng/ml) observés chez les 

patients fatalement infectés de Mayibout et Booué 
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Figure 23. Production de MIP-lcx/~ au cours de 
l'infection fatale. Les taux de MIP-la (e) et de 
MIP-1~ (0) ont été mesurés dans les plasmas de 
patients décédés (Cf figure 22 pour les détails). 
Moyenne des témoins endémiques (n=lO): MIP­
la, 0,2 ng/ml; MIP-1~, 0,93 ng/ml. 

ne sont pas significativement différents de ceux des témoins endémiques (figure 23). 
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Dosage des dérivés du monoxyde d'azote, de la néoptérine et d'une protéine de 

phase aiguë. 

La teneur en nitrites, métabolite stable du NO- permettant d'évaluer la production in 

vivo de ce dernier, a été mesurée au cours de l'infection fatale (figure 24a). Les taux de nitrites 

sont légèrement supérieurs, mais constants, à ceux des témoins endémiques (2-3 fois plus) 

a 

200 

~ 
'-' 100 
~ 

-8 -6 -4 -2 0 
Jours avant le décès 

b 

~ 150 
~ 
5100 
Cl) 

·ê 50 
~ 
•Cl) 0 z 

-8 -6 -4 -2 0 
Jours avant le décès 

c 

~ 600 
c: 
'-' 

~ 300 

0 ...J..-,,--.-----r-,-:::'--, 

-8 -6 -4 -2 0 
Jours avant le décès 

Figure 24. Détection du No·, de la néoptérine et de la SAA chez les patients fatalement infectés. Les nitrites, la 
néoptérine et la SAA ont été mesurés dans les plasmas de patients de Mayibout et Booué (Cf figure 22 pour les détails). Les 
moyennes des témoins endémiques (n=lO) sont: N~:r, 20 ± 12 jlM, néoptérine, 2,2 ± 0,3 ng/ml et SAA, < 20 pg/ml. 

tout au long de la phase symptomatique pour atteindre des valeurs élevées 1-2 jours avant la 

mort. Les concentrations de néoptérine augmentent quant à elles régulièrement au cours de la 

maladie et sont très élevées la veille du décès (figure 24b). Par contre, la sérum amyloid A 

(SAA), protéine de phase aiguë, est détectée en grande quantité 4-6 jours avant le décès, mais 

les taux diminuent par la suite pour retrouver des valeurs normales dans les stades terminaux 

(figure 24c). 

Une production élevée de molécules anti-inflammatoires. 

Plusieurs molécules connues pour leurs propriétés anti-inflammatoires ont été dosées 

au cours de l'infection fatale. L'll...,- 13 n'est détectée dans les plasmas d'aucun patient ou 

témoin endémique de Mayibout (résultats non présentés). Par contre, ces patients présentent 

des taux de TGF~ supérieurs à ceux des témoins endémiques (47,1 ± 16,9 ng/ml, n=7 et 22,8 
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Figure 25. Détection du TGFJ3 et du 
cortisol chez les patients fatalement 
infectés. a, le TGFJ3 a été mesuré dans 
les plasmas de patients (Ebo, n=7) et 
témoins endémiques (Ctl, n=lO) de 
Mayibout. b, le cortisol a été dosé 
dans les plasmas de patients de 
Mayibout et Booué sur un automate 
VIDAS® (Cf figure 22 pour les détails). 

-8 -6 -4 -2 0 Moyenne des témoins (n=lO) pour le 
Jours avant le décès cortisol, 92 ± 44 ng/ml). 
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± 8,7 ng/ml, n=5 ; p<0,05) au cours de la phase symptomatique (figure 25a). Le cortisol est 

détecté dans les plasmas de patients fatalement infectés de Mayibout et Booué à des taux très 

élevés (plus de 300 ng/ml) 4-6 jours avant le décès et ces concentrations se maintiennent 

jusqu'à la mort (figure 25b). 

La production d'IL-l 0 chez les patients décédés a été évaluée non seulement par le 

dosage de la cytokine dans le plasma, mais également par la détection de l'ARNm dans les 

PBMC par RT -PCR (figure 26). L'ARNm codant pour l'IL-lü est détecté à partir du premier 
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Figure 26. Détection de l'IL-10 au cours de l'infection fatale. a, les 
ARNm spécifiques de la~ actine et de l'IL-10 ont été amplifiés par RT-PCR 
à partir de PBMC de témoins endémiques (n=lO, 2 présentés) et de patients 
de Booué en phase symptomatique, figurés en fonction du nombre de jours 
avant le décès. b, l'IL-10 a été dosée dans le plasma de patients de Mayibout 
et Booué (cf figure 22 pour les détails) en phase symptomatique. Moyenne 
des témoins endémiques (n=lO) < 20 pg/ml. 
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jour de la phase symptomatique (8 jours avant le décès), d'abord faiblement, le signal 

augmentant par la suite jusque 3-4 jours avant la mort pour s'atténuer 2 jours avant et 

disparaître la veille de la mort (figure 26a). Tandis que les concentrations d'IL-lü sont faibles 

le premier jour des symptômes (50 pg/ml), de très grandes quantités de cette cytokine 

(environ 1 ng/ml) apparaissent à partir de 4-6 jours avant et jusqu'à la mort des patients 

(figure 26b ). 

2. Réponse inflammatoire précoce et contrôle de l'infection. 

Une synthèse précoce de cytokines pro-inflammatoires. 

L'IFNa et l'IL-12, à l'instar de l'infection fatale, ne sont détectés chez les patients 

survivants ni pendant la phase symptomatique ni la convalescence (résultats non présentés). 

Par contre, des taux modestes, mais significatifs, d'IL-lB et de TNFa sont mesurés au début 

de la phase symptomatique (figure 27a et b). Les concentrations de ces cytokines diminuent 

pendant la 2ème moitié de la maladie, pour ne plus être détectées pendant la convalescence. 

Des concentrations croissantes des antagonistes ou récepteurs solubles respectifs -IL-IRA, 
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sTNF-RI/II - sont observées pendant la phase symptomatique, puis diminuent pendant la 

convalescence et retrouvent des valeurs normales une semaine après la disparition des 

symptômes. ll est intéressant de noter que les concentrations plasmatiques de ces antagonistes 
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Figure 27. Détection de cytokines pro-inflammatoires et 
de leurs antagonistes et récepteurs solubles chez les 
survivants. Les taux d'IL-l~, TNP a, IL-6, ( e) et d'IL­
IRA, sTNF-RI, siL-6R (0) et sTNF-RII (cercles gris) ont 
été mesurés dans les plasmas de patients de Mayibout et 
Booué prélevés à différents moments de la phase 
symptomatique (première moitié, n=7 ; 2ème, n=6) et de la 
convalescence (quelques jours après les symptômes, n=S ; 
1 semaine après, n=4). Moyenne des témoins endémiques 
(n=lO, résultats non présentés): IL-l~, <10 pg/ml; TNFa, 
<10 pg/ml ; IL-6, <10 pg/ml ; IL-IRA, 1,6 ng/ml ; sTNF­
RI, 1,8 ng/ml; sTNF-RII, 5 ng/ml; siL-6R, 20 ng/ml. 

ou récepteurs solubles sont nettement inférieures à celles observées au cours de l'infection 

fatale (IL-IRA, 3,8 ± 1,6 vs 13,8 ± 3,6 ng/ml; sTNF-RI, 6,3 ± 3,3 vs 18,1 ± 9 ng/ml; sTNF­

Rll, 16,3 ± 5,9 vs 22,0 ± 6,9 ng/ml). Des quantités notables d'IL-6 (0,5 ng/ml) sont 

enregistrées tout au long de la phase symptomatique, puis diminuent après la disparition des 

symptômes et l'IL-6 n'est plus détectée une semaine après (figure 27c). Les taux du récepteur 

soluble à l'IL-6 augmentent pendant la phase symptomatique, sont maximums quelques jours 

après la disparition des symptômes et enfin tendent vers des valeurs normales une semaine 

après. Ainsi, l'infection non fatale par le virus Ebo-Z est associé à une réponse inflammatoire 

précoce, suivie de la sécrétion d'antagoniste et de récepteurs solubles. 

Une production précoce de chemokines. 

L'IL-8 n'est jamais détectée chez les patients survivants (résultats non présentés). Des 

quantités de RANTES légèrement supérieures à celles des témoins (64,2 ± 15,9 ng/ml, 

témoins endémiques, 40 ± 12 ng/ml, non significatif) sont détectées chez les patients de 
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Mayibout en phase symptomatique. Les concentrations de MCP-1 chez ces patients sont par 

contre très élevées pendant les symptômes (10,7 ± 4,2 ng/ml ; témoins endémiques, 0,12 ± 

0,05 ng/ml) (résultats non présentés). Des concentrations élevées de MIP-1a, et plus 

particulièrement de MIP-1 ~ sont détectées au début 

de la phase symptomatique chez les patients 

survivants de Mayibout et Booué (figure 28), et 

diminuent à partir de la convalescence et de la 2ème 

moitié de la phase symptomatique, respectivement 

pour MIP-1 a et MIP-1 ~ ; pour ne plus être 

détectables dans la circulation une semaine après la 

disparition des symptômes. Ainsi, l'infection non-

fatale par le virus Ebo-Z est caractérisée par une 

production précoce de cytokines pro-inflammatoires 

et de chemokines. 

Symptômes Convalesc. 

Figure 28. Détection de MIP-la/13 chez les 
survivants. Les taux de MIP-la (e) et de MIP-
113 ( 0) ont été mesurés dans les plasmas de 
patients survivants (Cf figure 27 pour les 
détails). Moyenne des témoins endémiques 
(n=lO): MIP-la, 0,2 ng/rnl ; MIP-113 , 0,93 
ng/rnl. 

Dosage du monoxyde d'azote, de la néoptérine et de la SAA au cours de l'infection 

non-fatale par le virus Ebo-Z. 

Les nitrites sont retrouvés en concentrations croissantes mais très variables au cours de 

la phase symptomatique chez les patients de Mayibout et Booué (figure 29a). Après s'être 

maintenues quelques jours après la disparition des symptômes, les taux de nitrites retrouvent 
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Figure 29. Détection du NO·, de la néoptérine et de la SAA chez les patients survivants. Les nitrites, la néoptérine et la 
SAA ont été mesurés dans les plasmas de patients de Mayibout et Booué (Cf figure 27 pour les détails). Les moyennes des 
témoins endémiques (n=lO) sont: No·, 20 ± 12 JlM, néoptérine, 2,2 ± 0,3 ng/rnl et SAA, < 20 pg/rnl. 

une teneur plasmatique normale. Les taux de néoptérine augmentent également pendant la 

phase symptomatique chez les survivants et diminuent au moment de la convalescence (figure 

29b), les valeurs maximales notées chez ces patients étant nettement inférieures à celles 
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observées chez les patients décédés (28 ± 12 vs 137 ± 22 ng/ml). La SAA est quant à elle 

détectée en quantités croissantes et élevées pendant la phase symptomatique, mais retrouve 

très rapidement des valeurs plasmatiques normales dès la disparition des symptômes (figure 

29c). 

Les molécules anti-inflammatoires au cours de l'infection non-fatale. 

L'IL-13 n'est, comme au cours de l'infection fatale, jamais détectée chez les patients 

survivants (résultats non présentés). Les concentrations de TGF~ chez les survivants de 

Mayibout (n=7) sont légèrement supérieures à celles 

des témoins endémiques (n=lü), mais de façon non-

significative (35,7 ± 7,5 vs 26,5 ± lü,2 ng/ml, 

p>0,05, résultats non présentés). Par contre, le 

cortisol est détecté en grande quantité dès le début de 

la phase symptomatique et atteint des valeurs 

similaires à celles observées chez les décédés (figure 

30). Cependant, ces taux retournent aux valeurs 

normales une semaine après la disparition des 

symptômes. 
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Figure 30. Dosage du cortisol au cours de 
l'infection non fatale. Le cortisol a été dosé dans 
les plasmas de patients de Mayibout et Booué sur 
un automate VIDAS® (Cf figure 27 pour les 
détails). Moyenne des témoins (n=lO), 92 ± 44 
ng/ml). 

L'ARNm codant pour l'IL-lü n'est pas détecté pendant la phase symptomatique chez 

les patients survivants, un signal de faible intensité apparaît par contre juste après la 

disparition des symptômes (figure 31a). L'IL-lü n'est, à l'exception d'un faible taux détecté au 

début de la phase symptomatique, cependant pas retrouvée dans le plasma des patients 

survivants de Mayibout et Booué (figure 31b). 
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Ctrl Symptômes Convalescence 

Figure 31. Détection de l'IL-10 chez les patients survivants. a, les 
ARNm spécifiques de la~ actine et de l'IL-10 ont été amplifiés par RT­
PCR à partir de PBMC de témoins endémiques (n=lO, 2 présentés) et de 
patients de Booué en phase symptomatique et 2-8 jours après les 
symptômes. b, l'IL-10 a été dosée dans le plasma de patients de 
Mayibout et Booué en phase symptomatique et pendant la convalescence 
(cf figure 27 pour les détails). Moyenne des témoins endémiques (n=lO) 
< 20pg/ml. 
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V. LA REPONSE LYMPHOCYTAIRE TAU COURS DES FHV A VIRUS 

EBO-Z. 

La réponse lymphocytaire T étant cruciale dans l'induction et la régulation des 

fonctions effectrices de la réponse immune spécifique humorale et cellulaire, différents 

paramètres, cytokines et marqueurs d'activation (ARNm et/ou protéine), de la réponse 

lymphocytaire T ont été analysés à partir des plasma et PBMC des patients. Le faible délai 

(moins de 12h) entre le prélèvement des malades et l'extraction de l'ARN des PBMC a permis 

de rendre compte d'une manière relativement fidèle de la production in vivo des ARNm par 

les cellules circulantes des patients. 

1. Activation précoce de cellules cytotoxiques et apoptose 

intravasculaire massive sont associées à l'infection fatale. 

Analyse de cytokines dédiées aux lymphocytes T, une production élevée d'IFNy. 

Plusieurs cytokines associées à l'activité des lymphocytes T ont été analysées par 

amplification par RT -PCR de leur ARNm respectif à partir de PBMC de patients de Booué et 

par le dosage immuno-enzymatique de ces médiateurs solubles dans le plasma de patients de 

Mayibout et Booué. 

Tandis que les ARNm codant pour l'IL-2, et l'IL-S (résultats non présentés), ne sont 

jamais détectés chez les patients décédés, de faibles signaux spécifiques de l'ARNm de l'IL-4 

sont observés dans les PBMC au début de la phase symptomatique (jusque 4 jours avant la 
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Figure 32. Analyse de la production d'IL-2, d'IL-4 et d'IFNy au cours de 0 --'-'IL---r----.----.-------, 
l'infection fatale. a, les ARNm spécifiques ont été amplifiés par RT-PCR à partir -8 
de PBMC de témoins endémiques (n=lO, 2 présentés) et de patients de Booué en 
phase symptomatique, figurés en fonction du nombre de jours avant le décès. b, 

-6 -4 -2 0 
Jours avant le décès 

l'IFNy a été dosé dans le plasma de patients de Mayibout et Booué en phase 
symptomatique (cf figure 27 pour les détails). Moyenne des témoins endémiques 
(n=lO) < 20 pg/rnl. 
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mort) (figure 32a). Par contre, l'ARNm codant pour l'IFNy est retrouvé dès le premier jour de 

la phase symptomatique, le signal est d'intensité maximale 4-7 jours avant le décès, puis 

s'atténue voire disparaît la veille de la mort (figure 32a). 

L'll...,-2, l'IL-4 et l'll...,-5 ne sont jamais détectées dans les plasmas des patients 

fatalement infectés (résultats non présentés). Des quantités croissantes d'IFNy sont observées 

pendant la phase symptomatique -les taux les plus élevés (1,6 ± 0,8 ng/ml) sont enregistrés 3 

jours avant le décès, mais les concentrations diminuent cependant la veille (figure 32b), 

comme cela a été observé pour l'ARNm. 

Analyse de marqueurs d'activation associés à la réponse lymphocytaire T. 

La détection par RT-PCR des ARNm codant pour différents marqueurs d'activation, et 

pour certains leur ligand respectif, impliqués dans l'activation des lymphocytes T a été 

réalisée à partir de PBMC de patients provenant de Booué (figure 33a). L'expression de 

a 

CD28 

Fas 

FasL 

Perforin 

b 
8 

,-._ 

~ 6 

5 4 "' <:<1 

~ 
2 

~----~~~~--------------------~ 
Ctrl 9 8 7 4 3 2 1 1 

c 

,-... 1,5 

~ 
5 1,0 
....:l 
"' Cd 0,5 J:>.. 
"' 

0,0 

-8 -6 -4 -2 0 -8 -6 -4 -2 0 
Jours avant le décès Jours avant le décès 

Figure 33. Analyse de marqueurs 
d'activation associés à la réponse 
lymphocytaire T au cours de 
l'infection fatale. a, détection d'ARNm 
spécifiques de différents marqueurs par 
RT-PCR à partir de PBMC de patients 
décédés de Booué prélevés pendant la 
phase symptomatique et figurés en 
fonction du nombre de jours avant le 
décès. Deux témoins endémiques (n=10) 
sont représentés. b, détection de sFas au 
cours de l'infection fatale. sFas a été 
dosé dans les plasmas de patients de 
Mayibout et Booué prélevés en phase 
symptomatique (Cf figure 27 pour les 
détails). Moyenne des témoins 
endémiques (n=lO): 1,5 ± 0,5 ng/ml. c, 
détection de sFasL au cours de 
l'infection fatale. Moyenne des témoins 
endémiques (n=lO) <50 pg/ml. 

l'ARNm codant pour le CD28 est similaire entre les témoins endémiques et les patients 

infectés au début de la phase symptomatique (9-4 jours avant le décès), mais n'est plus 

détectée les derniers jours de la vie. Les ARNm codant pour Fas (CD95) et son ligand 

(FasUCD95L) sont fortement exprimés à partir du début de la phase symptomatique et 

jusqu'à 4 jours avant le décès chez les patients, ces ARNm n'étant plus détectés les 2-3 
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derniers jours. De même, considérant l'absence de signal spécifique de l'ARNm de perforine 

dans les PBMC des témoins endémiques, ce messager semble être synthétisé de façon 

significative au début de la maladie, mais n'est plus détecté les derniers jours avant la mort 

(figure 33a). 

L'expression de Fas et FasL a également été évaluée par le dosage de leur forme 

soluble, sFas et sFasL, dans les plasmas de patients de Mayibout et Booué. Des quantités 

croissantes de sFas, cependant relativement variables entre les patients, sont détectées au 

cours de l'infection (figure 33b). Des taux croissants de sFasL sont retrouvés au cours de la 

phase symptomatique, et atteignent des valeurs très élevées les derniers jours avant la mort 

(1,4 ± 0,3 ng/ml vs< 50 pg/ml pour les témoins, n=lO) (figure 33c). 

Détection d'ARNm spécifiques de sous-types de PBMC. 

Différents marqueurs de surface, spécifiques de différents types de cellules contenues 

dans les PBMC, ont été analysés par RT-PCR à partir d'ARN extraits de PBMC de patients de 

Booué obtenus en phase symptomatique. L'ARNm codant pour le CD3 présente une 

expression soutenue pendant la phase symptomatique, tandis qu'il n'est quasiment plus détecté 

le dernier jour avant le décès (figure 34). L'ARNm spécifique du CD8 connaît quant à lui une 

Figure 34. Détection d'ARNm spécifiques 
de sous-types de PBMC. Les ARNm codant 
pour le CD3, CDS, CD4, CD14 et CD20 ont 
été amplifiés par RT-PCR à partir de PBMC 
de patients de Booué en phase 
symptomatique. 2 témoins endémiques sont 
présentés (Ctrl, 10 testés) et les patients 
décédés sont représentés en fonction du 
nombre de jours avant le décès. 
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baisse d'expression plus précoce, à partir du 3ème jour avant le décès, et n'est presque plus 

détecté la veille de la mort. Par contre, les ARNm codant pour le CD4 (exprimé par les 

lymphocytes T CD4+, mais également par les monocytes) et le CD14 présentent une 

expression maintenue tout au long de la phase symptomatique, y compris le dernier jour avant 

la mort. A l'exception des premiers jours de la maladie, l'ARN spécifique du CD20 semble 

très faiblement exprimé, particulièrement les derniers jours de la phase symptomatique (figure 

34). 
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Analyse du répertoire V~ du récepteur des lymphocytes T par RT -PCR. 

Afin de déterminer si la diminution de l'expression des ARNm spécifiques des 

lymphocytes T au cours de l'infection fatale concerne également ou non l'ensemble du 

répertoire vp du récepteur des lymphocytes T (TCR), l'analyse par RT -PCR de l'expression 

de fragments, spécifiques de 22 familles différentes, de la région variable de la chaine p du 

TCR a été réalisée à partir des PBMC des patients de Booué (figure 35). La grande majorité 

Figure 35. Détection d'ARNm 
spécifiques de différents de TCR-Vl3 au 
cours de l'infection fatale. Différents 
ARNm ont été amplifiés par RT-PCR à 
partir de PBMC de patients de Booué. Les 
ARNm codant pour un fragment de la 
partie variable de la chaine 13 du TCR (22 
différentes familles de Vl3 ont été testées 
(1 0 sont figurées, représentatives des 
autres). Les patients sont présentés en 
fonction du nombre de jours avant le 
décès. Deux patients n'ont pu être testés 
pour le Vl3 11. Deux témoins endémiques 
sont présentés (Ctrl, 5 testés) 

~ actine 

V~2 

V~5.1 

V~6 

V~7 

v~ 11 

v~ 12 

v~ 13.2 

v~ 16 

v~ 17 

v~ 19 

Ctrl 9 8 7 4 3 2 1 1 

des ARNm spécifiques des différentes familles (19/22, 7 figurées, représentatives des 12 non 

présentées) présentent une expression diminuant plus ou moins rapidement au cours de la 

phase symptomatique et ne sont plus ou presque détectés la veille du décès. Ces ARNm sont 

néanmoins exprimés les premiers jours de la maladie à un niveau similaire à ceux des témoins 

endémiques pour la plupart de ces familles (figure 35). 

Les ARNm codant pour les vp 12, 13.2 et 17 présentent la particularité de n'être 

jamais détectés au cours de la phase symptomatique chez ces patients (à l'exception d'un 

faible signal spécifique du vp 13.2 noté le premier jour de la maladie), bien que ces 3 familles 

soient normalement représentées chez les témoins endémiques (figure 35). 

Mise en évidence de mort cellulaire intravasculaire par apoptose. 

La disparition des ARNm spécifiques des lymphocytes T, et dans une moindre mesure 

B, suggèrant une relocalisation ou une délétion de ces lymphocytes de la circulation, 

l'expression de l'ARNm codant pour Bcl-2, une protéine impliquée dans la régulation de 

l'apoptose a été étudiée par RT -PCR dans les PBMC des patients de Booué. Tandis que 
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l'expression de Bcl-2 est similaire à celle observée chez les contrôles au début de la maladie, 

les derniers jours avant la mort sont caractérisés par une diminution de la synthèse de l'ARNm 

Figure 36. Détection de l'ARNm codant 
pour Bcl-2. Les ARNm spécifiques de l'actine ~ actine r:;::~~:il\RF; 
et de Bcl-2 ont été amplifiés par RT-PCR dans 
les PBMC de patients de Booué en phase Bcl-2 
symptomatique et représentés en fonction du 
nombre de jours avant le décès. 2 témoins 
endémiques sont figurés (10 testés). 

spécifique de Bcl-2 par les PBMC. 

Ctrl 

Une protéine nucléaire clivée et solubilisée 

lors des processus d'apoptose, la protéine de matrice 

nucléaire 4117 (NMP 4117) (234), apparaît dans le 

plasma des patients fatalement infectés de Mayibout 

et Booué à partir de 4-6 jours avant la mort, des taux 

élevés étant observés jusqu'au décès (figure 37). Cette 

protéine n'est cependant pas détectée dans les 

prélèvements obtenus les premiers jours de la phase 

symptomatique (9 et 8 jours avant le décès), ni chez 

les témoins endémiques et les patients survivants, en 

phase symptomatique et en proche convalescence 

(résultats non présentés). 
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Figure 37. Détection de la NMP 41/7 dans le 
plasma au cours de l'infection fatale. La NMP 
41/7 a été dosée par EusA dans le plasma de 
patients de Mayibout et Booué (5 jours avant la 
mort, n=5 ; 3 jours, n=6 ; 1 jour, n=6). Les taux 
de NMP dans les plasmas de témoins endémiques 
(n=IO) et de patients survivants (n=7) sont en 
dessous des limites de détection (40 U/rnl) 
(résultats non présentés). 

Afin de confirmer l'existence de phénomènes massifs de mort cellulaire intravasculaire 

par apoptose au cours de l'infection fatale, l'ADN des leucocytes du sang circulant a été extrait 

chez les patients de Booué, survivants et décédés, et soumis à une électrophorèse sur agarose. 

Tandis que l'ADN extrait des leucocytes de survivants en phase symptomatique, mais aussi de 

témoins endémiques (n=10, résultats non présentés), migre sous une forme intègre non 

fragmentée, l'ADN des patients décédés présente des fragments multiples de 200 pb, 

caractéristiques de la fragmentation induite par les endonucléases au cours de la mort 

cellulaire par apoptose (figure 38). Ainsi, la fragmentation est détectée chez les patients 

fatalement infectés au moins 4 jours avant le décès et jusqu'à la mort. De plus, les 

concentrations élevées de NMP 4117 et l'accumulation de fragments d'ADN de 200 pb 

observées les derniers jours avant la mort suggèrent une corrélation entre la fragmentation de 
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Figure 38. Détection de la 
fragmentation de l'ADN des leucocytes 
circulant au cours de l'infection fatale. 
L'ADN des leucocytes circulant de 
survivants et décédés de Booué en phase 
symptomatique a été extrait et soumis à 
une électrophorèse sur agarose 2%. 
Quatre survivants sont présentés, ainsi 
que 4 décédés figurés en fonction du 
nombre de jours avant le décès. Les taux 
de NMP 4117 et de sFasL sont indiqués 
pour chaque patient. Des cinétiques sont 
présentées pour 2 patients ( 5 dernières 
pistes). 

NMP (U/ml) < 10 < 10 < 10 < 10 
sFasL (ng/ml) < 0.1 < 0.1 < 0.1 < 0.1 

Décédés (Jours avant le décès) 

1 3 tl 

120 700 360 2000 700 2500 3000 
0.4 0.6 0.4 2.2 0.4 0.85 1.22 

l'ADN et la présence de cette protéine dans le plasma. De même, les taux de NMP 4117, qui 

peuvent être considérés comme un indicateur de l'intensité de la mort cellulaire, sont corrélés 

à ceux de sFasL (r =0,71 , p<0,05, n =12, résultats non présentés) (figure 38). 

2. L'activation de lymphocytes T cytotoxiques est corrélée à la 

disparition de l'antigénémie chez les patients survivants. 

Détection de cytokines dédiées aux lymphocytes T. 

L'ARNm codant pour l'IL-2 n'est pas détecté dans les PBMC de survivants provenant 

de Booué, à l'exception d'un très faible signal enregistré chez un patient convalescent (figure 

Figure 39. Analyse de l'expression des 
ARNm de l'IL-2, IL-4 et IFNy chez les 
survivants. Les ARNm spécifiques ont été 
amplifiés par RT-PCR à partir de PBMC de 
témoins endémiques (n=10, 2 présentés) et 
de patients de Booué en phase 
symptomatique et 2-8 jours après les 
symptômes. 

~actine ~­
IL-2 

1-...,...~~ 

IL-4 
t--...,...~ 

IFNy 

~------~----------~--------------~ Ctrl Symptômes Convalescence 

39). De même, l'ARNm spécifique de l'IL-4 n'est que faiblement détecté, chez un patient en 

phase symptomatique et chez certains patients convalescents. Par contre, l'ARNm de l'IL-5 

n'est jamais détecté dans les PBMC de ces patients (résultats non présentés). Tandis que le 

niveau d'expression de l'ARNm codant pour l'IFNy chez les patients en phase symptomatique 

est similaire aux témoins endémiques, une synthèse prononcée de ce messager est détectée 

juste après la disparition des symptômes et pendant la première semaine de la convalescence 

(figure 39). 
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Ces cytokines, y compris l'IFNy, ne sont par contre pas détectées dans le plasma des 

survivants, pendant la phase symptomatique et la proche convalescence (résultats non 

présentés), contrastant ainsi avec l'expression de certains messagers comme celui de l'IFNy. 

Analyse de marqueurs d'activation associés à la réponse lymphocytaire T. 

Contrairement aux patients décédés, l'analyse de l'expression des ARNm spécifiques 

de différentes molécules impliquées dans l'activation des lymphocytes T ne montre pas 

d'expression précoce de ces marqueurs (figure 40a). En effet, l'expression des ARNm est 

a 

Figure 40. Analyse de l'expression de 
marqueurs d'activation impliqués dans 
la réponse lymphocytaire T chez les 
survivants. a, détection d'ARNm 
spécifiques de différents marqueurs par 
RT-PCR à partir de PBMC de patients 
survivants de Booué prélevés pendant la 
phase symptomatique et 2-8 jours après la 
disparition des symptômes. 2 témoins 
endémiques (n=lO) sont représentés. b, 
détection de sFas au cours de l'infection 
non-fatale. sFas a été dosé dans les 
plasmas de patients de Mayibout et Booué 
prélevés en phase symptomatique et de 
convalescence (cf figure 27 pour les 
détails). Moyenne des témoins 
endémiques (n=IO): 1,5 ± 0,5 ng/ml 
(résultats non présentés). c, détection de 
sFasL au cours de l'infection non-fatale. 
Moyenne des témoins endémiques (n=lO) 
<50 pg/ml (résultats non présentés). 
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similaire à celle des témoins endémiques pendant la phase symptomatique. Une forte 

expression de ces ARNm est d'ailleurs notée juste après la disparition des symptômes, mais 

cette synthèse diminue rapidement quelques jours après. Par contre, une forte expression des 

ARNm spécifiques de CD28, Fas, FasL, et perforine est observée dès la disparition des 

symptômes et jusqu'à une semaine après. De même, une forte expression de l'ARNm codant 

pour Bcl-2 est également observée après la disparition des symptômes, après s'être maintenue 

au niveau des témoins endémiques pendant la période symptomatique (figure 40a). 

Tandis qu'une légère augmentation de la concentration de sFas, cependant non­

significative par rapport aux témoins endémiques, est observée pendant la phase 

symptomatique chez ces patients, les taux retrouvent des valeurs normales après la disparition 

des symptômes (figure 40b). Par contre, les concentrations de sFasL sont inférieures au seuil 
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de sensibilité du test pendant la phase symptomatique, mais de faibles taux transitoires sont 

détectés quelques jours après la disparition des symptômes (figure 40c). 

Détection d'ARNm spécifiques de sous-types de PBMC. 

L'expression de l'ARNm codant pour le CD3 est similaire à celle observée chez les 

témoins endémiques pendant la période symptomatique des survivants, mais semble 

Figure 41. Détection d'ARNm ~ actine 
spécifiques de sous-types de PBMC au 
cours de l'infection non-fatale. Les 
ARNm codant pour le CD3, CDS, CD4, 
CD14 et CD20 ont été amplifiés par RT­
PCR à partir de PBMC de patients de 
Booué en phase symptomatique ou 2-8 

CD3 

CD8 

CD4 

jours après la disparition des CD14 
symptômes. 2 témoins endémiques sont CDlO 
présentés ( Ctrl, 10 testés). 

Ctrl Symptômes Convalescence 

légèrement augmentée pendant la convalescence (figure 41). De même, tandis que la synthèse 

de l'ARNm du CD8 est équivalente pendant les symptômes à celle des témoins, à l'exception 

d'un patient l'exprimant faiblement, la convalescence est caractérisée par une forte expression 

de cet ARNm. Par contre, les ARNm codant pour le CD4 et le CD14 présentent des niveaux 

constants et similaires aux témoins quelle que soit la période. Enfin, l'expression de l'ARNm 

du CD20, bien qu'irrégulière, semble cependant un peu plus élevée que celle des témoins, de 

manière transitoire, à la fin de la période symptomatique et quelques jours après (figure 41). 

Etude du répertoire V~ par RT -PCR dans les PBMC de survivants. 

Le répertoire V~ a été étudié chez les survivants de Booué de la même manière que 

pour les patients décédés. Deux types de cinétique sont là encore observés en ce qui concerne 

l'expression des ARNm codant pour les 22 différentes familles de TCR-V~ (figure 42). Pour 

la grande majorité des V~ étudiés (tous sauf le 12, le 13.2 et le 17), l'expression est diminuée 

pendant la phase symptomatique, particulièrement chez un patient (2ème des 4 patients en 

symptômes), tandis qu'une expression soutenue, mais transitoire, est notée juste après la 

disparition des symptômes (figure 42). 
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Figure 42. Détection d'ARNm 
spécifiques de différentes familles de 
TCR-VJ3 au cours de l'infection 
non-fatale. Différents ARNm ont été 
amplifiés par RT-PCR à partir de 
PBMC de patients de Booué en phase 
symptomatique ou 2-8 jours après les 
symptômes. Les ARNm codant pour 
un fragment de la partie variable de la 
chaine 13 du TCR (22 différentes 
familles de VJ3 ont été testées (l 0 sont 
figurées, représentatives des autres). 
Deux témoins endémiques sont 
orésentés (5 testés). 

V~7 
~~~~~~~~~~~~~~~~ 

v~ lllt:ti~~J~i;\t~~• 

v~ 12 

v~ 13.2 

v~ 16 

v~ 17 

v~ 19 L.......;......__ 

Ctrl Symptômes Convalescence 

Par contre, les ARNm codant pour les V~ 12, 13.1 et 17 ne sont, à l'instar des patients 

décédés, jamais détectés chez les patients survivants pendant la phase symptomatique et la 

proche convalescence (figure 42). Par contre, l'expression de ces 3 familles de V~ est 

similaire à celle des autres chez les témoins endémiques (n=10). 

Stimulation in vitro de PBMC de convalescents par des Ag Ebo-Z. 

Lors de l'épidémie de Mayibout, des PBMC ont été obtenus chez 4 cas primaires 17 

jours après le contact infectieux (8 jours après l'apparition des symptômes), 0-3 jours après la 

disparition des symptômes. Dans le but d'étudier leur réactivité par rapport aux Ag viraux, ces 

PBMC, mais également ceux de 3 témoins endémiques, ont été stimulés in vitro par des Ag 

Ebo-Z (Mayinga) ou par un mitogène. L'expression de différents ARNm codant pour des 

cytokines et des marqueurs d'activation a été analysée 16 h après la stimulation antigénique. 

Expression de cytokines en réponse à la stimulation. 

Les Ag Ebo-Z n'induisent aucune augmentation de l'expression des ARNm spécifiques 

de l'IL-2, IL-4, IFNy, IL-12 et IL-10 dans les PBMC des témoins endémiques par rapport à la 

stimulation contrôle (surnageant cellule Véro E6), tandis que des signaux de forte intensité 

sont observés pour les ARNm de l'IL-2, IL-4 et IFNy en réponse au phorbol myristate acétate 

(PMA) et ionomycine (figure 43a). 
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Figure 43. Stimulation in vitro de 
PBMC de survivants et de témoins 
par des Ag Ebo-Z, analyse des 
cytokines. Les PBMC de 4 survivants 
de l'épidémie de Mayibout, prélevés 
juste après la disparition des 
symptômes, mais aussi ceux de 3 
témoins endémiques, ont été stimulés 
par des Ag Ebo-Z, un surnageant V éro 
E6 (négatif Ag) ou un mélange de 
PMA (1 f..Lg/rnl) et de ionomycine (0,4 
f..lg/rnl). Les ARN ont été extraits après 
l6h à 37°C et les ARNm codant pour 
la f3 actine, l'IL-2, l'IL-4, l'IFNy, l'IL-
12 et l'IL-10 ont été amplifiés par RT­
PCR. a, stimulation des PBMC des 
témoins endémiques. Le contrôle 
négatif d'amplification sans ADNe est 
figuré à gauche (Nég.). b, stimulation 
des PBMC de survivants. L'expression 
des ARNm en réponse aux Ag Ebo-Z 
est présentée pour 4 patients, tandis 
que les réponses à la stimulation 
mitogénique ne sont figurées que pour 
2 d'entre eux. 
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Par contre, cette stimulation mitogénique n'induit, dans les PBMC des patients 

survivants, qu'une forte expression de l'ARNm de l'IFNy, la synthèse des ARNm codant pour 

l'IL-2 et l'IL-4 étant faible et celle de l'IL-12 et l'IL-lü modérée ou inexistante (figure 43b). 

Aucune modification de l'expression des ARNm de l'IL-2 et de l'IL-lü n'est observée en 

réponse aux Ag Ebo-Z, tandis que la synthèse de l'ARNm spécifique de l'IL-12 est diminuée 

chez les patients 1 et 2 et stable chez les 2 autres. Une augmentation de l'expression de 

l'ARNm codant pour l'IL-4 est notée chez les patients 1 et, dans une moindre mesure, 4. 

Enfin, la synthèse de l'ARNm de l'IFNy augmente nettement chez 2 patients et également chez 

un 3ème en réponse aux Ag Ebo-Z, en dépit d'une expression basale relativement élevée de ce 

messager. Cette expression constitutive de certains messagers chez les survivants 

comparativement aux témoins endémiques est d'ailleurs probablement liée au moment du 

prélèvement, qui coïncide avec l'activation des lymphocytes T observée précédemment chez 

les patients de Booué. 
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Expression de marqueurs d'activation en réponse à la stimulation. 

Plusieurs ARNm codant pour des molécules impliquées dans l'activation des 

lymphocytes T ont été analysés par RT -PCR après stimulation des PBMC des témoins 

endémiques et des survivants. Aucune expression de l'ARNm codant pour le CD28 n'est 

détectée dans les PBMC des témoins endémiques, y compris en réponse au mitogène (figure 

a 
Véro Eho Véro Eho Véro Eho PMA 1 Tono 

CD28 
~--~~----~~--------~~---M----~ Figure 44. Stimulation in vitro de CD40 

PBMC de survivants et de témoins 1--+---.......__.......__......._ ___ .....,.1--........ ......._ ................ ~ 
par des Ag Ebo-Z, analyse des 
marqueurs d'activation. Les détails 
concernant les patients et les 
stimulations sont les mêmes que pour 
la figure 43. Les ARNm codant pour la 
~ actine, CD28, CD40, CD40L, FasL, 
perforine et CDS ont été amplifiés par 
RT-PCR. a, stimulation des PBMC des 
témoins endémiques. Le contrôle 
négatif d'amplification sans ADNe est 
figuré à gauche (Nég.). b, stimulation 
des PBMC de survivants. L'expression 
des ARNm en réponse aux Ag Ebo-Z 
est présentée pour 4 patients, tandis 
que les réponses à la stimulation 
mitogénique ne sont figurées que pour 
2 d'entre eux. 
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44 a). Les ARNm du CD40 et de perforine sont quant à eux détectés uniquement en réponse à 

la PMNionomycine, aucune synthèse n'étant observée suite à la stimulation antigénique. Les 

ARNm codant pour le CD40L, FasL et CD8 sont détectés de façon constitutive dans les 

PBMC des témoins endémiques, mais leur expression n'augmente pas lors de la stimulation 

par les Ag Ebo-Z (figure 44a). 

L'ARNm du CD28 est exprimé très faiblement de façon constitutive dans les PBMC 

des patients et la synthèse augmente légèrement en réponse à la stimulation par les Ag Ebo-Z 

chez 2 survivants (figure 44b). L'ARNm codant pour le CD40 est exprimé de façon irrégulière 

chez les convalescents, tant en réponse aux Ag Ebo-Z qu'à la PMNionomycine. Par contre, 
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l'expression des ARNm spécifiques du CD40L et de FasL, bien qu'élevée de façon 

constitutive, augmente chez 3 patients sur 4, mais ce dernier patient (patient 2 pour CD40L et 

1 pour FasL) présente néanmoins un très fort signal constitutif. Enfin, l'ARNm codant pour le 

CDS est exprimé très fortement dans tous les cas (figure 44b). 
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Discussion 

Les fièvres hémorragiques à virus Ebo-Z (souche Gabon). 

Silencieux en Afrique depuis plus de 15 ans après une première période d'activité 

entre 1976 et 1979, le virus Ebola est brutalement réapparu dans les années 1994 à 1996 ; 

d'abord en Côte d'Ivoire et au Gabon, puis en RDC et 2 fois encore au Gabon. La survenue 

d'épidémies de FHV à virus Ebola ne semble donc pas aléatoire mais plutôt cyclique, certaines 

périodes semblant propice à la circulation virale. Le réservoir du virus Ebola étant encore 

inconnu à ce jour, il est difficile de savoir quels facteurs favorisent cette circulation ou la 

rencontre entre l'homme ou les PNH et le réservoir. Des modifications climatiques comme le 

degré de pluviométrie (par exemple, la survenue d'épidémies de fièvre de la vallée du Rift au 

Kenya est corrélée aux périodes de fortes pluviométrie favorisant l'expansion du moustique 

vecteur (235)) ou bien des pressions écologiques intervenant sur la densité du réservoir 

pourraient expliquer cette cyclicité dans la transmission des FHV à virus Ebola. 

Aucune indication concernant le réservoir du virus Ebola n'a pu être déduite des 

observations concernant les 3 épidémies Gabonaises. En effet, les cas index de l'épidémie de 

Mayibout, et probablement également de Mekouka (16), se sont contaminés au contact d'un 

PNH, et celui de l'épidémie de Booué n'a pu être documenté. La transmission inter-humaine du 

virus Ebo-Z a été causée, comme pour les autres épidémies, par des contacts (soins aux 

malades, cérémonies funéraires) avec des patients en période symptomatique (9, 40, 128). Les 

mesures adéquates de protection du personnel soignant ayant été mises en place dès la 

première épidémie, aucune transmission nosocomiale (à l'exception du médecin Librevillois et 

de l'infirmière Sud-Africaine) n'est survenue lors de ces 3 épidémies. Enfin, l'expérience a 

montré, comme lors d'autres épidémies de FHV à virus Ebo-Z (75) que des mesures très 

strictes d'isolement des patients étaient indispensables à l'éradication rapide des épidémies, 

afin d'éviter, comme à Booué, la dispersion des patients et la survenue de foyers épidémiques 

secondaires. 

Les cas primaires de l'épidémie de Mayibout, décédés et survivants, ont présenté une 

période d'incubation d'environ 8 jours (6-9), ce qui est similaire à celle observée lors des 

épidémies d'Ebo-Z de Yambuku (6,3 jours par voie cutanée ou parentérale) (9) et de Kikwit 

(6,2 jours ; 5-8) (128), mais aussi lors d'infections par Ebo-S (7-14 jours) (11) ou Ebo-CI (8 

jours) (129). Les symptômes et signes observés au cours des épidémies Gabonaises se sont 
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révélés similaires à ceux rencontrés à Yambuku (9) et Kikwit (128). Les taux de mortalité 

enregistrés lors des 2 derniers épisodes Gabonais, respectivement 68 et 75%, sont légèrement 

inférieurs à ceux des épidémies Congolaises (respectivement 88 et 81% pour Y ambuku et 

Kikwit), mais la mortalité très élevée observée lors de l'épisode de Yambuku peut être 

attribuée à la transmission par voie parentérale pour de nombreux patients, connue pour sa 

grande létalité. Le taux de mortalité plus faible enregistré lors du premier épisode Gabonais 

(59%) peut provenir de la présence de patients atteints de fièvre jaune, cette pathologie étant 

caractérisée par une mortalité inférieure (environ 15-20 %) (236). Les symptômes et signes 

observés au cours de ces 2 épidémies sont similaires et les différences apparaissant dans les 

tableaux IV & V sont liées aux méthodes très différentes de recueil des informations cliniques. 

En effet, le tableau clinique des patients de Mayibout a été décrit spontanément par le médecin 

tandis qu'un questionnaire pré-établi relativement exhaustif était rempli par le praticien lors de 

l'épisode de Booué. Le tableau clinique induit par le virus Ebo-Z (souche Gabon) est d'ailleurs 

très voisin de celui observé lors des épidémies Congolaises de FHV à virus Ebo-Z. Les 

symptômes et signes identifiables de façon objective comme la température élevée, les 

diarrhées et vomissements, les hyperémies conjonctivales, et les signes hémorragiques ont en 

effet été observés à des fréquences similaires, seuls certains symptômes comme les céphalées, 

arthralgies, myalgies et douleurs abdominales ont été enregistrés à des fréquences différentes 

(9, 16, 40, 128). La durée de la phase symptomatique des patients décédés (6,8 ± 1,6 jours) 

semble légèrement inférieure à celle observée lors de l'épisode de Kikwit (10,1 jours, 3-21) 

(128). Cependant, cette différence ne semble pas significative, et peut également provenir de 

l'appréciation délicate du moment de l'apparition des premiers symptômes. 

La RT -PCR du gène L d'Ebo-Z, un puissant outil de diagnostic. 

Le rôle prépondérant du CIRMF en matière de diagnostic des FHV lors des 

différentes épidémies survenues au Gabon, mais également dans le cadre de la surveillance 

épidémiologique des cas cliniques suspects, a rendu nécessaire l'acquisition de méthodes de 

diagnostic des FHV à virus Ebola. La détection des Ag circulants d'Ebo-Z et des lgM et IgG 

spécifiques d'Ebo-Z (souche Mayinga) étaient les seules techniques dont disposait le CIRMF 

lors des épidémies Gabonaises. Le lot d'Ag utilisé pour le test d'immuno-capture des IgM 
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spécifiques du virus Ebo-Z étant dégradé, il n'a pu être utilisé lors de l'épidémie de Booué, et la 

détection des IgM spécifiques a été réalisée par l'équipe du CDC (Atlanta) pour les patients de 

cette épidémie. Cependant, ces outils (fournis gracieusement par le CDC d'Atlanta) étaient 

alors relativement nouveaux et aucune validation de leur utilisation sur le terrain n'était à ce 

moment disponible. L'évaluation de ces différentes méthodes de dépistage a donc été 

nécessaire et a permis de mettre en évidence plusieurs limites majeures de ces techniques, mais 

surtout la valeur de la RT -PCR du gène L du virus Ebo-Z comme outil de diagnostic. 

La détection des Ag circulants, technique très sensible pendant la phase 

symptomatique de la maladie (24 patients positifs sur 26 présentant des symptômes 

spécifiques) et d'une bonne spécificité, perd très rapidement sa sensibilité dès la disparition des 

symptômes. Les Ac IgM et IgG, bien que détectés chez tous les survivants très précocement au 

cours de la phase symptomatique et plusieurs semaines après la disparition des symptômes, ne 

permettent de dépister qu'un patient décédé sur 3 en ce qui concerne les IgM, et aucun pour les 

IgG spécifiques. Ces limitations majeures font de la détection des Ac un outil plutôt adapté au 

diagnostic rétrospectif des patients survivants. De plus, ces techniques nécessitent pour leur 

utilisation l'obtention de réactifs spécifiques non commercialisés (Ag Ebo-Z, Ac anti Ebo-Z), 

ce qui représente une limitation supplémentaire. 

La RT -PCR du gène L d'Ebo-Z à partir d'ARN extraits des PBMC de patients a été 

développée à l'aide d'amorces qui nous ont été communiquées par A. Sanchez (CDC, Atlanta), 

et publiées récemment (54). L'application au diagnostic des FHV à virus Ebola de la RT-PCR 

a donné des résultats très intéressants, tant sur le plan de la sensibilité que de la spécificité. En 

effet, le fragment spécifique de 420 pb est détecté chez tous les patients en phase 

symptomatique (y compris le premier jour de la maladie), décédés ou survivants, et même chez 

quelques patients quelques jours après la disparition des symptômes. La positivité en RT -PCR 

semble donc coïncider avec la période pendant laquelle les Ag circulants sont détectés dans le 

plasma, ce qui a récemment été démontré par A. Sanchez (54). La RT-PCR est donc un outil 

très sensible pendant la phase symptomatique, et très spécifique, puisque sur 10 témoins 

endémiques sains et 20 patients fébriles, dont l'étiologie n'était pas liée à Ebo-Z, un seul 

résultat faussement positif a été noté chez un témoin sain (E.M. Leroy, S. Baize et al, J. Med. 

Virol., sous presse). Une 2ème étape de PCR, destinée à amplifier un fragment de 298 pb 
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interne au premier produit de PCR de 420 pb, permet une augmentation substantielle de la 

sensibilité, sans perte de spécificité. En effet, cette étape supplémentaire permet de détecter le 

fragment de 298 pb chez tous les survivants pendant au moins 15 jours après la disparition des 

symptômes, et surtout chez des personnes ayant eu des contacts très proches avec des patients 

mais demeurées asymptomatiques. Ces personnes, infectées par le virus Ebola mais ne 

développant pas de symptôme, possèdent par ailleurs des IgM et IgG spécifiques du virus Ebo­

Z 3 semaines après le premier contact potentiellement infectieux (EM Leroy, S Baize et al, 

soumis). La valeur de la RT-PCR pendant la période d'incubation n'a malheureusement pu être 

évaluée par manque d'échantillon. D'autres avantages de ce nouvel outil de diagnostic des 

FHV à virus Ebola sont la facilité et la rapidité de mise en œuvre, nécessitant néanmoins 

quelques équipements de laboratoire, et surtout l'utilisation de réactifs très communs. De plus, 

la RT -PCR ne présente pas de risque infectieux, le virus étant inactivé dès les premières étapes 

par l'isothiocyanate de guanidium utilisé pour l'extraction de l'ARN. Enfin, cette technique, 

aisément applicable à d'autres virus responsables de FHV, est un outil de choix dans le cadre 

d'une surveillance épidémiologique des FHV. 

Le virus Ebo-Z (souche Gabon). 

Les différentes études génétiques réalisées sur les virus responsables des épidémies 

Gabonaises les ont placés sans ambiguïté parmi le sous-type Zaïre, avec lequel ils présentent 

de grandes homologies (237). Ainsi, le séquençage de 156 pb du gène L de souches provenant 

de Mekouka et Booué a mis en évidence une homologie supérieure à 99% par rapport à Ebo-Z 

(Mayinga), tandis que ce fragment ne présentait que 77,3% d'homologies avec Ebo-S (Maleo) 

(233). De même, des études réalisées sur le gène de la GP ont montré une homologie de 98% 

avec celui d'Ebo-Z (Mayinga) (17). Enfin, il est intéressant de noter que les souches 

Gabonaises sont plus proches de la souche de Kikwit (1995) que de celle de Mayinga (1976) 

(53). 

Les souches responsables des 3 épidémies Gabonaises sont très proches les unes des 

autres, mais néanmoins distinctes, indiquant que ces épisodes étaient bien indépendants (17, 

233). Les séquences des gènes codant pour la GP des souches provenant d'une même 

épidémie sont strictement identiques entre les patients, quelle que soit l'issue de la maladie, y 
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compris chez les sujets asymptomatiques (E.M. Leroy & S. Baize, résultats non présentés), 

après de nombreux passages inter-humains (17) et après 3 mois de persistance chez un même 

patient (94). Des résultats similaires ont été obtenus lors de l'épisode de Kikwit, les séquences 

d'un fragment de la GP, mais aussi de la NP et de la polymérase étant identiques chez tous les 

patients, décédés ou survivants, quel que soit le nombre de passages (54, 94). L'adaptation du 

virus Ebo-Z chez la souris ne s'accompagne, au niveau du gène de la GP, que de quelques 

mutations sans changement d'acide aminé (157). Des modifications du gène de la VP24, qui 

conduisent à des changements d'acide aminé non conservatifs, ont été décrites au cours de 

l'adaptation du virus Ebola chez le cobaye, les autres gènes, comme la GP, la NP et la 

polymérase, ne subissant que des changements conservatifs (185). Ces résultats suggèrent que 

la VP24 pourrait être impliquée dans la pathogenèse chez le cobaye. Cependant, ces 

modifications n'ont pas été observées chez l'homme, puisque les séquences du gène de la 

VP24 obtenues chez les patients provenant d'une même épidémie (Mayibout ou Booué) ne 

présentent aucune différence, y compris chez les sujets asymptomatiques (EM Leroy, S Baize 

et al, soumis). 

L'ensemble de ces résultats suggère non seulement que ces virus sont extrêmement 

stables dans le temps au cours des épidémies - ce qui explique l'absence d'atténuation de la 

pathologie au fil des passages inter-humains, mais surtout que l'issue de la maladie ne dépend 

pas de mutations du génome viral. Des modifications d'autres protéines, dont les gènes n'ont 

pas encore été étudiés, ou seulement partiellement, pourraient être impliquées dans la 

pathogenèse, mais cela est peu probable pour plusieurs raisons: i, la GP semblant être le gène 

le plus variable des filovirus, l'absence de modification de ce gène pendant les épidémies 

suggère une grande stabilité du génome en général, ii, les filovirus sont extrêmement stables 

génétiquement sur de très longues périodes de temps, les isolats d'Ebo-Z de 1976 présentent en 

effet 98,5% d'homologies avec Ebo-Z (Kikwit) (54, 87) et Ebo-Z (Gabon) (17), iii, les 2 types 

d'issues, décès ou survie, à l'infection par Ebo-Z sont observées chez des patients ayant 

contracté la maladie chez le même malade (quelle que soit son évolution), rendant peu 

probable l'implication de mutations dans la pathogenèse, étant donné la grande stabilité du 

virus Ebo-Z (18, 94). 
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L'extrême stabilité génétique des filovirus contraste avec l'idée que la plupart des 

virus à ARN présentent des taux de mutations élevés à cause de nombreuses erreurs de l'ARN 

polymérase (93). Le virus de la stomatite vésiculaire (VSV), virus à ARN négatif, présente 

également une grande stabilité génétique sur de très longues périodes de temps en milieu 

endémique, tandis qu'il évolue rapidement en condition de culture in vitro (238, 239). D'autres 

virus à ARN, comme le virus rabique ou de la rougeole, sont eux aussi très stables dans leur 

écosystème (240, 241). 

Des paramètres viraux similaires au début de la phase symptomatique. 

La présence d'Ag circulants d'Ebo-Z dans le plasma des patients semble être corrélée à 

la phase symptomatique de l'infection. L'antigénémie est très élevée dès l'apparition des 

symptômes et similaire entre les patients décédés et survivants. Ces observations rejoignent 

celles obtenues lors de l'épisode de Kikwit (49, 55), mais également au cours des infections 

expérimentales de PNH (20, 136) (cf Introduction, Chapitre III-2, p57-58). La période 

d'incubation étant de surcroît équivalente entre les patients, et les souches virales 

apparemment identiques, ces résultats indiquent que les patients présentent une même 

évolution sur le plan virologique jusqu'aux premiers jours de la maladie. La majorité des 

patients évoluent ensuite vers la mort, tandis qu'environ un-tiers d'entre eux contrôlent la 

dissémination virale et deviennent convalescents. Le contrôle de la réplication virale au cours 

de FHV à virus Ebo-Z semble donc dépendre de l'hôte. La diminution rapide de la charge 

virale circulante au cours de la maladie en dépit d'une antigénémie élevée ( 49) (Introduction, 

op. cit.) et l'apparente diminution de la quantité d'ARN viral dans les PBMC dès la disparition 

des symptômes (une 2ème PCR est en effet nécessaire à ce moment pour détecter le fragment 

du gène L chez ces patients) sont également en faveur d'un contrôle de l'hôte. Bien qu'une 

possible variation du taux de monocytes sanguins, seules cellules infectables parmi les PBMC 

(122, 146, 156, 157), puisse être impliquée dans la diminution de l'intensité de détection de 

l'ARN viral, le fort signal observé pour l'ARNm du CD14 dans les PBMC pendant la proche 

convalescence indique la présence de monocytes dans la circulation. 
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La réponse humorale et l'issue des FHV à virus Ebo-Z. 

Des réponses humorales radicalement différentes sont observées en fonction de l'issue 

des FHV à virus Ebo-Z. Les survivants produisent des Ac dès le début de la phase 

symptomatique, tandis que les patients fatalement infectés présentent une réponse humorale 

déficiente. Des IgM spécifiques du virus Ebo-Z ne sont en effet détectées que chez un tiers 

d'entre eux et les IgG spécifiques jamais observées chez ces patients, quelle que soit la 

technique employée. ll semble donc que la réponse humorale ne se mette pas en place chez les 

malades fatalement infectés. Le délai entre le contact infectieux et la mort ne semble pas être 

impliqué dans cette déficience, puisque les IgG spécifiques sont détectées à partir de 10 jours 

après l'infection chez les survivants de Mayibout et que les patients décédés présentent un 

délai moyen de 15 jours, et parfois jusqu'à un mois, entre le contact et la mort, ce qui leur 

laisse un temps suffisant pour la production des IgG spécifiques. Ces observations rejoignent 

celles obtenues par ELISA chez les patients de Kikwit ( 49) ainsi que les données obtenues lors 

des infections expérimentales de PNH par les virus de Marburg, Ebo-Z, Ebo-CI et Ebo-R (20, 

33, 34, 188, 195) (cf Introduction, chapitre IV -1, p82-83). De même, la suppression de la 

réponse humorale spécifique d'Ebo-S ou Ebo-CI, induite par une infection non-létale 

préalable, au cours de la réinfection par le virus Ebo-Z est un argument en faveur d'une 

altération de la réponse humorale au cours des infections fatales par Ebo-Z (20). Les 

différentes hypothèses permettant d'expliquer l'absence de réponse humorale chez ces patients 

seront évoquées plus loin. 

Au contraire des patients fatalement infectés, les survivants présentent tous une 

réponse humorale très précoce, apparaissant pour les IgM probablement dès la période 

d'incubation et pour les IgG dès le début de la phase symptomatique. Des titres élevés d'IgM 

et d'IgG sont détectés au moment de la diminution puis de la disparition de la charge 

antigénique circulante et des symptômes, suggérant que la réponse humorale pourrait être 

impliquée dans le contrôle de l'infection et la guérison. Une réponse humorale précoce, 

composée d'lgM et d'lgG spécifiques, a également été observée chez les patients ayant 

survécu à l'infection par les virus de Marburg, Ebo-Z et Ebo-CI (15, 49, 55, 153), mais 

également chez les PNH survivant à une infection filovirale (20, 56) (cf Introduction, chapitre 

IV-2, p87-88). L'ensemble de ces résultats démontre une association étroite entre le contrôle 
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de l'infection par les filovirus et l'induction d'une réponse humorale précoce et vigoureuse. La 

rapidité avec laquelle cette réponse se met en place chez les patients pourrait suggérer un 

contact préalable avec le virus Ebo-Z, ou un autre virus induisant des réactions croisées. Bien 

que la récente démonstration de l'existence, lors des épidémies de FHV à virus Ebo-Z, de cas 

d'infection asymptomatique (EM Leroy, S Baize et al, soumis) soit un argument en faveur de 

cette hypothèse, celle-ci est cependant très peu probable pour plusieurs raisons: i, les enquêtes 

de séroprévalence des IgG spécifiques des filovirus réalisées en dehors des épisodes 

épidémiques dans les régions concernées montrent environ 1% de sujets séropositifs parmi la 

population générale, ce qui est très inférieur aux 20-30% de survivants parmi les patients 

infectés par le virus Ebo-Z ; ii, la proportion importante et constante, quelle que soit 

l'épidémie, de patients survivant aux infections filovirales rend improbable un contact 

préalable, même asymptomatique d'un tel nombre de personnes, avec le virus sans épidémie 

sous-jacente (ce qui serait connu) ; iii, les modèles primates d'expérimentation, par définition 

naïfs de tout contact avec le virus, présentent également une proportion constante de 

survivants aux infections filovirales ; iv, dans de nombreux modèles d'infection virale, la 

réponse humorale apparaît également 10-15 jours après la primo-infection (242), ce qui est 

compatible avec les observations obtenues chez les survivants. 

La NP, contre laquelle des IgG spécifiques apparaissent précocement chez tous les 

survivants, semble être la protéine virale la plus immunogène. Par la suite, la VP40, puis, à 

partir de la convalescence, la VP35 sont reconnues par les IgG des survivants de Mayibout et 

Booué. Aucun signal spécifique de la GP ou de la GPs n'est détecté chez ces patients. Bien 

que les quantités de GP et de GPs dans le surnageant de culture de la souche Gabon 

semblaient négligeables, un signal conséquent a été obtenu avec un sérum hyper-immun de 

lapin anti GP d'Ebo-Z (Mayinga) (fournis par V.E. Volchkov) après migration de la 

préparation d'Ag d'Ebo-Z (Mayinga) (résultats non présentés). Le manque de réactivité des 

plasmas des survivants vis à vis de la GP et de la GPs peut être, au moins en partie, lié à 

l'utilisation d'Ag hétérologues (Mayinga). Ces protéines sont en effet fortement glycosylées et 

la partie exposée à l'extérieur du virion présente une zone de grande variabilité génétique. 

Toutefois, les PNH et les patients ayant survécu à l'infection par le virus de Marburg 

présentent principalement des IgG spécifiques de la NP, mais aussi de la VP40, 35 et 30 et 
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dans une moindre mesure de la VP24 ; tandis que la GP et la protéine L ne sont jamais 

reconnues (63). De même, une forte réponse humorale est observée après l'immunisation de 

cobaye par des plasmides codant pour la NP tandis que la GP induit plutôt une réponse 

cellulaire (220). Des Ac spécifiques de la NP, GP et GPs ont été obtenus par recombinaison 

génétique chez des survivants de Kikwit (228) - cette méthode ne reflétant cependant pas la 

production in vivo d'Ac chez les patients - et naturellement au cours d'infections 

expérimentales non-fatales de PNH par Ebo-R et Ebo-S (20). 

Le rôle des Ac dans le contrôle des infections filovirales n'est pas encore clairement 

déterminé. Des résultats très irréguliers ont été obtenus lors des transferts passifs d'Ac 

spécifiques des filovirus (211, 221, 223-226) et le pouvoir neutralisant in vitro de la 

réplication virale de sérums de survivants est généralement faible (cf Introduction, chapitre V-

2, p93-94). La GP membranaire, seule protéine exprimée à la surface des virions permettant 

de surcroît la fixation du virus et l'entrée dans la cellule, représente une cible majeure des Ac 

neutralisants. Cependant, cette protéine semble peu immunogène, ce qui peut être lié à son 

grand degré de glycosylation. Les transferts passifs de sérum hyper-immuns, présentant de 

fort titres d'Ac neutralisants in vitro, ne protègent complètement l'hôte que lorsqu'ils sont 

administrés au moment de l'infection, et ne font que retarder le moment de la mort si la 

virémie est déjà installée (221, 223, 224). Les IgG spécifiques apparaissent chez les 

survivants à un moment où la virémie est très élevée, et chez les sujets asymptomatiques, 

tardivement après le contact infectieux potentiel (environ 15-21 jours après l'infection) et à de 

faibles titres (EM Leroy, S Baize et al, soumis). Ces résultats suggèrent que la réponse 

humorale n'est pas seule à intervenir dans le contrôle de la réplication virale, particulièrement 

dans le cas de l'infection asymptomatique, d'autres acteurs du système immunitaire étant 

probablement impliqués. 

La réponse humorale des survivants de Booué et Mayibout est, pendant la phase 

symptomatique, majoritairement composée d'IgG1 et d'IgG3, les IgG2 n'apparaissant de façon 

significative qu'après la disparition des symptômes. Ces 2 isotypes d'IgG sont connus pour 

être majoritairement induits au cours des infections virales (243-245), et l'activité 

neutralisante de sérums humains est souvent associée à la fraction IgG3 (246-248), un des 

isotypes majoritairement induits chez les survivants. De même, l'activité inhibitrice de la 

149 



Discussion 

réplication virale in vitro d'un sérum hyper-immun anti-Ebo-Z obtenu chez la chèvre était 

contenue dans la fraction lgG2, correspondant aux IgG3 de l'homme (221). Par ailleurs, ces 

isotypes très cytophiles présentent d'importantes propriétés biologiques, telles que la lyse 

médiée par le complément, la cytotoxicité cellulaire dépendante d'Ac (ADCC), et 

l'opsonisation (249). L'ADDC joue un grand rôle dans les fonctions effectrices des Ac. En 

effet, la fixation d'Ac sur les récepteurs aux IgG présents à la surface de certaines cellules 

immunitaires, comme les monocytes/macrophages, les cellules NK et les granulocytes (250) 

est connue, après pontage des IgG par l'Ag, pour activer les fonctions cytotoxiques et 

régulatrices de ces cellules. Ainsi, la fixation de complexes immuns sur le CD16 (FcyR-lli) 

exprimé à la surface des cellules NK active les fonctions cytotoxiques, la production de 

cytokines et la prolifération de ces cellules (251, 252), ce qui a également été démontré au 

cours d'infections virales (253). Les monocytes et les macrophages sont également, via le 

CD64 (FcyR-1) et le CD32 (FcyR-11), des acteurs majeurs de l'ADCC anti-virale, les Ac 

permettant de surcroît, comme pour les granulocytes, d'augmenter considérablement les 

propriétés phagocytaires de ces cellules (254-258). Les Ac peuvent également avoir un rôle 

dans l'augmentation des fonctions de présentation d'Ag et l'induction de la réponse immune 

cellulaire. En effet, l'internalisation de complexes Ag-Ac par l'intermédiaire du CD64 et du 

CD32 exprimés à la surface des cellules dendritiques augmente considérablement l'efficacité 

de la présentation ultérieure de l'Ag par ces cellules (259), tandis que le pontage d'Ac par des 

Ag à la surface de monocytes induit la sécrétion par ces derniers de médiateurs pro­

inflammatoires comme l'IL-l~ et le TNFa (260). L'induction de la commutation isotypique et 

la différentiation des lymphocytes B nécessitant une coopération avec des cellules T helper 

(Th) spécifiques (261), l'induction d'une réponse humorale chez les survivants implique une 

activation très précoce de ces lymphocytes au cours de l'infection. Cependant, la production 

précoce d'Ac neutralisants peut également être T -indépendante, comme cela a été observé 

dans certaines infections virales (262, 263), et peut être induites lorsque la structure virale 

présentent des motifs répétitifs (242, 264). 

La réponse humorale précoce semble donc essentielle au contrôle de l'infection par le 

virus Ebo-Z, mais l'induction d'une immunité à médiation cellulaire, inflammatoire et 
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lymphocytaire, est probablement indispensable à l'élimination du virus Ebo-Z, ce qui peut 

expliquer les résultats irréguliers observés lors des sérothérapies. 

Une réponse inflammatoire défectueuse caractérise l'infection fatale. 

La réponse inflammatoire étant essentielle dans l'induction et la régulation de la 

réponse immune, mais également dans les défenses immunitaires non-spécifiques et 

spécifiques, différents médiateurs solubles représentatifs de l'état d'activation des cellules 

impliquées dans cette réponse ont été analysés chez les patients, révélant de grandes 

différences en fonction de l'issue de la maladie. 

Au contraire des survivants qui présentent une synthèse significative de cytokines pro­

inflammatoires et de chemokines au début de la phase symptomatique, aucune augmentation 

de la production de ces médiateurs inflammatoires n'est observée à ce moment chez les 

patients fatalement infectés par le virus Ebo-Z. En effet, l'IL-l~ n'est jamais détectée chez ces 

sujets, tandis que des taux significatifs de TNFa, et dans une moindre mesure d'IL-6, 

n'apparaissent que dans les stades terminaux de la maladie. Par contre, des concentrations 

croissantes et élevées d'antagoniste comme l'IL-IRA et de récepteurs solubles comme ceux du 

TNFa apparaissent à partir de 5 jours avant le décès. A l'exception de MCP-1, les 

concentrations plasmatiques de chemokines sont équivalentes à celle des témoins 

endémiques. Les taux de nitrites, reflet de la production in vivo du NO-, sont légèrement 

supérieurs à ceux des témoins jusqu'à la veille du décès, où des quantités élevées sont 

détectées. Des résultats similaires ont été obtenus lors de l'épidémie de Kikwit, les patients 

décédés ne présentant que de faibles concentrations plasmatiques de TNFa et une absence de 

production d'IL-6 (191). Ces résultats suggèrent qu'aucune réponse inflammatoire précoce 

n'est induite au cours de l'infection fatale. L'activation d'une telle réponse pendant la période 

d'incubation de la maladie, pour laquelle aucun prélèvement n'a été obtenu, est peu probable, 

car des taux résiduels de médiateurs impliqués dans cette réponse, en particulier les récepteurs 

solubles comme les sTNF-RI & Il et les antagonistes comme l'IL-IRA, seraient probablement 

détectés dans les prélèvements les plus précoces (environ 8-10 jours après l'infection pour 

quelques uns). En effet, ces molécules qui possédent des propriétés anti-inflammatoires sont 

connues pour être produites peu après la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires et pour 
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être encore détectées dans les sérums après la disparition de ces cytokines (265-267). De plus, 

des médiateurs solubles suggérant une réponse inflammatoire sont détectés chez les 

survivants et les sujets asymptomatiques infectés par le virus Ebo-Z respectivement 4-7 et 12 

jours après l'infection et leurs récepteurs solubles plus d'une semaine après (EM Leroy, S 

Baize et al, soumis). Ces résultats rejoignent les observations histopathologiques réalisées au 

cours des FHV à filovirus chez les PNH et l'homme, où aucune infiltration de cellules 

inflammatoires (macrophages, lymphocytes ou granulocytes) n'est détectée autour des cellules 

infectées (11, 36, 37, 146, 148, 155) (cf Introduction, chapitre IV-1, p80). 

Les fortes concentrations de molécules anti-inflammatoires retrouvées pendant la 

phase symptomatique dans les plasmas des patients fatalement infectés peuvent être 

impliquées dans l'altération de cette réponse innée. Des taux élevés de cortisol sont ainsi 

détectés au cours de la maladie. Les glucocorticoïdes (GC), en inhibant l'activité du facteur de 

transcription NFKB par l'induction de la synthèse de la protéine inhibitrice IKB, suppriment la 

synthèse de cytokines comme l'IL-l~' le TNFa, l'IL-6, l'IL-8, l'IL-2 et l'IFNy (268). De plus, 

les GC sont connus pour augmenter la production du récepteur soluble à l'IL-l, du siL-6R et 

des sTNF-RI et II, qui neutralisent pour certains les fonctions biologiques de leur cytokine 

respective, mais également pour induire la synthèse de protéines de phase aiguë, comme la 

SAA (269). Enfin, ces médiateurs inhibent l'adhésion et la migration des cellules 

inflammatoires à travers l'endothélium (270, 271). Cependant, la réponse inflammatoire 

observée chez les survivants en dépit de taux similaires, voire plus élevés, de cortisol pendant 

la phase symptomatique suggère que cette production reflète plutôt la réponse de l'hôte à 

l'infection aiguë. En effet, les GC sont souvent sécrétés lors des infections virales et protègent 

l'hôte des effets immunopathogènes de certaines cytokines comme le TNFa, l'IL-12 et l'IFNy 

(272-274). ll semble que l'IL-6, que l'on retrouve à des taux modérés mais pouvant être 

potentialisés par la présence du siL-6R (275), soit un stimulus majeur de la synthèse des GC 

(272). 

Les patients fatalement infectés sont également caractérisés par une augmentation de 

la synthèse de l'ARNm de l'IL-10 dans les PBMC et par des concentrations plasmatiques d'IL­

l 0 très élevées pendant la phase symptomatique. De grandes quantités d'IL-l 0 sérique ont 

également été observées chez les patients fatalement infectés de Kikwit (191). L'IL-10, 
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majoritairement produites par les monocytes/macrophages et les lymphocytes T, inhibe la 

production de cytokines pro-inflammatoires par les macrophages et les neutrophiles (276-278) 

et est impliquée dans la désactivation du macrophage (279-281) et l'inhibition de ses 

propriétés microbicides (282). La présence de grandes quantités d'IL-l 0 chez les patients 

fatalement infectés peut ainsi expliquer l'absence de sécrétion de médiateurs pro­

inflammatoires en dépit de taux élevés d'IFNy, un puissant activateur du macrophage (276). 

En supprimant l'expression d'importantes molécules impliquées dans la présentation de l'Ag 

comme le CMH, ou dans la costimulation des cellules T comme le CD80, l'IL-10 inhibe les 

fonctions de présentation d'Ag par les CPA professionnelles comme les macrophages, les 

cellules dendritiques et les cellules de Langerhans (283-285). Non seulement les altérations 

induites par l'IL-l 0 sur les CPA provoquent une suppression de l'activation des lymphocytes 

Tet de la synthèse de cytokines Thl (IL-2 & IFNy) par ces derniers (286, 287); mais l'IL-10 

agit par ailleurs directement sur les lymphocytes Th en inhibant la synthèse d'IL-2, l'activation 

via le TCR-CD3 et la prolifération cellulaire (288-290). L'IL-10 est également connue pour 

activer le relargage des récepteurs du TNFa de la membrane des monocytes/macrophages et 

des fibroblastes et induire la production d'IL-lRA par les monocytes (291-294), et peut donc 

être impliquée dans l'augmentation des concentrations plasmatiques d'IL-lRA et de sTNF-RI 

& TI observée au cours de la maladie chez les patients décédés. Enfin, la seule chemokine 

dont la concentration plasmatique soit élevée chez les patients fatalement infectés, MCP-1, est 

également l'une des rares dont une activation de la synthèse par l'IL-10 a été décrite, la 

production d'autres chemokines par les monocytes/macrophages comme l'IL-8 et MIP-1 a 

étant inhibée par cette dernière (294, 295). Les taux significativement plus élevés que les 

témoins endémiques de TGF~ détectés au cours de l'infection fatale peuvent également avoir 

une implication dans la suppression de l'inflammation et des propriétés cytotoxiques des 

macrophages (296, 297), les effets de cette cytokine anti-inflammatoire étant additionnels à 

ceux de l'IL-10 (279, 298). Les concentrations élevées de molécules anti-inflammatoires, et 

plus particulièrement d'IL-10, présentes dans la circulation sont probablement impliquées 

dans la réponse inflammatoire défectueuse observée au cours de l'infection fatale ; la 

désactivation des monocytes/macrophages, mais aussi des cellules endothéliales, par ces 
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molécules pouvant peut-être rendre ces cellules permissives à la réplication du virus Ebo-Z 

comme cela a déjà été observé pour d'autres infections virales (299-301). 

Les taux croissants et très élevés de néoptérine détectés pendant la phase 

symptomatique suggèrent une activation des monocytes/macrophages au cours de l'infection 

fatale. En effet, la néoptérine est principalement sécrétée par ces cellules en réponse à 

l'IFNy (302, 303), ce qui est compatible avec les données obtenues chez les patients décédés 

de Mayibout et Booué, mais aussi de Kikwit (191). Ces monocytes/macrophages activés sont 

probablement à l'origine du TNFa (191), de l'IL-6, du NO- et de la sécrétion massive d'IL­

IRA et de sTNF-RI & ll observés dans les stades terminaux. De même, l'IL-lü peut 

également provenir de ces monocytes/macrophages activés et être en partie induite par le 

TNFa, connu pour en activer la synthèse (304-307). Les monocytes/macrophages sont les 

premières et principales cibles virales, et les derniers jours avant le décès sont caractérisés, 

dans les modèles expérimentaux et chez l'homme, par l'infection généralisée de ces cellules 

(146, 155, 156) (cf Introduction, chapitre Ill-2, p60-61). De plus, l'infection in vitro de 

monocytes par le virus de Marburg ou Ebo-Z induit une activation cellulaire accompagnée de 

la sécrétion de TNFa (142, 143, 179). L'ensemble de ces résultats suggère que l'activation des 

monocytes/macrophages, qui s'accentue jusqu'au décès des patients, est induite par l'infection, 

de plus en plus massive, de ces cellules par le virus Ebo-Z, mais également par l'IFNy. Bien 

que l'infection in vitro des cellules endothéliales par le virus Ebo-Z inhibe la production par 

ces dernières de cytokines pro-inflammatoires, l'expression de marqueurs d'activation et la 

réponse aux interférons (206, 207) ; les cellules endothéliales infectées participent peut-être, 

dans les stades terminaux, à la sécrétion de certains médiateurs détectés chez les patients 

décédés, comme le TNFa, l'IL-6, ou MCP-1 (201). 

Des études de neutralisation réalisées dans les modèles expérimentaux ont suggéré que 

le TNFa était impliqué dans la pathogenèse des FHV à filovirus (192, 193) (cf Introduction, 

chapitre IV -1, p81-82). Des taux sériques élevés de médiateurs pro-inflammatoires sont 

associés aux chocs septiques et endotoxiques (266) et les effets immunopathogènes du TNFa 

sont bien connus (308). Les taux de TNFa observés dans les stades terminaux (150 ± 70 

pg/ml) chez les patients fatalement infectés sont cependant relativement faibles par rapport à 

ceux détectés 4-7 jours après l'infection chez les sujets asymptomatiques (700 pg/ml) (EM 
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Leroy, S Baize et al, soumis) et également par rapport à ceux enregistrés au cours des chocs 

septiques(> 1,5 ng/ml) (309, 310). De plus, aucune production d'IL-lB n'est observée chez les 

patients décédés, et des quantités très élevées d'IL-IRA sont détectées dans les stades 

terminaux. L'IL-IRA, inhibiteur compétitif produit par les macrophages et les neutrophiles 

qui se fixe sur le récepteur de l'IL-l sans induire de signal (311 ), protège l'hôte des effets 

pathogènes de l'IL-lB (312). Enfin, des concentrations pondérales 100 fois supérieures de 

sTNF-RI & ll par rapport à celles de TNFa sont détectées simultanément chez ces patients. 

Les récepteurs solubles au TNFa- et plus particulièrement le sTNF-RI - par leur forte 

affinité, inhibent les fonctions biologiques du TNFa lorsqu'il sont produits en excès, mais 

potentialisent et allongent la durée des effets du TNFa en le relargant lentement lorsqu'ils 

sont sécrétés à des taux plus faibles, ceci étant plutôt attribué au sTNF-Rll (313-316). Une 

grande partie des récepteurs relargués dans la circulation étant clivée de la membrane des 

cellules, ces dernières deviennent moins sensibles aux effets du TNFa. Les infections virales 

sont souvent associées à des concentrations plasmatiques élevées en sTNF-R (317-319), y 

compris les FHV avec syndrome rénal liées à des hanta virus (l'IL-l 0 est également détectée 

en grande quantité) (320) et celle liée au virus de la dengue (321). Les taux très élevés de 

récepteurs solubles associés aux concentrations relativement faibles de TNFa suggèrent que 

cette cytokine n'est pas, comme lors des chocs septiques ou endotoxiques, responsable du 

choc mortel. Néanmoins, le TNFa peut être impliqué dans les troubles de la circulation par 

l'augmentation de la perméabilité et de l'activité procoagulante de l'endothélium (142, 166, 

180, 322) (cf Introduction, chapitre Ill-2, p74-76). De plus, l'intensité d'expression du TNFa 

membranaire, qui possède les mêmes propriétés que le TNFa soluble, n'est pas connue et 

pourrait également participer à la pathogenèse. D'autres médiateurs retrouvés chez les patients 

décédés, comme l'IFNy, l'IL-2 (191), l'IL-6 (323, 324) et les NU, peuvent également 

participer à ces changements pathologiques, de façon cumulative au TNFa. 

Ainsi, l'infection fatale de l'homme par le virus Ebo-Z est caractérisée par une absence 

de réponse inflammatoire précoce tandis que l'infection non contrôlée des 

monocytes/macrophages semble induire la synthèse de molécules anti-inflammatoires 

participant probablement à la suppression de l'inflammation et de médiateurs potentiellement 

impliqués dans la pathogenèse. La suppression de l'inflammation ne semble pas directement 
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résulter de la réplication virale, puisqu'une réponse inflammatoire précoce est détectée chez 

les survivants en dépit de paramètres viraux similaires au début de la phase symptomatique. 

Une diminution de la prolifération cellulaire des PBMC en réponse au LPS et à la ConA 

apparaît rapidement après l'infection de PNH par le virus de Marburg (187, 188). Certaines 

protéines virales, comme la GPs qui semble se fixer sur le CD 16b des neutrophiles et inhiber 

leur activation (126), la GP1 soluble qui semble avoir un rôle dans la pathogenèse ou la GP2 

qui possède une séquence immunosuppressive (115), pourraient être impliquées dans la 

suppression de la réponse inflammatoire (cf Introduction, chapitre IV -1, p83). 

Les macrophages, mais également d'autres CP A comme les cellules dendritiques, sont 

atteints par la réplication virale très précocement après l'infection de cobaye ou de souris par 

Ebo-Z, le nombre de cellules infectées et détruites augmentant jusqu'au décès (146, 156). ll 

est de surcroît probable que l'infection de ces cellules et la réplication virale altèrent les 

fonctions de phagocytose et de présentation d'Ag des CP A (cf Introduction, chapitre IV -1, 

p84-85). Ces altérations ainsi que la réponse inflammatoire défectueuse ont sans doute un rôle 

crucial dans l'absence de production d'IgG spécifiques qui caractérise l'infection fatale ; 

l'activation de CPA et la production de médiateurs pro-inflammatoires étant en effet 

essentielles à l'induction de lymphocytes Th spécifiques et à la différentiation des 

lymphocytes B. 

Réponse inflammatoire précoce et contrôle de l'infection par le virus Ebo-Z. 

Des quantités significatives de médiateurs pro-inflammatoires, IL-l~' TNFa, IL-6, 

MCP-1, MIP-la et MIP-1~, sont retrouvées dans le plasma des survivants dès le début de la 

phase symptomatique, les concentrations diminuant par la suite pour atteindre pendant la 

convalescence les valeurs des témoins endémiques. Ces résultats indiquent l'induction d'une 

réponse inflammatoire précoce au cours de l'infection non-fatale par le virus Ebola. En effet, 

les cinétiques de production de l'IL-l~' du TNFa et de MIP-1 ~ observées au cours de la 

maladie suggèrent que la production de médiateurs pro-inflammatoires est probablement 

initiée dès la période d'incubation. De plus, les sujets asymptomatiques présentant des taux 

très élevés de ces médiateurs 4-7 jours après l'infection (EM Leroy, S Baize et al, soumis), il 

est possible que la production de cytokines pro-inflammatoires soit plus élevée pendant la 
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période d'incubation. Des taux modestes, mais significatifs, de TNFa et d'IL-6 ont également 

été détectés dans les sérums de survivants de Kikwit (191). 

Ces résultats indiquent une activation de cellules inflammatoires environ une semaine 

après l'infection virale chez les patients survivants, mais également chez les sujets infectés de 

manière asymptomatique. Les monocytes/macrophages sont probablement à l'origine de cette 

réponse inflammatoire, bien que les neutrophiles et les cellules endothéliales puissent 

également être impliqués (201, 257, 278, 325, 326). En effet, les concentrations de néoptérine 

augmentent au cours de la phase symptomatique, suggérant l'activation de 

monocytes/macrophages. Cependant, ces concentrations sont très inférieures à celle observées 

chez les patients décédés, ce qui peut s'expliquer par l'absence de sécrétion massive d'IFNy 

chez ces patients (302, 303). La disparition de la réponse inflammatoire au cours de 

l'adaptation des filovirus chez le cobaye (127) (cf Introduction, chapitre IV-2, p86-87), mais 

également la corrélation entre la réponse inflammatoire précoce et les infections 

asymptomatiques ou non-létales suggèrent que cette réponse immune non-spécifique est 

cruciale au contrôle de l'infection par le virus Ebo-Z, bien que son rôle ne soit pas encore 

connu. 

Certaines cytokines pro-inflammatoires présentent des propriétés anti-virales leur 

permettant d'inhiber la réplication de certains virus et de conférer un état 'anti-viral' aux 

cellules voisines non-infectées (327). Le rôle crucial de l'IL-l~, l'IFNa/~, l'IFNy et du 

TNFa/~ dans le contrôle de certaines infections virales a ainsi été démontré (328-334). 

L'IFNa et y n'étant pas détectés dans les plasmas des patients survivants et des sujets 

asymptomatiques, l'IL-l~ et surtout le TNFa pourraient être impliqués dans le contrôle de la 

réplication virale chez ces patients. Cependant, d'autres cytokines, comme l'IFN~ et le 

TNF~, restent à doser chez ces patients. Bien que pathogène en cas de production excessive 

(335), le NO- est une molécule effectrice cruciale pour les fonctions cytotoxiques des 

macrophages et neutrophiles (336) et dans les défenses non-spécifiques contre certains virus à 

ARN ou à ADN (337-343) plus particulièrement contre ceux utilisant des protéases contenant 

une cystéine dans le site enzymatique (158). Les taux élevés- mais cependant variables entre 

les patients et similaires à ceux des patients décédés - de NO- détectés à la fin de la maladie 

chez les survivants jouent peut-être un rôle dans l'inhibition de la réplication du virus Ebo-Z. 
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Les cytokines pro-inflammatoires induisent également l'activation et la prolifération des 

cellules inflammatoires (344, 345) et l'expression par les macrophages de molécules de 

surface comme le TNFa, FasL ou TRAIL, essentielles aux fonctions cytotoxiques de ces 

cellules (297, 346-350). D'ailleurs, l'activation de ces cellules par les cytokines pro-

inflammatoires est souvent associée au contrôle de la réplication de certains virus 

monocytotropiques (351). Enfin, en augmentant l'expression des récepteurs aux IgG à la 

surface des cellules effectrices, l'IL-l~ et le TNFa favorisent les phénomènes d'ADCC (260, 

352). 

Les cytokines pro-inflammatoires jouent également un rôle majeur dans l'induction et 

la régulation de la réponse immune spécifique. L'IL-l~ est importante dans l'installation de la 

réponse inflammatoire en induisant sa propre synthèse (353), mais également celle d'autres 

médiateurs pro-inflammatoires comme le TNFa (354) et l'IL-6 (355). Ces cytokines sont 

également impliquées dans l'expression du CMH 1 et ll et de molécules de costimulation 

comme le CD40 et le CD80 à la surface des CPA (351, 356, 357), et jouent un grand rôle dans 

l'initiation de la réponse lymphocytaire T CD4+ spécifique, en apportant un 3ème signal 

d'activation complémentaire de ceux induits par le TCR-CD3 et les molécules de 

costimulation telle le CD28, mais également en induisant l'expression du CD25 (IL-2R) (358-

360). De plus, ces cytokines induisent la différentiation, la prolifération et la migration de ces 

lymphocytes T CD4+ spécifiques activés vers les zones riches en lymphocytes B des 

ganglions lymphatiques (361 ). L'IL-l~ et le TNFa jouent un rôle important dans l'activation 

des lymphocytes Th et l'induction de la réponse humorale (361, 362). De même, l'IL-6 induit 

la différentiation de lymphocytes Th favorables à la genèse de la réponse humorale et est un 
• 

facteur de différentiation des lymphocytes B activés en plasmocytes producteurs d'Ac (359, 

363, 364). La production d'IgG spécifiques du VSV est ainsi considérablement réduite chez la 

souris déficiente en IL-6, tandis que les IgM spécifiques ne dépendant pas de l'aide de 

lymphocytes Th sont produits à des taux similaires (365). Les effets biologiques de l'IL-6 sont 

probablement potentialisés par les quantités notables de siL-6R présentes dans le plasma 

(275). Ainsi, les cytokines pro-inflammatoires jouent un grand rôle dans l'induction des 

lymphocytes Th et de la réponse humorale. Enfin, ces 3 cytokines ont également un rôle dans 
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l'induction et l'activité des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques au cours de nombreuses 

infections virales (358, 363, 365-367). 

De grandes quantités de ~ (CC) chemokines (ne possédant, contrairement aux CXC ou 

a chemokines comme l'IL-8, aucun acide aminé entre les 2 premières cystéines ), MCP-1, 

MIP-1 a et MIP-1 ~ sont retrouvées pendant la phase symptomatique chez les patients 

survivants. Les chemokines, produites localement lors de situations pathologiques par de 

nombreuses cellules comme les fibroblastes, les cellules endothéliales et épithéliales (368), et 

surtout les monocytes/macrophages et les lymphocytes T, sont cruciales pour la réponse 

inflammatoire et l'induction de l'immunité spécifique. En effet, ces molécules sont impliquées 

dans l'adhésion des monocytes, neutrophiles, lymphocytes et cellules NK sur l'endothélium 

vasculaire et dans l'extravasation et la migration des cellules immunitaires vers les tissus 

infectés (369-371). Les interactions entre les cellules inflammatoires et l'endothélium peuvent 

également induire la production de ces chemokines (372). De plus, certaines chemokines 

comme MIP-1 ~. exposées à la surface des cellules endothéliales par l'intermédiaire des 

protéoglycanes, favorisent l'adhésion des leucocytes (373). MIP-1 a et MIP-1 ~ présentent des 

propriétés chemotactiques différentes selon les sous-types lymphocytaires. Ainsi, MIP-1a 

semble plutôt agir sur les lymphocytes T CD8+ tandis que MIP-1 ~ est impliquée dans la 

chemo-attraction des lymphocytes T CD4+ (374, 375). Ces 2 chemokines sont par ailleurs 

impliquées dans la migration des lymphocytes T vers les ganglions lymphatiques drainant le 

site inflammatoire (376). Enfin, ces molécules sont connues pour induire un signal de 

costimulation sur les lymphocytes T et pour activer les propriétés cytotoxiques des cellules 

NK, et contribuent ainsi à l'activation lymphocytaire (377, 378). 

Des concentrations élevées et croissantes de SAA sont, comme pour les patients 

décédés, détectées pendant la phase symptomatique ; et retournent aux valeurs de base après 

la disparition des symptômes. Ces résultats indiquent l'induction de la synthèse de protéines 

de phase aiguë pendant la phase symptomatique de la maladie. La réponse de phase aiguë 

représente une constellation complexe de modifications de la concentration plasmatique de 

certaines protéines et est induite par la réaction inflammatoire. Cette réponse est nécessaire à 

la prévention des dommages et aux processus de réparation tissulaires permettant un retour à 

fonctionnement normal de l'organisme (379). Les protéines de phase aiguë sont synthétisées 
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par le foie en réponse aux médiateurs pro-inflammatoires comme l'IL-l p, le TNFa et plus 

particulièrement l'IL-6 (380-382). De nombreux effets biologiques sont liés à la réponse de 

phase aiguë: augmentation de la perméabilité vasculaire, extravasation leucocytaire vers les 

tissus atteints, régulation de l'homéostase, induction de la fièvre et de sensations douloureuses 

(379). 

La production de médiateurs pro-inflammatoires est suivie quelques jours après par la 

sécrétion dans le plasma de molécules anti-inflammatoires. En effet, des taux significatifs -

cependant très inférieurs à ceux observés au cours de l'infection fatale - d'IL-lRA, sTNF-RI, 

sTNF-Rll, siL-6R sont détectés à la fin de la période symptomatique et retournent à des 

valeurs normales une semaine après la disparition des symptômes. De même, des 

concentrations très élevées de cortisol, équivalentes à celles détectées chez les patients 

fatalement infectés, sont mesurées à la fin de la période symptomatique. L'extinction de la 

réponse inflammatoire s'effectue d'une part par l'arrêt de la synthèse des médiateurs pro­

inflammatoires, mais également par la sécrétion de molécules neutralisant l'action de ces 

médiateurs. L'IL-6, dont les effets sont potentialisés par le siL-6R, et les protéines de phase 

aiguë possèdent de nombreuses propriétés anti-inflammatoires. Ainsi, elles inhibent la 

synthèse d'IL-lP et de TNFa par les monocytes (383), et induisent la synthèse d'IL-lRA et la 

sécrétion de sTNF-RI (267, 311, 380). L'IL-lp, le TNFa, et plus particulièrement l'IL-6 

peuvent être à l'origine de la production élevée de cortisol à la fin de la maladie, ce dernier 

inhibant la synthèse de ces médiateurs en retour (380, 384). En plus de son rôle anti­

inflammatoire, le cortisol protège probablement l'hôte des effets pathogènes des cytokines 

pro-inflammatoires (cf p152). En dépit d'une expression modeste de son ARNm respectif, 

l'IL-10 n'est pas détectée dans le plasma des patients survivants, contrairement aux patients 

décédés, et les taux de TGFP ne sont pas significativement différents de ceux des témoins 

endémiques, ce qui contraste avec les concentrations élevées de ces molécules au cours de 

l'infection fatale. 
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Activation précoce de cellules cytotoxiques, apoptose intravasculaire massive et 

pathogenèse de l'infection fatale. 

Des ARNm codant pour l'IFNy, et dans une moindre mesure l'IL-4, mais également 

pour Fas, FasL et perforine sont détectés dans les PBMC dès l'apparition des symptômes, et 

des concentrations croissantes et élevées d'IFNy sont retrouvées dans le plasma des patients 

fatalement infectés. De même, des taux sériques significatifs d'IFNy, mais aussi d'IL-2, ont été 

détectés chez les patients décédés de Kikwit (191), mais aussi au cours des infections fatales 

de cobaye et de PNH (188-190). L'expression d'ARNm codant pour l'IFNy, FasL et perforine 

et la sécrétion massive d'IFNy et de sFasL suggèrent l'activation de cellules cytotoxiques au 

cours de l'infection fatale par le virus Ebo-Z, les fonctions cytotoxiques de ces cellules étant 

en effet médiées par FasL et perforine et associées à une synthèse d'IFNy (385). De même, 

sFasL est principalement relargué par les cellules NK et les lymphocytes T activés, après un 

clivage membranaire dépendant des métalloprotéinases (386). Les lymphocytes T activés 

peuvent également participer à la production de TNFa, de TGF~ et surtout d'IL-l 0 observée 

au cours de l'infection fatale. Bien que les macrophages puissent être une source d'IFNy, la 

présence de l'ARNm codant pour ce dernier dans les PBMC suggère une origine 

lymphocytaire, la production d'IFNy par les monocytes n'étant pas décrite (387). L'expression 

et le relargage de FasL par les monocytes/macrophages activés ayant été démontrés (348, 

388), y compris au cours de l'infection de macrophages par HIV (349), la participation des 

monocytes/macrophages infectés par Ebo-Z dans la production de FasL est possible. 

Cette activation de cellules cytotoxiques peut être innée et provenir de cellules NK ou 

met en jeu des CTL spécifiques d'Ag viraux. En effet, les cellules NK sont activées quelques 

jours après une infection virale et jouent un rôle crucial dans les défenses non-spécifiques 

(389, 390). Ces cellules sont également une source précoce et majeure d'IFNy et sont 

impliquées dans l'initiation de la réponse immune spécifique (391). La précocité de la réponse 

cytotoxique (détectée à partir d'une semaine après l'infection) et la production très élevée 

d'IFNy comparativement aux survivants, chez qui il n'est pas détecté dans le plasma en dépit 

de l'activation d'une réponse cytotoxique, sont en faveur de l'activation de cellules NK. L'IL-

12, principal inducteur d'IFNy par les cellules NK (392) n'est pas détectée chez les patients, 

mais il est possible que ce médiateur, produit précocement et principalement par les 
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macrophages et les autres CP A, soit sécrété pendant la phase d'incubation et/ou de manière 

localisée. D'autres cytokines, comme l'IL-15 (393), l'IL-18 (387, 394) - qui n'ont pas été 

dosées- ou le TNFa (395, 396) et l'IL-lü (397, 398), retrouvés dans le plasma des patients, 

peuvent cependant être impliquées dans l'activation et la production d'IFNy par les cellules 

NK. Enfin, une augmentation de l'activité NK a été notée au cours de l'infection létale de 

cobaye, de singes rhésus et de babouins infectés par le virus de Marburg (187, 188, 190). Les 

cellules NK disparaissent rapidement au cours des infections virales pour laisser la place aux 

CTL, cellules induites de manière spécifique de l'Ag, le plus souvent des lymphocytes CDS+ 

restreints par le CMH I (399). Les CTL représentent également une source majeure d'IFNy 

(400). L'activation de CTL une semaine après l'infection n'est cependant pas impossible. 

Ainsi, des CTL spécifiques d'Ag viraux sont retrouvés 11-13 jours après l'infection de singes 

rhésus par le virus de l'immunodéficience simienne (SIV) (401). De même, des souris 

infectées par de fortes doses de LCMV présentent un pic d'activité CTL 3 jours après 

l'infection, tandis que ces cellules n'apparaissent que 9 jours après lors d'une infection par de 

faibles doses (402). L'altération de la réponse inflammatoire et la faible expression de 

l'ARNm du CD28 ne sont pas incompatibles avec l'induction de CTL. En effet, il semble que 

ces voies d'activation, voire même l'aide de lymphocytes Th, ne soient pas indispensables à 

l'induction et à l'activité de CTL, les cellules ainsi activées disparaissant cependant très 

rapidement sans induction de mémoire immunologique (264, 365, 403, 404),. 

Cette activation lymphocytaire pourrait également résulter d'interactions entre les 

lymphocytes et les macrophages (ainsi que les autres CPA) infectés et/ou de l'effet de 

certaines cytokines sécrétées par les cellules infectées comme le TNFa, comme cela a été 

suggéré lors d'infections expérimentales de cobaye et de PNH par le virus de Marburg ou 

Ebo-Z (187, 188, 190) (cf Introduction, chapitre IV-1, p81-82). L'activation non-spécifique de 

lymphocytes a été observée au cours de certaines infections virales dont la fièvre porcine, 

causée par un flavivirus (405), et résulte parfois de l'interaction entre les cellules immunitaires 

et une protéine virale activatrice (406, 407). 

L'activation précoce de cellules cytotoxiques ne parvient cependant pas à endiguer la 

dissémination virale, et est suivie dans les jours précédant la mort par la disparition complète 

des ARNm relatifs aux lymphocytes T des PBMC, y compris les ARNm codant pour le CD3 
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et le CDS ; tandis que les concentrations plasmatiques d'IFNy diminuent considérablement. 

De même, l'analyse du répertoire V~ par RT-PCR montre une disparition des ARNm codant 

pour les différentes familles de TCR-V~ les derniers jours avant le décès. Ces résultats, ainsi 

que la faible expression de l'ARNm codant pour Bcl-2 au moment de l'activation 

lymphocytaire, suggèrent une délétion des lymphocytes T au cours de l'infection fatale. En 

effet, la diminution de l'expression des complexes TCR-CD3 à la surface des lymphocytes T 

précède la mort cellulaire par apoptose (402, 408), et celle de Bcl-2 - une protéine connue 

pour inhiber l'apoptose- est corrélée à la mort cellulaire (409, 410). 

Les ARNm codant pour les TCR-V~ 12, 13.2 et 17 ne sont jamais détectés, non 

seulement dans les PBMC de patients fatalement infectés, mais également chez les patients 

survivants et les sujets asymptomatiques à partir d'une semaine après l'infection, tandis que 

l'expression de ces ARNm chez les témoins endémiques est similaire à celle d'autres TCR-V~. 

Ces ARNm ne sont toujours pas détectés une semaine après la disparition des symptômes 

chez les survivants, tandis que certains réapparaissent dans les PBMC des sujets 

asymptomatiques 3 semaines après le premier contact infectieux potentiel (E.M. Leroy & S. 

Baize, résultats non publiés). L'absence de ces ARNm dans les PBMC suggère une délétion 

précoce et durable des lymphocytes utilisant ces 3 familles de TCR-V~ chez tous les sujets 

infectés par le virus Ebo-Z (411). L'atteinte préférentielle de familles de TCR-V~ pourrait être 

due à une activité superantigène (SAg) que possèderait une protéine virale. En effet, les SAg 

sont connus pour activer de manière non-spécifique les lymphocytes T exprimant certaines 

familles de TCR-V~ en se fixant, sous forme native, simultanément sur le CMH-ll, ou parfois 

même le CMH-1, de CPA et le fragment V~ du TCR (412, 413). Les lymphocytes ainsi 

activés prolifèrent et produisent le plus souvent des cytokines de type Th1 (IL-2 & IFNy) et 

pro-inflammatoires (414, 415), mais sont rapidement sujets à l'anergie et/ou l'apoptose (416). 

De nombreux virus codent pour des protéines possédant une activité SAg (417, 418). Cette 

hypothèse, bien que permettant d'expliquer cette délétion précoce et durable de familles 

entières de TCR-V~, nécessite cependant de plus amples investigations avant de pouvoir être 

sérieusement avancée. De nombreux points sont en effet difficilement conciliables avec les 

effets classiques des SAg: i, seull'ARNm codant pour le V~ 12 est exprimé à la surface sous 

la forme d'un TCR, les 2 autres étant des pseudo-gènes, leur disparition ne peut donc résulter 
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d'un effet SAg (419) ; ii, la disparition très précoce (au plus tard 7-8 jours après l'infection) 

des ARNm est incompatible avec la phase initiale d'expansion polyclonale précédant la 

délétion des lymphocytes réactifs ( 416) ; iii, aucune évidence de mort cellulaire par apoptose 

n'est retrouvée chez les survivants et les sujets asymptomatiques (EM Leroy, S Baize et al, 

soumis) ; iv, l'IFNy plasmatique est détecté plusieurs jours après la disparition des ARNm 

spécifiques des TCR-V~, et est en dessous des limites de détection chez les survivants et les 

asymptomatiques. ll est cependant possible, comme cela a été observé avec certains SAg 

viraux, que la disparition des lymphocytes concernés soit liée à leur relocalisation vers les 

organes lymphoïdes où ils s'accumulent et sont activés par le SAg (420). En dehors de 

l'existence d'un SAg, la disparition sélective de ces ARNm chez les patients, mais aussi chez 

les sujets infectés de façon asymptomatique, est difficile à expliquer et nécessite de plus 

amples investigations. 

La détection de quantités croissantes et élevées de NMP 4117 dans le plasma et de 

fragments d'ADN caractéristiques dans les leucocytes confirme que des phénomènes de mort 

cellulaire intravasculaire massive par apoptose caractérisent les 5 derniers jours de la vie au 

cours de l'infection fatale par Ebo-Z. La disparition des ARNm spécifiques des lymphocytes T 

dans les PBMC et la détection de phénomènes d'apoptose intravasculaire massive suggèrent 

que ces cellules sont majoritairement impliquées dans cette mort cellulaire. La persistance de 

la synthèse de l'ARNm codant pour le CD4 peut s'expliquer par l'expression de ce marqueur 

par les monocytes. De même, la diminution de l'expression de l'ARNm du CD20, molécule 

spécifiquement exprimée par les lymphocytes B, dans les PBMC de patients fatalement 

infectés suggère que ces cellules pourraient également être impliquées dans la mort cellulaire. 

Ces résultats sont en adéquation avec la lymphopénie décrite au cours des infections fatales de 

l'homme et de PNH par les filovirus (11, 20, 22, 84, 130, 137, 146, 153) (cf Introduction, 

chapitre Ill-2, p63). De même, la destruction totale des lymphocytes T et B de la rate et des 

ganglions lymphatiques dans les modèles animaux (36, 135, 144, 146, 148, 154), mais 

également chez l'homme (7, 79, 155) (cf Introduction, chapitre Ill-2, p65-66), suggère que la 

destruction lymphocytaire observée chez les patients fatalement infectés n'est pas restreinte au 

compartiment sanguin et concerne probablement les organes lymphoïdes. La probable 

déplétion des lymphocytes B au cours de l'infection fatale peut expliquer l'altération de la 
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réponse humorale caractérisant ces patients. La lyse de cellules infectées comme les 

monocytes/macrophages peut également être impliquée dans ces phénomènes de mort 

cellulaire, particulièrement dans les stades terminaux. Cependant, les taux croissants de 

néoptérine et la synthèse soutenue dans les PBMC de l'ARNm codant pour le CD 14 indiquent 

la présence de monocytes jusqu'à la veille du décès. La destruction de cellules endothéliales 

n'est observée que 1 ou 2 jours avant le décès chez les PNH infectés par les filovirus. De 

même, les signes hémorragiques apparaissent dans les stades terminaux et seulement chez une 

partie des patients, tandis que certains malades survivants présentent également des signes 

hémorragiques sans qu'aucune trace d'apoptose ne soit détectée. Ces observations suggèrent 

que les cellules endothéliales, bien que pouvant être en partie impliquées dans cette mort 

massive, ne sont pas les principales cellules touchées par ces phénomènes. 

L'apoptose est induite au cours de l'infection fatale à un moment où les patients 

présentent une antigénemie élevée et des symptômes similaires, quelle que soit l'issue de la 

maladie. De plus, les lymphocytes ne semblant pas être infectés par les filovirus. (122, 146, 

156, 157), la déplétion lymphocytaire ne peut résulter d'effets cytopathogènes directement liés 

à la réplication virale. Cependant, il est possible que l'apoptose des lymphocytes soit induite 

par une protéine virale soluble, comme la GPs - une protéine connue pour se fixer sur le 

CD16b (FcyRIIIb) des neutrophiles et inhiber leur activation, bien que cela soit aujourd'hui 

controversé (421)- ou la GP1 soluble, présente dans le sérum de patients fatalement infectés 

(108, 112). 

L'activation excessive de cellules cytotoxiques (suggérée par les concentrations 

élevées d'IFNy) chez les patients fatalement infectés, à un moment où la charge antigénique 

est très élevée, peut conduire à la diminution de l'expression de Bcl-2 et du complexe TCR­

CD3, puis à la mort par apoptose de ces cellules, un phénomène fréquemment observé au 

cours d'infections virales (402, 410, 422-424) et qui peut être médié par FasL, perforine, le 

TNFa ou l'IFNy (402, 423, 425-427). De même, la présence d'Ag circulants peut également 

induire l'apoptose des lymphocytes réactifs (428). Le manque de costimulation entre les CPA 

et les lymphocytes telle que les interactions CD80/CD86 - CD28 (360, 429) ou certaines 

cytokines pro-inflammatoires (430), voire même l'absence de réponse Th, lors de l'activation 

des CTL conduit rapidement à l'apoptose des cellules effectrices. Enfin, certains phénomènes 
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normalement impliqués dans l'extinction de la réponse immune, comme l'apoptose des 

cellules NK activées par certaines cytokines (IFNy, TNFa) (431, 432), ou au contraire de 

lymphocytes induite par la privation de facteurs de croissance comme l'll....-2, peuvent être à 

l'origine de la disparition des cellules cytotoxiques activées. 

Cependant, ces hypothèses ne peuvent expliquer la destruction totale des lymphocytes 

observée dans les modèles expérimentaux, et suggérée dans les PBMC des patients fatalement 

infectés. La déplétion lymphocytaire dans les organes lymphoïdes de PNH infectés par des 

filovirus apparaît simultanément à la réplication virale dans les macrophages résidents (146, 

148, 156, 433, 434). L'infection extensive des macrophages et autres CPA à l'intérieur du 

micro-environnement lymphoïde pourrait induire une activation non-spécifique des 

lymphocytes suivie de l'apoptose massive de ces derniers. ll est probable que certains 

médiateurs solubles sécrétés, ou molécules de surface exprimées, par les lymphocytes T 

activés ou les macrophages infectés soient responsables de ces destructions sévères de cellules 

immunitaires, comme cela a été observé dans de nombreuses infections virales (405, 434-

439). Les concentrations de sFasL sont corrélées à l'intensité de la mort cellulaire, représentée 

par les taux plasmatiques de NMP 4117. Bien que certaines études aient mis en évidence une 

activité apoptogène de sFasL sur des cellules exprimant Fas (440-443), des travaux récents 

ont au contraire montré que sFasL était peu actif et pouvait même inhiber la mort induite par 

FasL membranaire (444, 445). Les taux de sFasL se prouvent donc pas l'implication de cette 

voie dans la destruction lymphocytaire, mais démontrent néanmoins l'activation du système 

Fas/FasL et sous-tendent une forte expression membranaire de FasL à la surface des cellules 

cytotoxiques, qui peut quant à elle être responsable de la déplétion lymphocytaire, y compris 

des lymphocytes B activés (405, 446-451). L'expression de FasL membranaire par les 

monocytes/macrophages activés et la sécrétion de la forme soluble ont été démontrées 

récemment (348, 388), et l'infection de monocytes/macrophages par certains virus induit 

l'expression de FasL par ces derniers et provoque la délétion des lymphocytes exprimant Fas 

(388, 439, 452). L'expression de FasL par certains tissus comme le foie ou l'épithélium 

intestinal a été décrite et peut également participer à la délétion lymphocytaire ( 453). D'autres 

médiateurs détectés dans le plasma des patients infectés - TNFa, IFNy et NO- - peuvent 

également induire l'apoptose de cellules immunitaires. En effet, le TNFa est une molécule 
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essentielle dans la cytotoxicité et la mort cellulaire induite par l'activation (activation-induced 

cell-death, AICD) (274, 427, 432, 452, 454-457). Bien que les concentrations de TNFa 

soient relativement modestes chez les patients fatalement infectés, le TNFa membranaire, s'il 

est exprimé par les monocytes/macrophages infectés, peut également être impliqué dans ces 

phénomènes, considérant que l'infection in vitro de ces cellules conduit à la production de ce 

médiateur cytotoxique (142, 143). L'IFNy, retrouvé en grandes quantités dans le plasma des 

patients fatalement infectés, est connu pour être une des molécules effectrices de l'AICD et 

pourrait donc participer à la destruction lymphocytaire (458, 459). Le NO-, bien que retrouvé 

en quantité équivalente chez les survivants, est connu pour son important rôle dans la mort 

cellulaire (460). ll en est de même pour les GC, qui jouent un rôle important dans l'AICD 

(274, 461-463). Enfin, d'autres médiateurs solubles qui n'ont pas été étudiés, comme l'IFN~ 

ou le TNF~, voire certaines molécules de surface comme TRAIL (464), pourraient également 

participer à l'induction de la mort cellulaire. 

ll semble que l'activation de cellules immunitaires, macrophages et/ou lymphocytes 

cytotoxiques, par l'intermédiaire de médiateurs solubles ou de molécules de surface, conduise 

à une destruction totale des lymphocytes et probablement des macrophages et autres CP A au 

cours de l'infection fatale par le virus Ebo-Z. Cependant, il est probable que cette activation 

cellulaire et la production de ces différents médiateurs soient également impliquées dans la 

pathogenèse de l'infection fatale. Les études de neutralisation de cytokines réalisées dans les 

modèles expérimentaux, mais aussi certains protocoles vaccinaux, ont mis en évidence un rôle 

pathogène de ces médiateurs (188, 190, 193, 194, 465) (cf Introduction, chapitre IV-1, p81-

82). En effet, le TNFa, l'IFNy, et les radicaux de l'oxygène peuvent être impliqués dans la 

CIVD et les troubles de la coagulation, l'augmentation de la perméabilité endothéliale et les 

désordres hépatiques (142, 147, 466) ; tandis que leur rôle dans la pathogenèse de certaines 

maladies virales a été décrit (274, 437, 467). Enfin, les concentrations élevées de sFasL 

peuvent avoir un rôle dans la neutrophilie caractérisant les infections filovirales, cette 

molécule possédant en effet des propriétés chemotactiques pour ces granulocytes ( 468, 469). 

Ainsi, les interactions précoces entre le virus Ebo-Z et le système immunitaire au 

cours de l'infection fatale conduisent à des réponses immunes défectueuses et à l'apoptose 

massive de lymphocytes et probablement de macrophages et autres CP A. Ces phénomènes 
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favorisent non seulement la réplication virale, mais sont probablement impliqués, par 

l'intermédiaire de la production excessive et incontrolée de médiateurs solubles et/ou de 

molécules de surface, dans les changements physiopathologiques aboutissant à la mort. 

Activation de lymphocytes T cytotoxiques 'protecteurs' au cours de l'infection non­

fatale. 

Contrairement aux patients fatalement infectés, aucune activation cellulaire n'est 

détectée chez les survivants pendant la phase aiguë de la maladie. Au contraire, une 

diminution de l'expression des ARNm codant pour les différentes familles de TCR-V~ est 

notée pendant la phase symptomatique, additionnellement à l'absence totale des 3 familles de 

TCR-V~ précédemment évoquée. Une lymphopénie transitoire, cependant moins prononcée 

que lors de l'infection fatale, est associée à l'infection non-létale de PNH par les virus Ebo-Z, 

Ebo-S et Ebo-R (20, 139), mais aussi à l'infection de l'homme par Ebo-CI (129). Ces résultats 

suggèrent qu'une relocalisation ou une délétion de lymphocytes T circulants survient de 

manière temporaire chez ces patients. L'absence de détection de marqueurs d'apoptose, tant 

dans le plasma que dans les leucocytes indique que la mort cellulaire ne semble pas, comme 

chez les patients fatalement infectés, massivement impliquée dans cette diminution de 

l'expression des ARNm dans les PBMC. ll est cependant possible que des phénomènes de 

mort cellulaire surviennent de manière localisée et mineure, à l'intérieur des organes 

lymphoïdes, les macrophages et d'autres cellules phagocytaires pouvant rapidement éliminer 

les débris cellulaires via le CD36 si la mort n'est pas trop massive et les macrophages 

fonctionnels (470, 471). La relocalisation transitoire de certains lymphocytes T vers les 

organes lymphoïdes - sites privilégiés de la réplication virale - et/ou les tissus infectés 

pourrait expliquer ces phénomènes, et a déjà été décrite dans le cas de la primo-infection par 

HN (472). La réponse inflammatoire précoce observée chez ces patients, et plus 

particulièrement la sécrétion précoce et massive de chemokines, peut être à l'origine de 

l'expression de molécules d'adhésion à la surface de l'endothélium, permettant ensuite 

l'extravasation et la migration des cellules immunitaires (370, 376, 378, 473). Une légère 

élévation des concentrations de sFas est notée pendant la phase symptomatique, cette 

sécrétion provenant probablement des macrophages infectés. 
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Les ARNm codant pour la plupart des familles de TCR-V~ sont à nouveau détectés 

dans les PBMC au moment de la diminution de l'antigénémie et de la disparition des 

symptômes, environ 12-15 jours après l'infection. De plus, une augmentation de l'expression 

des ARNm spécifiques de l'IFNy, CD28, Fas, FasL et perforine est observée à ce moment et 

pendant la proche convalescence, tandis que des concentrations modérées de sFasL sont 

détectées de façon transitoire. Le relargage de sFasL provient probablement des lymphocytes 

T activés et non des monocytes/macrophages infectés. En effet, la réplication virale semble 

déjà contrôlée à ce moment, étant donné les titres antigéniques décroissants et la moindre 

quantité d'ARN viral dans les PBMC. Ces résultats suggèrent l'activation de CTL chez les 

patients survivants. En effet, le délai observé entre l'infection et l'activation cellulaire est 

compatible avec l'induction de CTL plutôt que de cellules NK (390, 401 ). La présence de 

lymphocytes T spécifiques d'Ebo-Z dans les PBMC de survivants pendant la proche 

convalescence est confirmée par la stimulation in vitro de ces cellules par des Ag d'Ebo-Z. 

Les PBMC ayant été prélevés pendant la phase d'activation cellulaire précédemment décrite, 

les niveaux d'expression basale des ARNm concernés ainsi que le CD40 et le CD40L, à 

l'exception du CD28, sont plus élevés que ceux des témoins endémiques. Bien que la RT-PCR 

réalisée ne soit pas quantitative en dépit de l'homogénéisation des quantités d'ARNm grace à 

l'amplification parallèle d'un gène constitutif, une augmentation de l'expression des ARNm 

codant pour l'IFNy, le CD40L, FasL et perforine est néanmoins observée en réponse à la 

stimulation antigénique chez la plupart des survivants, et non les témoins endémiques. ll est 

par contre intéressant de noter que seuls les PBMC de témoins expriment les ARNm de l'IL-2 

et de l'IL-4 en réponse à la stimulation mitogénique. Cette différence résulte probablement de 

l'état d'activation préalable des cellules qui peut modifier leur réponse à une seconde 

activation. La forte expression des ARNm spécifiques du CD40L in vitro et du CD28 dans les 

PBMC des survivants suggère l'implication de ces 2 voies de costimulation dans l'activation 

lymphocytaire. Les interactions CD40/CD40L entre les lymphocytes T et les CPA ou les 

lymphocytes B sont en effet essentielles à l'induction de l'immunité cellulaire et humorale 

(474, 475), et la fixation du CD80 ou du CD86, exprimés par les CPA, sur le CD28 des 

lymphocytes T est un important signal de costimulation pour l'induction de la réponse Th, 

mais aussi des CTL (476-478). La réponse inflammatoire, par l'intermédiaire des cytokines 
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pro-inflammatoires, des chemokines et probablement d'interactions cellulaires, joue sans 

doute aussi un rôle dans l'induction de la réponse lymphocytaire observée chez les patients 

survivants, comme cela a été suggéré précédemment. 

Aucune trace d'apoptose n'est détectée dans les PBMC au moment de l'activation des 

lymphocytes. Contrairement à l'infection fatale, l'activation des lymphocytes T ne conduit pas 

à la sécrétion massive d'IFNy ni de sFasL, tandis que les médiateurs pro-inflammatoires ne 

sont déjà plus observés. La stimulation du CD28 est connue pour promouvoir la survie des 

lymphocytes activés (360, 429, 479), et une expression soutenue de l'ARNm codant pour Bcl-

2 est détectée dans les PBMC au moment de l'activation lymphocytaire (409, 410). Enfin, 

contrairement aux patients décédés, les CTL apparaissent chez les survivants à un moment où 

l'antigénémie se trouve dans la phase déclinante, évitant peut être ainsi la mort cellulaire 

induite par l'excès d'Ag. 

L'apparition des lymphocytes T activés dans les PBMC coïncide avec la diminution de 

l'antigénémie et des quantités d'ARN viral dans les cellules circulantes. Une réponse 

lymphocytaire T similaire est également observée chez les sujets asymptomatiques environ 2 

semaines après le premier contact infectieux et est corrélée à la disparition de l'ARN viral des 

PBMC (EM Leroy, S Baize et al, soumis) (E.M. Leroy, S. Baize et al, manuscript en 

préparation). Le rôle crucial des CTL dans le contrôle de nombreuses infections virales est 

connu et peut s'effectuer par des mécanismes cytotoxiques, mais également non-lytiques (401, 

480, 481). Enfin, l'importance de cette réponse a récemment été démontrée chez le cobaye 

préalablement immunisé par des plasmides codant pour la GP ou la NP du virus Ebo-Z (220). 

L'ensemble de ces résultats suggère que la réponse CTL est impliquée dans le contrôle de la 

réplication virale et l'élimination des cellules infectées ; et représente sans doute un paramètre 

indispensable de l'issue favorable des FHV à virus Ebo-Z. 
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

Les données virologiques obtenues au cours des différentes épidémies Gabonaises ont 

permis de confirmer l'extrême stabilité génétique de ce virus, et surtout suggèrent que les 

virus sont identiques quelle que soit l'issue de l'infection. De plus, les paramètres viraux et les 

symptômes sont similaires entre les patients au début de la maladie, indiquant que l'issue de la 

FHV à virus Ebo-Z dépend plutôt de la réponse de l'hôte que de l'infection par différentes 

souches virales. 

De profondes altérations du système immunitaire surviennent au cours de l'infection 

fatale. En effet, la réponse humorale est défectueuse, les IgG spécifiques n'étant jamais 

détectées chez les patients fatalement infectés. Tandis qu'aucune réponse inflammatoire 

précoce ne semble induite, des quantités élevées de médiateurs solubles majoritairement anti­

inflammatoires, résultant probablement de l'infection extensive des monocytes/macrophages, 

sont détectées dans les stades terminaux et jouent probablement un grand rôle dans les 

dysfonctionnements immunitaires. Enfin, l'activation précoce de cellules cytotoxiques dans 

les PBMC est suivie par l'apoptose intravasculaire massive de lymphocytes T, mais 

probablement aussi de lymphocytes B et peut être de monocytes/macrophages, qui pourrait 

être médiée par FasL, le TNFa et/ou l'IFNy. L'interaction précoce du virus Ebo-Z avec le 

système immunitaire, par l'intermédiaire des monocytes/macrophages, est probablement à 

l'origine de ces altérations. Cet effondrement des défenses de l'hôte permet non seulement au 

virus de se répliquer sans entraves, mais semble être également impliqué, par l'intermédiaire 

de médiateurs solubles et/ou de molécules de surface, dans les changements 

physiopathologiques aboutissant à la mort. 

Les patients survivant à l'infection par le virus Ebo-Z sont au contraire caractérisés par 

l'induction d'une réponse inflammatoire précoce, suivie d'une forte production d'lgG1 et d'IgG3 

dirigées contre plusieurs protéines virales et de l'activation de CTL spécifiques du virus Ebo­

z au moment de la disparition de l'antigénémie, tandis qu'aucune évidence de mort cellulaire 

n'est détectée chez ces patients. Ainsi, le contrôle de l'infection par le virus Ebo-Z dépend de 

la prompte installation d'une immunité spécifique à médiation cellulaire et humorale bien 

régulée. Ces résultats, alliés à l'extrême stabilité génétique du virus, confirment qu'une 
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approche vaccinale des FHV à virus Ebo-Z est envisageable, bien que les risques 

d'immunopathogenèse - déjà observée au cours d'infections de cobaye ou de PNH 

préalablement immunisés par Ebo-Z- ne soient pas à négliger. 

L'ensemble de ces résultats indique qu'au cours de l'infection par le virus Ebo-Z, des 

évènements très précoces, pour le moment inconnus, déterminent l'issue éventuelle de la 

maladie. Cette dichotomie pourrait provenir: i, de la voie d'inoculation (cutanée, muqueuse, 

lésions cutanées/muqueuses), ce qui est supporté par la très grande mortalité associée à 

l'infection par voie parentérale, et, au contraire, par la résistance de souris BALB/c à 

l'inoculation par voie sous-cutanée ou intra-musculaire d'une souche adaptée d'Ebo-Z ; ii, de 

la dose infectieuse, qui, en dépit de la similitude des paramètres virologiques au début de la 

maladie pourrait néanmoins être impliquée ; iii, de différences génétiques (CMH) ou dans la 

réponse immune innée entre les patients ; iv, d'un contexte immunologique (profil 

cytokinique) différent dans les organes lymphoïdes dans les premiers temps de l'infection ; v, 

de l'état d'activation des cellules - monocytes, macrophages ou autre CPA - précocement 

infectées ; vi, d'une réponse immune mémoire vis à vis d'un autre virus présentant des 

réactions croisées avec Ebo-Z, cette dernière hypothèse étant cependant peu probable. 

Bien que ces résultats constituent une avancée notable dans la compréhension des 

changements physiopathologiques conduisant à la mort et des mécanismes immunitaires 

permettant le contrôle de l'infection par le virus Ebo-Z, de nombreuses interrogations 

demeurent et plusieurs axes de recherche découlent de ces travaux. 

Surveillance épidémiologique des fièvres hémorragiques virales. 

Tout d'abord, il est indispensable et urgent, étant donné les risques d'émergence 

d'épidémies de FHV en Afrique Centrale et plus particulièrement au Gabon, de mettre en 

place une surveillance épidémiologique permettant le diagnostic rapide et exhaustif 

d'éventuels cas. Cette surveillance nécessite, au niveau du CIRMF, l'acquisition du label de 

l'OMS pour le diagnostic et la recherche sur les FHV et de disposer des outils nécessaires au 

dépistage des différentes FHV. Outre l'obtention de réactifs spécifiques (Ag, Ac) des 

différentes FHV auprès de centres collaborateurs du CIRMF, il sera également nécessaire, 
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considérant les nombreux avantages que cette technique procure, de développer des méthodes 

de diagnostic par RT-PCR spécifiques de ces infections. 

Pathogenèse de l'infection fatale par Ebo-Z et réponses immunes défectueuses. 

L'effondrement des défenses immunitaires et l'implication probable des altérations 

immunologiques dans les changements physiopathologiques aboutissant à la mort nécessitent 

de plus amples investigations afin de disséquer les mécanismes aboutissant à l'apoptose 

massive de cellules immunitaires. Un modèle d'infection in vitro de PBMC naïfs par le virus 

Ebo-Z a déjà été développé, les résultats préliminaires étant très encourageants. En effet, il 

semble que ce modèle reproduise différents aspects de l'infection fatale, comme l'activation de 

cellules cytotoxiques et des monocytes/macrophages infectés, la sécrétion de certains 

médiateurs solubles observés in vivo et enfin l'apoptose massive des lymphocytes T. L'analyse 

des mécanismes immunitaires induits au cours de l'infection, à l'aide de la cytométrie en flux, 

de la RT-PCR et du dosage de cytokines, permettra : i, d'analyser la réponse des 

monocytes/macrophages à l'infection virale ; ii, de caractériser les cellules cytotoxiques 

activées au cours de l'infection ; iii, de disséquer les interactions cellulaires et les médiateurs 

impliqués dans la destruction lymphocytaire massive ; iv, de caractériser précisément les 

cellules touchées par la mort cellulaire ; v, de préciser le rôle de différentes molécules de 

surfaces et de médiateurs solubles par la neutralisation de ces molécules (Ac bloquant ou 

récepteur soluble) ou, au contraire, par l'utilisation de cytokines recombinantes. 

La stimulation de PBMC naïfs, ou préactivés par un mitogène, par des préparations 

virales ou des Ag d'Ebo-Z inactivés de manière non-dénaturante permettra de mettre en 

évidence les effets éventuels de protéines virales sur les cellules immunitaires (activité 

superantigénique ou mitogénique, apoptose, immunosuppression ou au contraire activation 

cellulaire). 

Les cellules endothéliales, et plus particulièrement les monocytes/macrophages, étant 

les principales cellules cibles du virus, il sera important d'étudier les effets des différents 

médiateurs solubles retrouvés au cours de l'infection fatale sur l'intensité de la réplication 

virale dans ces cellules ; et d'une manière plus générale l'état d'activation des cellules cibles 

induit par l'infection in vitro par le virus Ebo-Z. 
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La réponse immune et le contrôle de l'infection par le virus Ebo-Z. 

Le contrôle de l'infection par le virus Ebo-Z étant associé à l'induction d'une immunité 

à médiation humorale et cellulaire, il est nécessaire de connaître les mécanismes conduisant à 

l'installation de cette réponse, mais également de préciser le rôle de chacune de ses 

composantes dans le contrôle de la réplication virale et la guérison. 

L'obtention de prélèvements sanguins des personnes ayant survécu à l'infection par le 

virus Ebo-Z lors des épidémies Gabonaises permettra l'analyse de la réponse immune 

mémoire spécifique de ce virus. ll sera en effet intéressant de comparer l'infection in vitro des 

PBMC des survivants, mais également leur stimulation par des Ag Ebo-Z, selon les méthodes 

précédemment décrites, avec les réponses obtenues avec les PBMC naïfs. Une collaboration 

est déjà en place avec une équipe présente sur le terrain, et le projet a obtenu l'aval des 

autorités sanitaires Gabonaises. A ce jour, le recensement et le consentement éclairé de plus 

de deux-tiers des survivants a déjà été obtenu, et une première série de prélèvements est déjà 

stockée au CIRMF. 

Le rôle apparemment crucial des Ac dans le contrôle des FHV à virus Ebo-Z nécessite 

cependant de plus amples investigations afin de connaître les mécanismes par lesquels ils 

interviennent: neutralisation, ADCC, opsonisation, activation cellulaire liée au pontage par 

l'Ag d'Ac fixés sur les récepteurs aux IgG. Ces études pourront être effectuées à partir des 

plasmas de survivants des épidémies de Mayibout et Booué et de différents types cellulaires -

monocytes, macrophages, cellules NK ; et permettront également de préciser les implications 

respectives de chacun des isotypes d'IgG constituant la réponse humorale de ces patients. 

Enfin, l'importance probable de la réponse inflammatoire précoce dans le contrôle de 

l'infection, symptomatique ou non, par le virus Ebo-Z incite à étudier le rôle des cytokines 

inflammatoires dans le contrôle de la réplication virale par les monocytes/macrophages et les 

cellules endothéliales et dans les fonctions de présentation d'Ag des cellules monocytaires. 
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Le laboratoire et les équipements de protection. 

En raison de leur contagion et de la mortalité qu'ils induisent, les filovirus nécessitent 

pour leur manipulation des conditions de sécurité maximales, de type BSL-4. Le laboratoire 

du CIRMF, qui nécessite encore quelques modifications pour répondre aux normes de 

sécurité, a néanmoins permis la manipulation de prélèvements biologiques de patients, 

plasmas ou PBMC, et d'isoler les souches virales sur cultures de cellules Véro. La pièce 

principale du laboratoire, soumise à une dépression et à un renouvellement constant de l'air, 

expulsé après filtration absolue, contient différents matériels de laboratoire: hotte à flux 

laminaire, incubateur à C02, congélateurs à -80°C et -20°C, container de stockage à azote 

liquide, microscope inversé, centrifugeuses, bain-marie et enfin, l'isolateur qui constitue la 

zone répondant aux normes de sécurité maximales. L'accès au laboratoire s'effectue par 

l'intermédiaire de 2 sas, celui jouxtant le laboratoire étant également soumis à une dépression. 

Les équipements de protection, revêtus dans le premier sas, consistent en une combinaison 

intégrale étanche aux particules et aux éclaboussures, des surchausses (X 2), 3 paires de gants 

en latex, un masque chirurgical et un masque respiratoire à pression positive. Tous ces 

équipements, à l'exception du masque respiratoire, sont à usage unique et jetés dans le 2ème sas 

lors de la sortie du laboratoire. Les déchets biologiques solides et liquides sont décontaminés 

par autoclavage (autoclave à double entrée-sortie), puis incinérés par la suite. Les 

équipements indispensables du laboratoire (système d'extraction d'air, isolateur, serrure 

électrique du sas d'entrée) sont préservés des coupures d'électricité du réseau général par 

l'adjonction d'un onduleur de grande autonomie. 

Les prélèvements sanguins et le transport des échantillons. 

Lors des prélèvements sanguins des patients symptomatiques, une combinaison 

identique à celle utilisée dans le laboratoire, des bottes, un masque chirurgical, des lunettes de 

protection et enfin 2 paires de gants en latex étaient systématiquement portés. Les 

prélèvements sanguins ont été effectués à l'aide du système Vaicutainer® (Becton-Dickinson, 

San Jose, USA) dans des tubes contenant de l'EDTA ou parfois du citrate. Les tubes étaient 

désinfectés à l'aide d'une solution d'hypochlorite de sodium à 2%, emballés dans un emballage 

anti-choc et hermétique, puis stockés dans la glace jusqu'à l'arrivée au laboratoire où les 

échantillons étaient traités immédiatement. 

Lors de l'épidémie de Mayibout, la plupart des patients en phase symptomatique ont 

été prélevés dans les villages de Mayibout 1 & ll, puis à l'hôpital de Makokou pendant la 

convalescence. Six heures de pirogue ont été nécessaires pour acheminer les échantillons de 
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Mayibout à Makokou, puis encore 6 h de route pour arriver à Franceville. Lors de l'épidémie 

de Booué, les patients hospitalisés étaient prélevés régulièrement, puis les échantillons 

transportés par la route (7h) ou, le plus souvent, par voie aérienne (lh30). Dans tous les cas, il 

ne s'est pas écoulé plus de 12h entre le prélèvement du patient et le traitement des échantillons 

au laboratoire. 

2. Détection des Ag circulants d'Ebo-Z. 

Les plasmas sont inactivés par la chaleur (1h à 60°C) avant le dépistage des Ag d'Ebo­

Z, ce qui permet de réaliser ces dosages sans aucun risque infectieux. Des plaques de micro­

titration 'Maxisorp' (Nunc, Copenhague, Danemark) sont incubées une nuit à 4 oc avec un 

'cocktail' de 7 AcMe spécifiques d'Ebo-Z (fournis gracieusement par P.E. Rollin & T.G. 

Ksiazek, Special Pathogen Branch, CDC, Atlanta, USA) ou une ascite normale de souris 

(utilisée comme contrôle négatif pour chaque plasma), dilués au 1/lOOOème dans du PBS. 

Plusieurs dilutions de chaque plasma (de 1/4 à 1/256 pour le diagnostic courant et de 1/4 à 

1/6400 pour la cinétique des patients) dans un tampon composé de PBS, de lait écrémé en 

poudre 5% et de Tween 20® 0,1% (Sigma, Deisenhofen, Allemagne) sont ensuite incubées 

1h30 à 37°C suivies par un sérum polyclonal de lapin anti Ebo-Z (P.E.R. & T.G.K., CDC, 

Atlanta) dilué au 111500ème dans le même tampon, 1h à 3]CC. Enfin, un sérum de chèvre anti 

IgG de lapin couplé à la peroxydase (HRP) (Kirkegaard & Perry Laboratories, Gaithersburg, 

USA) est incubé 1h à 37°C, dilué au 1110000 dans le même tampon supplémenté de 2% de 

sérum normal de chèvre. Le substrat TMB (Kirkegaard & Perry Laboratories) est utilisé pour 

la révélation, et les DO sont mesurées à l'aide d'un lecteur de plaques (Diagnostic Pasteur, 

Marne-la-Coquette, France). Trois lavages en PBS-Tween 20 0,1% sont effectués entre 

chaque incubation à l'aide d'un laveur de plaques LP35 (Diagnostic Pasteur). 

3. Isolement viral. 

Des isolements viraux ont été réalisés à plusieurs reprises à partir de prélèvements 

sanguins de patients fatalement infectés en phase symptomatique. Les cellules V éro E6 sont 

cultivées dans des flacons de culture de 75 cm2 (Nunc) dans du milieu RPMI 1640/HEPES 

25mM (Gibco BRL, Eragny, France) supplémenté par 5% de sérum de veau fœtal (SVF), 

Glutamine 1 mM (Gibco), acides aminés non-essentiels 1mM (Gibco) et gentamicine 10 

Jlg/ml (Sigma) à 3rC sans C02. Les cultures sont entretenues par repiquage après 
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trypsinisation des cellules. Le milieu de culture est vidé du flacon, puis 3 ml de versène dilué 

au 1!5000ème (Gibco) sont ajoutés 3 fois de suite et incubés 1 mn. Enfin, 1 ml d'une solution 

de trypsine-EDTA (Gibco) est ajouté et le flacon de culture est incubé lmn à 37°C. Les 

cellules sont ensuite transférées dans un tube, centrifugées 10 mn à 500g, remises en 

suspension dans du milieu de culture et reparties dans plusieurs flacons. 

L'inoculation des cellules est effectuée dans l'isolateur en remplaçant le milieu de 

culture par 200 f-Ll d'un plasma de patient dilué au 1/lOème dans du RPMI, incubé lb à 3rC. 

Cinq ml de milieu de culture à 2% de SVF sont alors ajoutés et les cellules incubées à 37°C. 

Une surveillance microscopique quotidienne est ensuite effectuée afin d'observer les effets 

cytopathogènes, ballonisation (3-5 jours après l'inoculation) et lyse (5-9 jours). Le surnageant 

est prélevé lorsque le tapis cellulaire est complètement lysé et stocké à -80°C. 

4. Amplification d'un fragment du gène L d'Ebo-Z. 

Les PBMC sont obtenus après centrifugation à 1300 g pendant 15 mn de 3 ml de sang 

total sur ficoll (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suède) dans des tubes Leucocep® (Becton­

Dickinson). Après 2 rinçage en RPMI, les ARN sont extraits des PBMC à l'aide du kit 

RNeasy® (extraction à l'isothiocyanate de guanidium, Qiagen, Düsseldorf, Allemagne) et 

stockés à -80°C. 

Les culots sanguins, obtenus chez les patients de Mayibout après séparation du 

plasma, ont été conservés à -80°C préalablement à l'extraction. Cent f-Ll de suspension 

homogénéisée par agitation sont mélangés à 700 f-Ll de la solution d'isothiocyanate de 

guanidium, la suite de l'extraction étant identique à celle des PBMC. 

Transcription inverse. 

L'ADN complémentaire (ADNe) est obtenu en incubant lh30 à 42°C un mélange 

composé de 200 ng d'ARN total (quantité évaluéee par absorbance à 260 nm sur un 

spectrophotomètre Genquant®, Pharmacia), inhibiteur de RNase 250 U/ml (Boehringer 

Mannheim, Mannheim, Allemagne), dithiothréitol 0,1 M (Gibco), hexanucléotides aléatoires 

1 f-LM (Boehringer Mannheim), désoxynucléotides tri-phosphates (dNTP) lmM (Pharmacia), 

transcriptase inverse SuperScript u® 250 U/ml (Gibco). Le mélange est ensuite chauffé à 

65°C pendant 5 mn afin d'inactiver l'enzyme. 
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Amplification par PCR du fragment du gène L. 

10% du volume réactionnel de transcription inverse est utilisé comme matrice pour 

l'amplification dans un mélange composé de dNTP lmM, de Taq polymérase 10 U/ml 

(Appligène Oncor, lllkirch, France) et des oligonucléotides suivants (0,4!1M) (communiqués 

par A. Sanchez, CDC, Atlanta): 5'-ACATCACTTTGAGCGCCCTCA-3' et 5'­

AGCTGGCTT ACAGTGAGGATT-3'. Le témoin négatif consiste à amplifier le mélange 

réactionnel sans ajouter d'ADNe (résultats non présentés). Le mélange est ensuite incubé dans 

un thermocycleur PE4800 (Perkin-Elmer, Rotkreuz, Suisse) pour 45 ou 35 cycles, selon que 

la PCR sera unique ou suivie par une seconde, respectivement, à 94°C (30"), 55°C (l') et 

72°C (1'30") ; suivis d'une phase d'extension finale à 72°C (5'). Les produits de PCR sont 

ensuite séparés par électrophorèse sur gel d'agarose à 1,5% en même temps qu'un marqueur 

de poids moléculaire (<1> 174 DNA Hae III Digest, Sigma) et visualisés par la fluorescence aux 

ultra-violets du bromure d'éthidium incorporé dans les fragments d'ADN. 

'Nested'-PCR du gène L d'Ebo-Z. 

Afin d'augmenter la sensibilité de détection du fragment du gène L d'Ebo-Z, une 2ème 

PCR, destinée à amplifier un fragment de 298 pb à partir des produits de première PCR a été 

développée. Le mélange réactionnel est similaire à celui de la première PCR, à l'exception de 

la matrice qui est ici le produit de première PCR et des amorces, qui sont les suivantes: 5 '-

GCGCAAGGTTTCAAGGTTGAA-3' et 5'-TTGAGTCAGCATATATGAGTT-3'. Les 

conditions thermiques sont les mêmes que précédemment. Là encore, le mélange réactionnel 

sans produit de première PCR est amplifié comme contrôle de contamination. 

5. Immuno-capture des IgM spécifiques d'Ebo-Z. 

Des plaques de micro-titration 'Maxisorp' (Nunc) sont incubées une nuit à 4 oc avec un 

sérum hyper-immun de chèvre spécifique des IgM humaines (BioSource, Camarilla, CA, 

USA). Plusieurs dilutions en PBS-Tween 0,1 %-Lait 5% de chaque plasma (de 1/lOOème à 

l/6400ème) sont incubées sur la plaque lh30 à 37°C, puis, après 3 lavages en PBS-Tween 

0,1 %, des Ag Ebo-Z (fournis par P.E.R. & T.G.K., CDC, Atlanta) ou un surnageant de culture 

négatif sont ensuite appliqués pendant lh à 37°C, suivis, après 3 lavages, par un sérum hyper­

immun de lapin anti Ebo-Z dilués au 1!1500ème dans le même tampon. Un sérum hyper­

immun de chèvre spécifique des IgG de lapin et couplé à la HRP est ensuite ajouté et la 

révélation est effectué à l'aide d'un substrat TMB (Kirkegaard & Perry Laboratories). 
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6. Détection des IgG spécifiques d'Ebo-Z par ELISA. 

Détection des IgG spécifiques totales. 

Des plaques de microtitration 'MaxiSorp' (Nunc) sont incubées une nuit à 4°C avec des 

Ag Ebo-Z (fournis par P.E.R. & T.G.K., CDC, Atlanta) ou un surnageant de cellule Véro 

(contrôle négatif d'Ag), dilués au 1/lOOOème en PBS. Différentes dilutions en PBS-Tween 

0,1 %-lait 5% des plasmas sont ensuite incubées sur les 2 types d'Ag pendant 2h à 37°C. Un 

sérum hyper-immun de chèvre spécifique de la chaîne y des IgG humaines, couplé à la HRP 

(Sigma) est ensuite ajouté, dilué dans le même tampon au 114000ème, pendant 1h30 à 37°C. La 

révélation est effectuée par le substrat TMB. 

Détection des isotypes d'lgG spécifiques d'Ebo-Z. 

La procédure est la même à l'exception de l'incubation, après les plasmas des patients, 

d'AcMe spécifiques des différents isotypes d'IgG humaines (lgG 1 à 4) couplés à la bio tine 

(Sigma), dilués dans un tampon composé de PBS, Tween 0,1% et de sérum albumine bovine 

(SAB) 3%, respectivement au 1/200ème, l/3000ème, 1/3000ème et 1/lOOOème, suivie par une 

solution de streptavidine-peroxidase (Sigma) diluée au 111 OOOème en PBS-Tween 20 0,1% et 

de la révélation par le substrat TMB. 

7. Analyse par western blot de la réponse IgG spécifique. 

Deux approches différentes ont été utilisées pour l'analyse en western blot de la 

réponse IgG des patients, l'une utilisant des Ag d'Ebo-Z homologues (souche Gabon) et l'autre 

des Ag d'Ebo-Z provenant d'une autre souche (Mayinga). 

Un surnageant de culture de cellules Véro E6 inoculées 9 jours auparavant par une 

souche provenant d'un patient de Booué a été séparé par électrophorèse sur gel d'acrylamide 

(BioRad, Hercules, CA, USA) (SDS-PAGE) à 9% en condition non-réductrice, en même 

temps que des témoins de poids moléculaires standards (Amersham, Les Ulis, France), puis 

transférés sur membrane de nitrocellulose à 55V pendant 4h à 4 oc. Les bandelettes de 

nitrocellulose sont ensuite saturées par une incubation de PBS-Lait 5% pendant 1h à 

température ambiante. Les plasmas sont dilués au 1125ème en PBS-Tween 20 0,1 %-Lait 2,5% 

et incubés une nuit à 4 oc sous agitation. Les IgG spécifiques des Ag d'Ebo-Z sont détectées 

par un sérum hyper-immun de chèvre spécifique de la chaîne y des IgG humaines couplé à la 

HRP (Sigma) et révélées par un substrat diarninobenzidine (SigmaFast®, Sigma). Une ascite 

181 



Matériel & Méthodes 

de souris immunisée contre des Ag d'Ebo-Z (fournie par P.E.R. & T.G.K, CDC, Atlanta) est 

utilisée comme contrôle positif, diluée au 1/lOOOème. 

Dans le but d'augmenter la sensibilité de détection, une préparation concentrée et 

purifiée, comme cela a été précédemment publié (107), de virus Ebo-Z (Mayinga) 

(généreusement fournie par V.E. Volchkov) a été séparée par SDS-PAGE 10% en condition 

réductrice, puis transférée sur membrane de fluoride de polyvinylidène à 55V pendant 3h à 

4 oc. Les plasmas sont ici dilués au 111 oooème dans le même tampon, et incubés sur la 

membrane 1h à température ambiante. Le sérum hyper-immun anti IgG humaine couplé à la 

HRP est dilué au 1150000ème et incubé 1h. La révélation est effectuée à l'aide d'un substrat 

chemiluminescent (SuperSignal Ultra®, Pierce, Rockford, USA), les signaux lumineux 

générés étant enregistrés sur film photographique (Amersham). 

8. Dosages immuno-enzymatiques (ELISA). 

La plupart des tests ELISA utilisés pour la détection des différents médiateurs ou 

marqueurs solubles étant des kits commerciaux, un résumé des caractéristiques de ces tests est 

présenté dans le tableau VI. Le dosage du monoxyde d'azote a été réalisé à l'aide d'un test 

molécule 
fabricant Sensibil. 

Témoins molécule 
fabricant Sensibil. 

Témoins 
dosée endém. dosée endém. 
IFNa R&D Sys 20 pg/ml <seuil Néoptérine Immuno 0,2 ng/ml 2,2 ng/ml 
ll..-12 R&D Sys 10 pg/ml <seuil SAA Bi oS ource 5 ng/ml <seuil 
ll..-1~ R&DSys 10 pg/ml <seuil ll..-13 R&DSys 100 pg/ml <seuil 

ll..-1RA R&D Sys 100 pg/ml 1,6 ng/ml TGF~ R&DSys 0,5 ng/ml 22,8 ng/ml 
TNFa R&D Sys 10 pg/ml <seuil ll..-10 Amersham 20 pg/ml <seuil 

Il Immuno 20 pg/ml <seuil Il Immuno 20 pg/ml <seuil 
sTNF-RI R&DSys 40 pg/ml 1,8 ng/ml ll..-2 Amers ham 20 pg/ml <seuil 
sTNF-RII R&DSys 40 pg/ml 5 ng/ml Il Immuno 20 pg/ml <seuil 

ll..-6 Immuno 10 pg/ml <seuil ll..-4 Amers ham 10 pg/ml <seuil 
sll..-6R R&D Sys 150 pg/ml 20 ng/ml ll..-5 Pharmingen 40 pg/ml <seuil 
MIP-1a R&DSys 40 pg/ml 0,2ng/ml IFNy R&DSys 20 pg/ml <seuil 
MIP-1~ R&D Sys 80 pg/ml 0,93 ng/ml Il Immuno 20 pg/ml <seuil 

ll..-8 Immuno 40 pg/ml <seuil sFas MBL 0,5 ng/ml 1,5 ng/ml 
RANTES R&DSys 0,5 ng/ml 40 ng/ml sFasL MBL 50 pg/ml <seuil 
MCP-1 R&D Sys 25 pg/ml 0,12 ng/ml NMP4117 Calbioch .. 10 U/ml <seuil 

Tableau VI. Caractéristiques des kits ELISA commerciaux utilisés. La molécule dosée, le fabricant, le seuil de sensibilité des 
différents kits sont figurés, ainsi que la moyenne de lO témoins endémiques, quand cette dernière est supérieure au seuil de 
sensibilité. Les différents fabricants sont: R&D System Europe, Abingdon, UK ; Immunotech, Marseille, France ; BioSource, 
Camarillo, CA, USA ; Arnersham, Les Ulis, France ; Pharmingen, San Diego, CA, USA ; Medical & Biological Laboratories, 
Nagova, Japan et Calbiochem, La Jolla, CA, USA. Les dosages sont effectués selon les instructions du fabricant. 

colorimétrique commercial (Boehringer Mannheim). Brièvement, les plasmas sont dilués 2 

fois dans un tampon phosphate de potassium et filtrés par centrifugation, à 2000g pendant 45 

mn, sur une membrane retenant les molécules de poids supérieur à 10 kDa (Macro sep, Filtron, 
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Northborough, MA, USA). Le filtrat est recueilli et testé selon les instructions du fabricant. 

Le seuil de détection est de 0,3 J..lM. 

9. Détection dans les PBMC d'ARNm spécifiques de marqueurs 

d'activation par RT-PCR. 

Les ARN sont extraits des PBMC de patients infectés par Ebo-Z à l'aide du kit 

RNeasy® (Qiagen), puis les ARNm sont purifiés par chromatographie sur colonne poly-dT 

(QuickPrep®, Pharmacia Biotech) afin d'éliminer les risques d'amplification de l'ADN 

génomique lors de la PCR (les ARN totaux étant contaminés par de l'ADN génomique après 

la première extraction), possible lorsque les amorces sont localisées dans le même exon. 

Les ADNe sont synthétisés comme cela a été décrit pour la PCR virale, à l'exception 

de l'utilisation d'oligo-dTc1s) lJ..lM (Boehringer Mannheim) comme amorce de transcription 

inverse au lieu des hexanucléotides aléatoires. La réaction est également réalisée sur certains 

échantillons d'ARNm sans ajoût de transcriptase inverse, ces échantillons étant par la suite 

soumis à une PCR afin de confirmer l'absence de contamination par de l'ADN génomique. 

Dix pour cent du volume réactionnel est utilisé comme matrice pour la PCR, réalisée 

dans les mêmes conditions que la PCR virale. L'ARNm codant pour la P actine est utilisé 

ARNm Amorce 'sens' (5'-3') Amorce 'antisens' (5'-3') To 

p actine CAGGCACCAGGGCGTGAT GCCAGCCAGGTCCAGACG 60 

IL-10 TGCCTGGTCCTCCTGACTGG GCCTTGCTCTTGTTTTCACA 60 

IL-12 CGGATGCCCCTGGAGAAATG CTCTTGCCCTGGACCTGAAC 60 

IL-2 TACAACTGGAGCATTTACTG GTTTCAGATCCCTTTAGTTC 50 

IL-4 GCCTCACAGAGCAGAAGACT TCAGCTCGAACACTTTGAAT 50 

IL-5 CTGATAGCCAATGAGACTCT TATTATCCACTCGGTGTTCA 60 

IFNy TGGAAAGAGGAGAGTGAC ATTGCTTTGCGTTGGACA 60 

CD28 TTTCCTGTACAGGCCAAGTCT TTTGAGGGATCCCTCATTTGA 55 

CD40 CTGCCACCAGCACAAATACTG GGGTCCTCCTACCGTTTCTCT 55 

CD40L CAAACTTCTCCCCGATCTGC AATGGAGCTTGACTCGAAGC 55 

Fas GGGATTGGAATTGAGGAAGAC TTGGTGTTGCTGGTGAGTGTG 55 

Fas-L GATGGAGGGGAAGATGATGAG ATGCTGTGTTAGGAATGAAAT 55 

Perforine CTACAGTTTCCATGTGGTAC TTATTGTCCCACACGGTGCT 55 

CD3 TTAGGGCTGAAAGTCTCTCTG AAAAATGGAATCTGGGAAGTA 50 

CD8 CCCACTTTGTAGCCCCATCAC TCAGTCCTCCAGCACACTCTG 58 

CD4 TCCTTCCCACTCGCCTTTACA AGCACCCACACCGCCTTCTCC 58 

CD14 CTCCCGCCTCAAGGAACTGAC AGCCCAGCGAACGACAGATTG 55 

CD20 TTGGGCATTTTGTCAGTGATG TCTGTTTCTTCTTCTTCCTCT 55 

Bcl-2 CGACGACTTCTCCCGCCGCTACCGC CCGCATGCTGGGGCCGTACAGTTCC 45 
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comme gène constitutif afin de vérifier l'intégrité des ARNm et d'homogénéiser les quantités 

d'ARNm utilisées pour la transcription inverse. Les couples d'amorces utilisés ont été publiés 

par L. Imberti et al (411). 

En ce qui concerne la détection des ARNm codant pour les différentes familles de 

TCR-Vp, une région de 18 nucléotides située dans la partie constante de la chaine p du TCR a 

été utilisée comme amorce 'anti-sens' et présente la séquence suivante: 5'­

GTGCACCTCCTTCCCATT-3'. Les amorces 'sens' sont spécifiques de chaque famille et sont 

les suivantes: 

TCR Amorce 'sens' (5'-3') TCR Amorce 'sens' (5'-3') 

V~l GCACAACAGTTCCCTGACTTGCAC V~ll TCAACAGTCTCCAGAATAAGGACG 

V~2 TCATCAACCATGCAAGCCTGACCT V~12 AAAGGAGAAGTCTCAGAT 

V~3 GTCTCTAGAGAGAAGAAGGAGCGC V~13.1 CAAGGAGAAGTCCCCAAT 

V~4 ACATATGAGAGTGGATTTGTCATT V~13.2 GGTGAGGGTACAACTGCC 

V~5.1 ATACTTCAGTGAGACACAGAGAAAC V~14 GTCTCTCGAAAAGAGAAGAGGAAT 

V~5.2 TTCCCTAACTCTCGCTCTGAGCTG V~15 AGTGTCTCTCGACAGGCACAGGCT 

V~6 AGGCCTGAGGGATCCGTCTC V~16 AAAGAGTCTAAACAGGATGAGTCC 

V~7 CCTGAATGCCCCAACAGCTCTC V~17 CAGATAGTAAATGACTTTCAG 

V~8 ATTTACTTTAACAACAACGTTCCG V~18 GATGAGTCAGGAATGCCAAAGGAA 

V~9 CCTAAATCTCCAGACAAAGCTCAC V~19 CAATGCCCCAAGAACGCACCCTGC 

V~lO CTCCAAAAACTCATCCTGTACCTT V~20 AGCTCTGAGGTGCCCCAGAATCTC 

L'amplification de l'ADN est réalisée comme pour la PCR virale par 35 (actine) ou 40 

cycles (autres amorces) à 94 oc pour 30', température d'hybridation spécifique pour 1' et 72 oc 
pour 1'30, suivie d'une étape d'extension finale à 72°C pendant 5'. Les produits de PCR sont 

visualisés par marquage au bromure d'éthidium après séparation par électrophorèse sur gel 

d'agarose à 1,5% simultanément à un marqueur de poids moléculaire (<1>174, Sigma). Les 

résultats sont représentatifs de 4 expérimentations différentes pour chaque patient et chaque 

ARNm. 

10. Détection de la fragmentation de l'ADN des leucocytes circulants. 

Le sang a été prélevé sur tube citraté, le plasma séparé et le culot sanguin conservé à-

80°C jusqu'à l'extraction de l'ADN génomique. Les culots sont lysés dans un tampon Tris-HCI 

(pH 8.0) 50 mM, EDTA 10 mM, sodium lauryl sarcosinate 0,5%, protéinase K 0,5 mg/ml, et 

incubés 1h à 50°C. La RNase A est ajoutée pour obtenir une concentration finale de 0,1 

mg/ml et une autre incubation d'1h à 50°C est effectuée. L'ADN est ensuite extrait par la 
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méthode au phénol/chloroforme, mélangé à un tampon de charge composé de glycérol ( 40% 

du volume), EDTA 1mM et bleu de bromophénol (0,4% poids/volume), puis séparé par 

électrophorèse sur gel d'agarose à 2% en même temps qu'un marqueur de poids moléculaire 

( <I> 17 4, Sigma) et visualisé par marquage au bromure d'éthidium. 

11. Stimulation in vitro de PBMC de survivants. 

Les PBMC de 4 patients ayant survécu à l'infection par le virus Ebo-Z au cours de 

l'épisode de Mayibout, obtenus à partir de prélèvements sanguins (tubes EDTA) réalisés 3 

semaines après le contact infectieux (10-12 jours après l'apparition des symptômes), mais 

également de 3 témoins endémiques sains, ont été stimulés in vitro par un mitogène et des Ag 

Ebo-Z (Mayinga). Les PBMC des patients et des témoins sont réparties à 5 millions/puits 

dans des plaques de culture à 24 puits (Nunc) en milieu RPMI supplémenté d'HEPES 25 mM, 

SVF 10%, glutamine 1 mM, acides aminés non essentiels 1 mM et gentamicine 10 11g/ml et 

stimulées par 10 11g/ml (micro BCA protein assay, Pierce) d'Ag obtenus à partir de 

sumageants de culture de cellules Véro infectées par Ebo-Z ou non (témoins pour les Ag non 

spécifiques d'Ebo-Z), ou par un mitogène (PMA 1 11g/ml et ionomycine 400 ng/ml) pendant 

16 h à 37°C (sans C02). Après ce temps, les PBMC sont récoltées, y compris les cellules 

adhérentes (le fond des puits est raclé à l'aide d'un racleur stérile à usage unique, Falcon, 

Becton Dickinson), dans du PBS et centrifugées 10 mn à 800g. Les ARNm sont ensuite 

extraits et traités selon la procédure décrite dans le paragraphe 9. 
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Isolation and partial molecular 
characterisatlon of a strain of Ebola 
virus during a recent epidemie of 
viral haemorrhaglc fever ln Gabon 
M C Georges-Courbot, C Y Lu. J Lansoud-Soukate, E Leroy, 
S Baize 

BeiWeen 1994 and 1996, three successive outbreaks of 
haemorrhagic fever have occurred in the tropical forest 
region of north-eastern Gabon with a high fatality rate (57% 
in Minkouka, 66% in Mayibout'; final figures not yet 
available for Booué). Data concerning the first IWo Gabonese 
epidemies, as weil as Ebola virus isolation carried out at 
Centre International de Recherches Médicales de Franceville 
(CIRMF), have been previously reponed.' It is clear from 
these and from results of serological surveys that the Ebola 
virus is present in Gabon' and widespread throughout 
equatorial Africa.' 

The third epidemie staned on July 13, 1996, in Booué, 
nonh-eastern Gabon. There have been no new cases 
reponed since Oct 30. 24 cases presenting with high fever, 
diarrhoea, vomiting, and haemorrhagic symptoms have been 
reponed to date, one of which was a Gabonese doctor who 
contracted the disease when treating a patient and who 
subsequently sought medical care in South Africa, where it is 
believed he contaminated the nuning personnel. Among 
these confirmed cases, 17 have died; a 68% fatality rate. On 
Oct 4, the Gabonese health authorities sent CIRMF sera 
from two clinically confirmed cases and three exposed 
individuals. These sera were tested by Ebola antigen virus 
capture ELISA assay (using reagents kindly provided by the 
Special Pathogens Branch, CDC, Atlanta, GA, USA). The 
IWO clinical cases had high titres (16 and >256) of virus 
antigen but the three othen were negative. The five sera were 
also screened by indirect immunofluorescence for antibodies 
(IFA) to Crimean-Congo Fever, Rift Valley Fever, Ebola, 
Lassa, and Marburg ("CRELM" test). Ali gave negative 
results as did sera from the first Ebola epidemie in Gabon, 
demonstrating the lack of sensitivity of IFA during the acute 
phase of Ebola virus infection. 

On Oct 27, sera from IWO other cases taken during the 
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acute symptomatic phase (titres >256 for Ebola virus 
antigen) were used to inoculate Vero cell cultures. lnfected 
Vero cells showed cytopathogenic features 7 days after 
inoculation with a high titre of viral antigen as shawn by 
immunocapture. In arder ta compare bath strains we 
extracted viral RNA from Gabon strain 1996/2 (Booué) and 
1994 (Minkouka) from peripheral blood mononuclear cells 
of patients and supernatants of Vero cultures with RNeasy kit 
(Qiagen). The fint strands of eDNA were synthesised with 
GeneAmp RNA PCR kit (Perkin-Eimer). The amplification 
was carried out using the DNA thermal cycler 480 (Perkin­
Elmer) with degenerate primers from a conserved region of 
the L gene, selected using sequences of the Sud an strain, and 
IWo Marburg strains (GenBank data). The PCR products of 
bath 1994 and 1996/2 Gabon strains were directly sequenced 
using Sequenase II kit (Amersham). 

The Gabonese strains are very similar: in the fint 156 bp 
sequence, a single base {position Il 0, A->G substitution) 
differentiated the two strains. This result indicates that Ebola 
viroses circulating in Gabon were stable during these two 
outbreaks which occurred at an 18-month interval. 
Molecular characterisation of the nuclearprotein and 
glycoprotein gene regions is in progress in our laboratory, as 
weil as comparison (on the basis of our fint results) with 
Ebola Zaïre strain ta which Ebola Gabon strains seem ta 
present high homology (>99%) compared with Sudan Maleo 
strain (77·3%), Marburg Popp strain (71·3%), and Marburg 
Musoke strain (69·4%). 

Georges AJ, Renaut AA, Benherat E, et al. Recent Ebola virus 
outbreaks in Gabon from 1994 to 1996: epidemiologie and control 
issues. Repon of International Colloquium on Ebola virus research, 
Antwerp, 1996. 
[vanoff B, Duqucsnoy P, Languillat G, et al. Hemorrhagic fevcr in 
Gabon: incidence of Lassa, Ebola and Marburg viroses in Haut~ 
Ogooué. Trans R Soc Trop Med Hyg 1982; 16: 719-20. 
Johnson E, Gonzalcz JP, Georges AJ. Eilovirus activity among selected 
ethnie groups inhabiting the tropical forest of equatorial Africa. Trans 
R Soc TropMed Hyg 1993; 87: 536-38. 

Unlt6 de Blololle deo R6trovlruo et deo Pathopnu vl1'8ux op6claux 
{M-c Georges-courbot), Unlt6 de G6n6tlque at de Pha"""""C6n611que, 
and Unlt6 de Recherche our leo Maladln Emerpntn R66merpnteo, 
Centre International de RocherchH M6dlcaleo de Franceville (CIRMF), 
BP 769 FrancaviHe, Gabon 
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Defective humoral responses and extensive intravascular 
apoptosis are associated with fatal outcome in 

Ebola virus-infected patients 

SYLVAIN BAIZE1
", !rue M. LEROY1

, M • ...C. Gmaoes-Col.irulc;trl, MoNIQUE CAPRO~, 
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, PA ma ows, SusAN P. Ptmu-Hoœ•, 
jOSEPH B. McCoRMICK5 & AulN J. GWRGES1 

•etrtm l~l 44 ~ Mldicaln 44 Franmille, B.P. 7ti9, ~~~~. Gtd.r<m 
'Ctr~lrf .t'l-mnop tt de Blllltlgie hw/taire, lNSl'J!M U 167, lnstitur Pastm« de LJfle, 

1 rut b ~, Calmettt, $9019, Lille, Fmnœ 
'Lilt>omtoire Cmtml d'J~ Ctllulilw et Tissuklw, CNRS U 6Z5; Mpifal de ht Pltil..sttlp4ttim!, 

Paris, FrtlJJcl 
\ ·~Mtltœl Mitifux, 11t11118cnttgehtt, 69002 Lyon, Fmnœ 
JJ>wr-n.t~ll,fht, J541awnw MamlM~ 69:16<1M""J' l'itnlfe, Franœ 

SJJ. Rlfd EJ.f.L. cqnlrlb~ tquslly tf1 this wM: 
C~ Ulmdd bellddtmld roSA: ('lt/tlfl: sbtli~.sci~ cr E..M.L.; llmtlll: elero,o!Jklrmf.sd.go 

Ebola virus ts very pathogenlc ln humans. lt lnduces an acute he­
morrtutgk fever that leads to death ln about 70% of patients1• 

We compared the lmmune responses of paUents who died from 
Ebola virus dlsease wfth thse who wrvlved during two large 
outbreaks in 19H ln Gabon. Jn ~ utly and fncreung 
levels of lgG, dlrec:ted rnalnly tgllmt the ~teln and the 
4().W)a viral proteln, were followed by durance of clrculatlng 
viral antigen ft activation of tytotoxih ("tlls, whkh w.u lndJ. 
cated by the upregulatlon of Fast.. perforln, COD and gamma 
Interferon mRNA in peripherat blood mononudear œiiL ln a:H\­

trast:. fatal Infe<tlon wu characterl:red by impalred humoral re­
sponses, wlth Abset spedflc lgG and btrely detectable lgM. 
Early ac:tNation of T œlls, lndicated by mRNA patterns ln perlph· 
eral blood mononudear ceffs ft consfderabhl release of 
gamma interferon ln plasma,. was followed ln the dilys preced­
lng death by the dlsappearance of T cetl·related rnRNA (lnclud· 
fng COl and CDB). DNA fragmentation ln blood leukoqtes and 
retease of 4117 nuclear matrlx proteln ln pJasmalndicated that 
manlve lntravuwlar apoptosls proceeded relentlessly during 
the tast 5 day;; of life. Thus, mnts very taffy ln Ebola vlrns lnfec. 
tion determine the control' of viral replication and recovery or 
catastrophlc illness and death. 

Ebola virus infecl:ion was conflt'med ln patients wlth fulmlnating 
hemorrhaglc fev~r from outbreak$ in Mayibout and Booué.by de· 
tection of circulatlng Ebola virus antîgen1• Pat:œnu wete then de· 
flned by outoome as survlv!)ts or fatalltres. Healthy lndlviduals 
without Ebola infection from the PIW! ttgion were dt>Iined as 
unl.nfected controls. Multiple blood sample$ wm taken from pa­
Hents ~urtng the course of theil dlsease and. in survivors, during 
reçovery. Spectment were $klted on lœ aruHrrunedlately trans­
portel! to our laboratory; less than IS hours clapsed from patient 
to laboratory. Blood components wue tben separated and stoted 
at -80 •c. l!.bola antigen wat detected in plasll1A drawn from an 
patients dul:ing the acute phase of the dlsease (Plg. la). nters 
were slmilar ln fatallties am:l M'Vl.vor& on day Z of dlSease, but 
were 200% hiaJlér in fatalities on day 4. kt survivors, a dlminu· 
tian then a disappearanœ of Vital anttgen load toinddent wlth 

recovery characte:rized the final days of disease, whereas ant'lgen 
tlter rose untll death in fatalities. Gtven the coru:lsteney of dreu· 
lating antigen load and di:nlcal manifestations e'!rlf ln dlseate 
regardless of outoome, resolution of infection ln these ~tîents 
probabiy wu not related to inltialviral antigen load or, by lnfer­
enœ, infec:tious dose. Howeve:r, we have no information con· 
eeming vttalload ln intected tlSSIJ.e$. l!.bola·spedfic tgM and tgG 
were detectee~ by ELISA in au sumvors early in disease (Fig. lb 
and c}, wlth titers tnc:reasJng durtng the dlSease oourse. Modest 
leve]$ of specifie I3M were observed ln only ooo·U:Unl of fatall· 
!les, and speclfJc lgG wu never detected. These data wm con· 
flnneô by western blot analysb (Fig. là). lgG dltected agai:nst 
\'irai nucleoprotcln (NP) (100..110 kDa) was dete<:ted ln ali sur­
Vivon dunng the sym.ptomauc phase. IgG against the 40.kDa 
Viral protein (VP.fO) was tound durlng !Uness ln only a few even­
mal sumvon (two of nven} but was present ln .most during 
orly convales<:ence {six of sevén)'; as were antlbodies against 
VPlS (35 kDa) ln fiw of seven patients. Responses to the HO· 
kDa tran$membrane glycoprotèin were never det~~ The 
mechanWn of Viral control fs undear, but protection lias been 
acbieved aplmt lethal cballenge in guinta plgs by vaccine-i.n­
dueéd N}!l-specifk IgG, wbereu prôtectlve vacclne.lnduced re· 
sponw apinst glyooprotein and sulul)le glyroprotein were 
dlldy œU~medlateôt., Prompt and vlgorous humoral responses 
111Af help survlvors to llmtt and flnally oontrol Viral dissemina· 
tion, We also confirmeô the absence of specUle IgG ln fataUtles 
by western blot amtlysts (Fig. ld). These d$ctive re:sporues 
could not be related to an elevated cllculating antlgen toad, as 
spedflc IgG appeared orly in sumvors wtth antigen titers com­
parable to fatalities. Moreove:r, the incubation period (about 4-7 
days, based on deflnlte evidence of exposure) ami t.he duraUon 
of the symptomati.c phase (about S-9 days) were id.entlcal in fa· 
talities and 1utvivors. FlnaUy, the observation tbat about 30% of 
patients SIUVIved the acute phase of an Bbola outbreak both in 
Congo and Gabon, wbere the liruses are identlcal and see-m 
equally vlruk!!nt, 11 Inoonslstent wlth a prlor exposure of sur· 
vtvotL Thfs wou1d tequire 30% of tbe Jooù population to bave 
bad lnapparent Bbola infection, wbidl, given the observed mor· 
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Flf. l Cim.lllün9 tboll •nt~ """'" IN'ICI humottl raponm ln 
[bc~Q.inle<t«t p.ltltntl. t-<, Vertic.al dotted linfs lncllatf the tlmt' d 
6HIIh !ct f~tlft (•lllnd I'KOYII)' tor ~ (0}. •· O.IKiion o1 
cln:ullting lib<M ant~gen. RetuJU Mt upi'ftllld 111 mtan 11: t.d. ollncll­
vidua!VJ~uts KCordirlg to, for fatlllties, tlml belcnÔNUI (1 s 1 d, n • 
l: s t 1 d., 1.,. 5; l t J d.,n• 6; 1 t1Ud., n•6); Md for~ 
i~tk pl'we{tillllt lifter onwt of~: 2 t 1 d, n • 6; 5 t 1 

a tl_. b 6400[_, c (tol(lf)iC. ... 1000 : ... ; : 

i 100 '. ~ uœ :.' !uœ : 1 JO 1" 1600 JI' lllœ : 
; 400 : ~ : 

d, l'! • S; 1 t 1 4., n .. 4)11nd ~ (~ lftef dl~lrtnct of 
~tll(f>i:: 1-i d. " .. S; 7-11 d. n .. 5; l WM1ts. n • 5). t. Oei!Ktlon of~ 
,r.c lgM. c:~~pttUtd •• ·"-" * u~. ot ~ Yllws of thM f~1 
(Ume bl!fl;llt! deialtt: 1;, 1 d. 4 t 2 4, 1 t lU d} IN'ICI \'hl'el ~ (tlmt' lluf 
cmstt d lymptOI'n$: l t 1 d. "" l; 5 !.1: 1 d.. n • 4; liiM lflet ~of 
~: l-5 d. n .. 3). c. Detedion d spetlit lg(O;,... ~lid 111 in 
o. tl, wawn blot ·•ntlyJi$ of lp«lfoc lgC in plumM lro!n tt'O ~ontr91$ (Cirl; 
two m lhown), eight lattlillou (~au!; MlyibOirt. th!'ft; lloou6, liw; two ~n 
shown) md _., JUMW~n ~ tMt; ~ four} during lytflp­
tllmi{M _ __,_......,(fout- illolloft). 

tal1ry, lt tnccncetvabtr. 'l'bus. 'humoral respomn~~lytm· 
palmt in fataiUies, UJd this i\ an important pm!lctot of fllhut 
ltJ wntml vi.rus rt!ptication and fatal outcome. 

B«ause interactions with T ceHt are t>n.mtill to J.ntlbody plo­
duction by Il cells1, we n'iesK'd T -<ell fuhctlons by followtng the 
expreulon of srveral mRNA ln pedpheral blood mononudear 
cells (PRMCI dUrii'J.I the coune of tht dlsease. ll-2 and lL-4 
mRNA were never (Of batt>ly) det«t\'d in PBMC {Fig. 24), and 
proti!in expre-ssion waJ below the seniitivlty of the ELISA ln •Il 
plasma Ymple'S (data not shown). ln sui'V!vors, exprmion of 
gamma interferon (IFN·y), CD28, Fas, Fasl and perforln maNA 
dunng the symptomatlc phne ·of the l:llseue was. stmllit to that 
in endemie; controls (Fig. 2a),lnd1catlng that T ceUs were not at:· 
Uvated at lhb tlme. ln mnuast, the Pf'tod conespomllna: to 
ant41;en <:ln rance and cUnlali'eWVt'ry was charac:ttrittd by up­
regulation of lfN·y. CDZS, Fu. Fasl. ptrforln and, to a le5HJ ex• 
tMt, CDII mR:NA synUu:sb (Fig. la), Uprt:aulallon of Fast and 
perfortn mRNA lnd!cates there was activ:atlon of cytotoJik cells 
duting recovery ln SUI"ltivon;, as both mol«u~ mediate cyto­
toxic fu.nrtionsln the~c ctlts1. T-ceU activation w•u ob$erved at 
1 he ~ tmç ùf viral cleararu:e from blood, lndtcatlng thiU cytotOilh: 
resptmse, may also bt tmpttc•tt'd ln the resolutlon of lnfecUon. 
Co!nm.hng wltn on~t of ~y~ptoms ln fatalltles, there was up­
regulinlun of lFN·y, Fu, fast md, to a leutr nttnt, ptrforin. 
but no incre.ase ln CD28 mi\NA Jyntbesls (Fig. 24). Although 
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IFN-T. solubtt (s)FU and soluble (s)fas.L levels Wtft! not substan· 
tli!Uy elevated in survlvors, lnaeaJing levell of these proteins 
wtott mm ln fat41ltles as symploms propessed {flJ. z.tr..d), The 
substantial .reluse of lfN·Y and sfasl and synthrsls of the re­
spective m:llNA in fatalitif's are further Indication that massiw 
activation of cyto!ytic ceUs developed nrly in disease. A.lthougb 
sfasl i5 ma:lnly relea!t'd by 1(11\.'<llfd T ;md NI< cells after metal· 
loptoteïnast.nloolated sheddlng", activated monoq·t~$ are a 
source of sFasL (ref. 7), and we annot exdude the PflS'iibility of 
sFasl release by macmphages. as these cells are a chlef target of 
fU<Mru:ses'. This ndy activation was rouowed ln the dotys prt'< 
mUng dtath by complete dl:sappearance of T çell·related 
mltNA, lndudln& CDJ and CDB, Uld a com;iderabl~ di.'Crease ln 
the production of lfN.y (Fig. 2a md b). RT -PCR analysls of lhe 
T <eU te<cptor (TCR)· V' repmoln! in PBMC of fataUUes showed 
11 dls.ppearanct> of ail TCR·VIl mJlNA the lut days briOrit deatb 
(f..M.L. & s.a .. unpubllshed data), indtcatlng that T n•lls Wtrt• 

deh:tt'd m tehx:allzed. We therefore studied e:xp~ulon of the 
mRNA codlng tor Bd-2, a proteln lmown lo lnhi&it •poptosis 
and wllose down:regut.Uon rorre'lat~ wub cell death'. 
Although a strong synthesls of Bcl·Z ~RNA wu dth!ded ln sur· 
vtvon at the time of T•ttll activation (Fig. Zd), fataUtles were 
chatactrrimi by a diminution thèrr a dmppearance of Bci·Z 
mRNA u~on ln PBMC d1.1M1 the dtst&~e. 

41/7 nudtar matrlx prottln tNMP), a nuclta• proteln dsavt:<J 
and tolubütud. dwtnJ apoptolls11, was detmed ln plasma of fa. 
l&llUa. huther mpportina the !dea thlt 1poptosis Js irwolwd ln 
a fatal outcôme (Fig. 3d). l.evels increased up to duth, lndh;:atlng 
that apoptosü proceeded rrléntlenly during the l11~t 5 da~'1 of 
lite. ln connast, 41/1 NMP wu nt'Ver detected in survivon or un­
lnfected control$ (data not mown). We conftrmed this by analy· 

Ag. 2 ~dT-ai~ in~~ c, RT-PCR 
olil'llty!Jl of mANA in ~"&MC of fOut Jl.ll'\riYQI'I, dl.~My tN! ~om.atic ~ tnd 
fOül' druring !t<oYery (J t~ doayi abr sytnptorns ~ded); tigtu taulilM!l (tlrM 

befote dMth it lncllclflld btlow *); M'Id teri contn:lif (011: two - 11'1own. 
~d fN.y(b).lf.t.(4.,.jJfat(lfjîn pWmt bJ'W~ ~ <l<mecl 
~n~sltndlc;Me ~t~e ~~me of dNCh ,.. f~~U~~~UeS c•)lnd l'kiMIY ~or suniÎYQIIl {OJ. 
Rau!UM~III melftt Jod of~~ and fGf hlt.ll'rties­
~ iltUlRiog w U'tellmt bekwe dealb (8 t: Id, n•l; 5 t l d. .,.. 5; l.t 
14.n•6; 1 t0.5d,t1•6);.xtfor~by~pl'tiiM(finthllf, 
n• 7; MaiiiCI NI, n•.6} lnd'f'KWIIY (• few dlyslifter ~ tnded, n • 
.S; l Mllliillilr, "" 4)' t.lfN.yWM btlowthlt lmits of~ in ((lf'ltiOis {n 
• tO; not tt-1).-:; lhiL was btlow IN !Mil d MI'III1Mt)' ineo~JII'Ill$ "''" 1 O; 
not,._,)_ ti,MNndcontrds(~t•10}: 1.S t:(l..S119fml. 
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Rg. l Od~JQ~Qnol tpOPtOSÎl in taul· 
>litt •. ~l«t>on of 41/7 NMi> IR 

~ b)' WSA. Only l.lt1Utlts <~tt 
~ •• u 4111 NMP vas btlow the 
dmctibie Umit 11'1 ~ tlld «N''­
trols (Il • JO)_ lfl~At1-IM"t I!XJ)I'ftl«f Il 

tht: mun .t t.d. of ltld~l v~ue1 olt 

difftttnt bmei ~ dt&th: s • 1 d. Il 
• S; l t t d, n • ,lili; 1 :t 0.5 d, Il • 6). 
•. Oe~uon of ONA fragmotntlllon ln 
itulr.O<:yttl Biood w.n obt.ined from four wrvi.on al\d laur f1ti~UH 
duting tht s~mptoma11> ph&-e. Abow blot, timt to duth (!Il di)'l); 
below blot, <or'oœlllfaboru of 4l/7 NMP lnd lfall. ~lksln Mm· 
plfllrom 2 ~HtimU 1ft \hown (la.\ m-e line1). 

~is ru IJ NA fr 11gm~ntatle>n ln teukcx)1~ (Fig. lb). The~ was t4n• 
sîderable ftagmentulon of DNA ln fitalltles compated wlth that 
ln $urvivots at the same tfme of dl~JSt!, Apoptmis was tnductd 
ln two pa,tientJ Wlth fatal outçom~ vety JOOn ,alt~r th~ on~ of 
disea~. increasing up to dtath, characterlud by 5trong telea$e of 
4117 NMP and accumubtion <>f ~h<>rt<DNA frilgments ln the fini! 
nages (Fig. lb). 

Tht> \imultantQus disappurançe of CD3, COB and TCR·V~ 
mR."'A in PBMC ilnd eVidrnœ or ~xlenslvr lntravasculu apopto­
sls lnd1cate that T tells were dying, u exprrs.slon or TCR..CD3 
complexn is rrducN during T -«li apoptcms". OUr obKrvatlons 
arr ronsiJtent wtth the CQIUiderable lymph~nll and sewtf df. 
structlon ln spl«n. lymph nodes and bone manow ~~~ during 
infecti<>n of rh~us monkey! by E.bola vlrus•t-... Howev~t. lysls of 
Ebola·lnlected cdls such .u monocytes and macro~ may 
p.trtiallv an·ount for c~ll death. Endot~Ual cells have betn de. 
Ktl~ .u btndlng libola ttans~brane glycoproteln'', and t'Yi· 

dencc of repli<:Jtlon hu b«n reportrd lrt \lil-'0 ln humaru•• and 
non·human prlm.ttn••. ThiS may account for sorne of tht> NMP 
rt1ea1e. but the m.uslve fragmmtatlon of DNA observed tn blood 
ls lncomistent wtth endothelial origin. Futthtntlèlft, apoptosls 
wu obsetVed early durlns dlsease ln ali fataUttn ttudlrd, 
whereils bemouhagtc slgns lndlatlng endothelial destruction 
<pettc:htae. t'Cdlym~s. rash.gum blftdlng and Ctank hemor· 
rh<lgt:$1 were observed only ln some tfl"mlnal patlrnts. Apoptosh 
wu lnduced ln fatal infections at a ume when both l.ataUt.les and 
$Utvlvon pr~nml s.tmllu dlnlc:at slgns and had fqually ele­
v~ted Vir~l antlgen, whk:h indkatn thal ceU death was not a dl· 
reet coMtquc-nce of vtn.J repUatlon. However, we Clllnot 
exclude the poss!bUity that •popcoùl wu related to dlfftl'fnt 
amounts of secrettd viral protelns such as soluble &JyéOproteln. 
1 n fatalltln. tJI(C:UJive ac;ti~Uon of T œlb (as tndkated by con­
si~rabk rtleut of IFN·ll durlf13 the K'Ute phase of the d~a~. 
when viral antlfen was very hlgh, wy lad to dow:ruqulltlon 
of TCR ilnd apoptosls, as in miœ lnftcttd wtth lymphocytlc 
choriomeningltb virus". The roncen.tratl.on of 41/7 NMP. as an 
imlit·ator or the utent or ceU death. com:llted wlth the level of 
lf'asL (Fig. 3b and r• 0.71," • 12, data not shown). This in lt~lf 
is not èvidence of Fu-mtdiattd de,ath, •s sFasL has t>etn thown 
to ~ poorly active and tven to lnhiblt de. th rmdlated by trans­
mtmbrane FasL (refl-. 20,21). 

Th us. recovery from Ebola vlrus Infection IS ~llted to orderly 
and well·regulated humoral and ctilut.ar Immune rnponses, 
charu:teri.ted by the. early appeuance of Iptelllc lgM md lgG 
followett by ac;tivàtlon of cytotoXk œlls at the llme of antlgen 
clearance from blood. ln conttut, fatal outcome ls auocltted 

Wlth lmp~lrt<l humoral ~~ wtth no detectable sp«Uic 
IgG. E.ady activation of T ctUs \IN.We te> c:ontrot Viral dis.semina· 
tlon ls followtd by comtderabJe lntravaKUlar apoptœls. Glven 
thew prrllmlnary insights lnto the p~thOFn~b of Ebola infec· 
tion, facton or events v~ry early in infection determine the even­
tuai outcome. 

Mtthods 
•.u.nu and CMJtbrnls. We obtained lp«~ns hom pati.tonts (wlth _._ 
bill intonnecf ton~<ent) in two (bc)la epiCS!!mKs!'. The fitst tp;demiC oc· 
ciJif'f«d in FebNary 1996 in M&yibolll~n 1tol.ltf:d villilge on tht l~!t>do n~r 
in 1 ôtNe trapialtliNolut (~ Wbon). The pop~~lilllon h'-1 liUit 
1«~ to ~ ~ wert ~iztd in the r1Ut6t IOWI'\. 
~. 1 h twft(. [ighteen Of~ prilnary Cl$4!1 nid contie! with a 
$ing1t chlml*llft foond deld in the' fo~st. pttw~Nbly from Ebol~ .nle-c;­

tion. ""'*" they ~. <oobd and aUt As - cO<Ild not dtte<· 
m111<e the' "'u''' ot .:ont.mmA~ioon 01 il'lt two (ltht:f prim~ty cur\. wr 
ead~ thtm o! tht ~tudy. Atter tht'>e pr•mMy lnltcboru. ttnltcond.try 
c.a~H and - 111tilty ase {contlmln.tted by humtrH.o..hum.tn (Ont.\C!l 
_.~but IlOt in(~~. Thtls. tM paitntt -11udied lor thil 
~~~~ ~ ~ lnfeâed by the~~~ Ebolaww ~tt ain t~vl wtte 
delil'l~ it1ff<ltd at the Mft'MI tlfM, 

A MC:onci. dbllnct ~iC occunw 6 ft\Oflths liter in the town d 
~. lOO km from Mlylbout. The llnsJle primaly eue w.s • huntl'f from 
the Wftollftdjng rltÏntlntt. .nd the epldrmlc rtwllf:d from su~ue11t 
~ ttensmlulon ill the community. Ali MÇol\d~ry <<tSl'\ 

91vt a~ of ~ contllcl wilh bicllogk~ ftuids (bloocl, 1WIL'<Jt, ur<niL', 
f«a) of sic~ pa~ts. P.atients _. hc)spit.IAIDd .al tN: ~ M.Odl 
Centet, wht!w tMir symptOms wwe trHted. 

MortAiiCy-~tot beth tpldtmio (llli6,. tor r.c.ylbout..,nd 151111 
for~). lt\d- CO!lSUnt throughout the ~ ~ak (S moniN 
1.11 duntiQ!l). Ouring the Mlyiboi.Jt eutbn!ak, - _.. onty l'biol t<l colltct 
p1aJtn1. aild lhi:M pau.nts art ~ only in sMiio of antibod)t re­
sponr.e ll'ld cltc.Wting ant>gen ($ile patlenU lt\d flw conttob). Durlng thiL' 
lk:loul out.btellk. - obUined sptdmens SUiiUIM tor an~s in Il o11r ex­
~~ 1)411lei'tb and 1en controls). 

Otté<Uoft of ~boil antigtn tlld h<Mior61 responsu.-galn~t 
fbo&l W\1$. Jiologic.lll ~ _.. obtalnld md hancled accon:rmg to 
lheWHO~fot~tolvWlllh~fevm". 
llood SIITII)Ia wert <!Otained from bodl faufitiet and wrvivott sequen­
tlall)' during the touNAr of llneu, Md during the tiL'C<MifY ptriod o#111f­
-mon. ~ -~- 1t<Qd lit 40 "C. EbvH! clrl:111.11ling an11gen 
and spedfic lgM and 1g<; ~ dNcœd ln pll~ma from fatlllltieslnd wt· 
vi'von u5lng mg«~U fumished bythe Specîlll P~ J.ranch of-the CO<: 
(AdMit.&.. <ieorgA)~ lgM ~wu do:loM b)' the COC telllm. 

For the cMU<tiO!l of fbola.c.lrc:ulllting 1nli!len. 'mJllisorp' piJ~i (Nunè, 
Coplfllwgen, Oe,.,...rk) - c:o.léd o\'tffllgnt wwth • 'cock~W of R\tfA 
monodoo.J .mubodion •rqt U!ob li~ or with .1 nQrl't'l.1J rTIOUi<t ~I!JC 
fluid_ Severa~ dilullon1 ol H<h plalm.t _, inc:UO.ted on uc:h t011ting tor 
1 h ~ 3 '1 •c f~ by incub.lt.on with ••bbit .mti-Ebola Z1îr1L' poiydoNI 
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wrurr. fl)l' 1 h at 17 "C tnd then pel'tWdm ll'lfll'k~ gut tflû­
bOdku 9int! t11bblllgG Qeirkega.~l'd & l'my libin~ Gaithersbllrg, 
Mar)'land) for l h at ) 7 •ç, TMB substt4tll (!Çltitegllrd (1: Perry 
Lilboratories, Ga<thmbutg, Maryland) WliJ u1ed, 1nd rtJUitiilfl! •~pr.ued 
ilS tfltÎgeO titer. 

for lgM detectiOn, 'm.Wsorp' pliaW Wtfft totted I'MIIIlgtlt with pt 
antîbody ~ lruman lgM (lioSoutc.e. CI«<WWJJo, c..llfomla}. SoMral di> 
lillions Of eadl plasma- incutr.ted on the plate kw t h at 37 "C. !Nt' 
~ùîiœ anllgmor it1tltv41lt cultLn ~ Wtiapfl4ièd, folfowed 
by 111bbi1 anti-Ebola z.r.-. po4ydontl serum for 1 h at 37 "<: and ~n Hllfl· 
eonjugated gott antibody agalnlt rabblt lg(i (1Cim911r<1 & Perry 
Lilborilt:OOI!S, Gaithenlwrg.. Maryland} for l h at 37 "C. Results are 1!1.· 

Ptt"5sed u lgM titet. 
Sll«(illf. 1!JG Wtii'Mt«ted by f.Oitlng ·~bor~~' plates owmight wlth 
~~ tfll~ _,_. dlliltionl Ofe:û ~-~for l 
11 at l7 ·c. folkwted ~:~y wllballon with i'W'<OAIUfaled 41ltf.h~~~Nn l!JG 
<y.~i <Si9m-' ((If 1 11 at n•c. Rewli:l ..-. txpresw!d ll$1g(; tli~. 

EUSA. IFN"7wai detetfed ln pla$ltlll by EUSA wllh <11 sensltivi1y Of 20 pg/ml 
{lmmunoti!<:h, Weltbrook, Maine); sfll$1,. by ELISA wlth a sen$1tMty of 0.1 
og/1'1\l (Medklll & Bloi«Jitill t..bQptomts, Nagw .. jlpjA); sf&s, by ELISA 
with a sensitlvlty Of O.l nglmt (M«llul & lllologial uborltomts, Nago\'a, 
llptfl); and 4117 NMP, by ELISA with a MfllUMty Of Hl IJ/ml (Call:li«hem, 
Ui 10111, Cillitomiil), 

Wes._., blot arnilym. Ebola \111'\1$ was pvtii'Jed fton1 tl$~ e ... ~Wt« 
mediurr. as dticiibed" (fumished by V.(. lloid'l~, epllllfated by ttduc· 
log, 1 mt. SOS-PAG-E, wltn sta11ôard moltcul•r welghu (RIInbow; 
Amenham), and traml~rred onto a polyllliiylldent ftuorlde membtll!lilllt 
s sv for 3 h at 4 •c. Membraoes were 'blocked' wlth :S'I& m1fk in PIS for 1 h 
.tt room tempenlture. Pl- wm dllilsed 1:1,000 ln 2.5'MI mill! w 
(1, l'If>,._ 20 iin l'âS and im;ubated onto ~ l kat- tem. 
f*.tture. ~ lgG -det«tedwilhi'IJUI<~goat anti> 
!wi"Nfi lgG (y.~.illf.) (Sigma) ill a dllllllon of 1:50,000, :lollowed by 
d'ltmi~omt su~ (SuperSigod ultra; Plerf.e, Rockford,ltllngjs). 
AnthEOO.Uite hyperimmune pl serum (p«~vid'll by V.E. VolchkOII) wa1 
dilll:ted 1 :3,000 •l'KI wed as • positive control, tnd wu dfieaed with HRP· 
tonjug.tted ilf'ltibody •inst goat Ige:> (Slgml). 

Oetc<tlon of mtNA.by ltf4'Cll. l'Qtal RNA wu isolaled from PIMC 
ming ltNeuy* ~ (QIIpll. OOueiclod, Gel'mtf!Y), tnd mRNA was ltm~ 
~ using Quie~ ka ~). cONA waJ 5)'"ÜK'Iiud !rom 
200 ng mltN/1. 1àinQ SuperKript If" nMint tnmsmptm (Ute: 
Technologies) and ottgo dT,,., (hehrlngef,); 10'MI of this reacuon wu 
used as 11 trmplate for PCit To vmfy the lntegrlty ot the mRNA obtillm'd, 
1\-actln mRNA was •mpltfîed ftom the S4!l'lt cONA ~'liOn. "''tw! foJ. 
fowing ptiin'len wer« used (lflnuling tantpe!11lur.sn lndlc&ted fOl: NCh 
p1'imet pair}:. 1\-Ktm, 5'-CAGGCAC~GCGTGAT-1' tnd 
!1'-CCCAGCCAGGTC~G-l', 60"C:; ll·t 5'-TACM<:T~t'T· 
TACTG-l' and S'-Gm~n;:CCT'I'TAC.;nç..l', SO"C; ll-4, S' ..(;CCl. 

CACAGAGCAGMGACT-l' w 5'-TCAGc:rt~t-1', 5() "C 
; IFN"'Y, 5'-TCGMAG/I.GGACAGTGAC-l' tnd $'-ATTGCTT'rGC:C'TTC. 
CACA-l', 60 "C: ; C:02$, S'-mCCfGTACAGGCCMGTCT~l' alld 
.S'-mC/\GCCATCCcrCAmGA-3', 55 •c ; Fas, 5'-GCCATTC. 
CMTTCAGCMCAC-3' tfld S'-'ITCGTCTTCCTCGTGACTGTG-3', 55 •c 
; f.u·t.. S'-GATG~TGA.TCAG-3' tnd $'-ATGCTCTGTTAG­
CM.l'CAAAT-3', S:S 'C; l'tl'fclrîn, .S'...cTACAGTTTCCATGTGCTAC-3' w 
S'-t'TATTGTCCCACACGGTGCT-3', SS "C: ; COl, S'-TTAGGGCT· 
CAAAGTCTCTcrG-3' and S'~TCCMTCTGGGMGTA-l', SO "C: ; 
COS, S'-CCCACTTTGTAGCCCCATCAC-3' .-nd S'-TCAGTCCfCCAGCA· 
CACTCTG-3', 53 "C; k1·2, 5'-CGACGACTTCTCCCCCCGCTACCCC-3' 
ar~d S'-CCCCATCcrGCGGCCGTACAGTTCC-l', 45 •c. DNA watampll· 
fied by PC!~ wlth Taq DNA p<!lyme,..se (Applig- Ohcor, lllklrd'l, FrlJI'I(t!) 
101: 40 cydfl5 (cytokiinfl w Ktlvatiol'l m.1tbrs} or 35 cycle• {jHdin} 111 
94 •c. ft~r 1 min, ~ t~petlitl.l~ fa<t 1 miin n 12 "C fut l min JO 
~, PCII prOOII<;ts wm separatf!d by el«~ on 11 l.S'Il!o •-!]el 
and lliluAlr-t by etl'lldlilm bromîde naining. The !WU wm ~ter~IM· 
tlvtt ol lwr e~perimtr~u, . 
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Dtledlon of I>HA fr~ lllood wu cok:ll!d ln dtrllt.a tube\ 
and teU pelfel$ - frozen Ill -80 •c. for ~m~ssment of DNA frii\'Jmto~&· 
lion, çell pelleH were ty~d ln $0 mM Trb-HCl (ptt ltO). JO mM toT A, (l.S% 
sodium lauryl un:c>!lnate 111<1 o.s 1119/ml proteinue K. and \1\iWt 1ncubatoo 
for 1 h ill 5() •c. Then, RNan! A Wllt add.a to " final tono;entr~tion of O. 1 
mg/ml and sampiM - irlalbated lit }()· "C f(l! aoothtr l'!<wr. ONA w.u 
furl.tlerextnldfd by ~011'1'1 method. l.œding lluft« (~1#1<· 
erol.1 mMfOTA.0.4'11>~blui!Jwu~4!l<IONAwa1~· 
rall!d by ele'!:~$ on " 2'lf> agamse gel, and ... , ~ ~~y 
ethidlilm btomide Jljjning, 

Adnowltdgi'Mltl 
Wt arr grtttliul tf.l C. T~Vf.Bertimm and P. TJhlpor»bo w t!tü asttst4n<t r,lll 
~ and A l'tttdy, B. /lornbJo and P. ~· /Qr'QC'«U ll> pt.rti.tfll 
~s. Wt œo~ v.e. ~. P f, llollln.-1 re. tmz~ kP 
~ lbokNp«Jfit~u and fol' f1ltft cn~WI!h.mlt'ml!iot 

Ol'll:lly$il and ~M drt«tiol'l. S.&. iS lüppOdlld by a grot~t #tom thtl M1rn'ttffl! 1k! 
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Réponse immune pt-écoce et le contt-ôle de 
l'infection pat- le virus Ebola 

Le virus Ebola est l'un des plus dangereux pathogènes de l'Homme. Il se transmet par simple 

contact et induit une fièvre hémorragique le plus souvent mortelle 5 à 10 jours après l'apparition des 

premiers symptômes. Cependant, 25 à 35% des patients survivent à l'épisode aigu et évoluent 

spontanément vers la guérison. Le rôle crucial du système immunitaire dans le contrôle de l'infection a 

été récemment mis en évidence chez l'Homme et des études chez l'animal montrent qu'une approche 

vaccinale est envisageable. Après avoir brièvement rappelé quelques généralités sur la fièvre 

hémorragique à virus Ebola, nous nous intéresserons plus particulièrement à la pathogenèse de 

l'infection et aux réponses immunes observées en fonction de l'issue de la maladie, pour conclure sur 

les perspectives vaccinales et thérapeutiques. 

La fièvre hémorragique à virus Ebola. 

Le virus Ebola est un virus à ARN de polarité négative, non segmenté et enveloppé, de la 

famille des filoviridae, dont il existe à ce jour 4 sous-types : Zaïre, Soudan, Côte d'Ivoire et Reston. 

Son génome de 19 000 bases comprend 7 gènes codant pour 8 protéines : la glycoprotéine (produite 

sous 2 formes, l'une de 120-150 kDa membranaire et l'autre de 50-70 kDa soluble [1]), les protéines 

virales de 40 kDa (VP40), de 35 kDa (VP35), de 30 kDa (VP30) et de 24 kDa (VP24), la 

nucléoprotéine (NP, 90-110 kDa) et l' ARN-polymérase (L) [2]. Le virus Ebola a été initialement 

décrit en 1976 lors des épidémies de Yambuku (République Démocratique du Congo, RDC) et de 

Nzara (Soudan). Récemment, plusieurs épidémies de fièvre hémorragique à virus Ebola sont 

survenues en RDC (Kikwit, 1995, 315 cas) [3] et au Gabon (Mékouka, 1994, 45 cas; Mayibout, 1996, 

29 cas et Booué, 1996, 60 cas) [ 4]. Le réservoir naturel du virus Ebola n'est pas encore connu, mais 

l'Homme se contamine souvent par l'intermédiaire de primates non-humains infectés, eux-mêmes très 

sensibles à la maladie. L'infection se transmet ensuite par simple contact d'une personne avec les 

fluides biologiques (sueur, sang, vomissures, fèces) de sujets infectés en phase symptomatique. Après 

une période d'incubation de 5 à 7 jours apparaissent les premiers symptômes, communs à tous les 

patients quelle que soit 1' issue de la maladie : température élevée, asthénie, arthralgie, myalgie, 

diarrhée, douleurs abdominales, rash cutané et congestion de la conjonctive oculaire. Des signes 

hémorragiques surviennent en phase terminale, évoquant le plus souvent une issue fatale : 

gingivorragie, épistaxis, pétéchies, méléna, hématurie [5]. 

Le seul moyen actuel de contrôle des épidémies, en l'absence de vaccin et de traitement 

spécifiques, est l'isolement des patients et le port de tenues protectrices par les personnels saignants. 

195 



Annexes - Publications 

Pathogenèse et réponse immune défectueuse lors de l'infection fatale. 

De nombreux modèles animaux (primates non-humains, cobaye, souris) sont sensibles à 

l'infection par le virus Ebola et reproduisent une pathologie similaire à celle observée chez l'Homme. 

Cependant, la nécessité de manipuler ces modèles en laboratoire à sécurité maximale (BSL4) a été un 

frein majeur aux études expérimentales et a limité la compréhension de la physiopathogenèse de 

l'infection. Les macrophages sont les premières et principales cibles virales, permettant ainsi la 

dissémination du virus dans la rate, les ganglions lymphatiques, le foie et les poumons où il se réplique 

activement. La survenue des premiers symptômes est étroitement corrélée à l'apparition de la virémie 

plasmatique. Enfin, l'infection se généralise à d'autres cellules (fibroblastes, hépatocytes, cellules 

endothéliales), et induit des changements physiopathologiques sévères (atteinte hépatique, troubles de 

la coagulation, hypotension, choc hypovolémique et hémorragies multiples) aboutissant à la mort des 

patients [6-8]. 

Parallèlement aux effets cytopathogènes directement liés à la réplication virale, l'infection 

fatale par le virus Ebola s'accompagne de profondes altérations du système immunitaire. Ainsi, des 

résultats récents montrent qu'au cours de l'infection mortelle de l'Homme, seul un tiers des patients 

parvient à produire de faible taux d'IgM spécifiques du virus Ebola et aucune réponse IgG spécifique 

n'est détectée jusqu'à la mort, suggérant que la réponse humorale est altérée chez ces patients [9] 

(figure 1). Des ARN messagers (ARNm) codant pour l'interféron gamma (IFNy), Fas ligand (FasL) et 

perforine sont présents dans les cellules mononucléées du sang périphérique (PB MC) dès l'apparition 

des symptômes et des concentrations croissantes d'IFNy sont détectées dans le plasma pendant la 

maladie, suggérant l'activation de cellules cytotoxiques [9, 10]. Ces marqueurs, ainsi que d'autres 

ARNm transcrits spécifiquement par les lymphocytes T comme le CD3 et le CD8, disparaissent 

toutefois de la circulation 2 ou 3 jours avant le décès [9]. Des quantités croissantes d'ADN fragmenté 

et d'une protéine de matrice nucléaire (NMP 4117) sont retrouvées dans le sang circulant les 5 derniers 

jours avant la mort, indiquant que les stades terminaux de la maladie se caractérisent par une mort 

massive de cellules par apoptose [9] (figure 1). Ces résultats suggèrent que les lymphocytes T sont 

majoritairement touchés par l'apoptose, mais d'autres cellules comme les lymphocytes B, les 

macrophages et les cellules endothéliales peuvent également être impliquées. De même, les infections 

expérimentales du cobaye, du macaque et du babouin se caractérisent par une déplétion lymphocytaire 

sévère dans les organes lymphoïdes (rate, ganglions lymphatiques) et une lymphopénie détectable 

dans la circulation 48h après l'infection. De plus, aucune réponse immune cellulaire ne semble se 

mettre en place dans ces modèles, à l'exception d'une neutrophilie précoce [7, 11-13]. Aucune 

évidence de réplication virale n'étant observée dans les lymphocytes [12], cette destruction cellulaire 

résulte probablement de l'infection massive du macrophage, qui peut, par l'intermédiaire de certaines 

cytokines ou protéines de surface, être responsable des altérations observées dans les organes 

lymphoïdes. Certaines protéines virales, comme la glycoprotéine (GP) qui existe sous forme 

membranaire ou soluble (sGP), peuvent également être impliquées dans cet effondrement du système 
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immunitaire. En effet, une récente publication a montré que la sGP, présente en grande quantité dans 

le sang des malades [14], se fixerait à la surface des neutrophiles via le CD16b (FcyRIIIb) et inhiberait 

leur activation [15]. En outre, la GP possède dans son extrémité C-terminale une région homologue à 

une séquence immunosuppressive contenue dans les protéines d'enveloppe de plusieurs rétrovirus 

oncogènes [16]. Enfin, le tropisme privilégié du virus pour le macrophage peut avoir un rôle important 

dans la pathogenèse. En effet, l'infection du macrophage induit une activation cellulaire et une 

sécrétion de molécules proinflammatoires comme le TNP-a [10, 17] qui peuvent ensuite agir sur les 

cellules endothéliales et provoquer une augmentation de la perméabilité vasculaire et une baisse de la 

pression sanguine, ce qui, associé aux effets cytopathogènes liés à la réplication dans les cellules 

endothéliales, peut expliquer les changements physiopathologiques observés en phase terminale [18]. 

L'interaction précoce du virus Ebola avec le système immunitaire, par l'intermédiaire des 

macrophages, semble donc induire une réponse immune défectueuse et une destruction massive de 

cellules immunitaires. Cet effondrement des défenses de l'hôte permet non seulement au virus de se 

propager sans entraves, mats semble être également impliqué dans les changements 

physiopathologiques conduisant à la mort. 

Réponse immune précoce et contrôle de l'infection. 

Malgré l'extrême pathogénicité du virus Ebola, 25 à 35 % des patients survivent à l'épisode 

aigu et guérissent de l'infection en l'absence de tout traitement. Le mode de contamination et la 

période d'incubation de ces patients sont similaires à ceux des sujets qui succombent. Ces patients ne 

se distinguent pas non plus sur le plan clinique au début de la maladie. En effet, durant cette période, 

ils présentent les mêmes symptômes que les patients décédés (fièvre, asthénie, diarrhée, douleurs et 

vomissements), tandis que certains signes hémorragiques (hématurie, méléna) sont souvent observés 

[5]. Il en est de même sur le plan virologique, puisque l'antigénémie et la virémie sont semblables les 

deux premiers jours de la phase symptomatique. Cependant, 3 à 5 jours après l'apparition des 

symptômes, l' antigénémie et la charge virale circulante commencent à diminuer pour devenir 

indétectables au moment de la convalescence (figure 2) [9, 19]. Ces observations, associées à 

l'extrême stabilité génétique du virus entre les différents types de patients et au cours du temps [20], 

suggèrent que la protection résulterait d'une réaction de l'hôte plutôt que de l'infection par une souche 

virale défectueuse ou atténuée. 

De récents travaux ont montré que ces patients présentent une réponse immune radicalement 

différente de celle observée lors de l'infection fatale. La réponse humorale se met en place très 

précocement, puisque des taux significatifs d'IgM spécifiques du virus Ebola sont présents dès 

l'apparition des symptômes. Les IgG spécifiques apparaissent également dès le début de la phase 

symptomatique et atteignent rapidement des titres élevés (figure 2) [9, 21]. Ces IgG sont 

principalement dirigées contre la NP, mais la VP40 et la VP35 sont également reconnues [9]. Des 

ARNm, représentatifs de l'activation de lymphocytes T cytotoxiques (IFNy, FasL, perforine, CD28), 
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sont détectés dans les PBMC au moment de la disparition de la charge virale et pendant la première 

semaine de convalescence (figure 2). Cette réponse cellulaire se distingue de celle observée lors de 

l'infection fatale par son apparition plus tardive et l'absence de sécrétion massive d'IFNyen dépit 

d'une forte expression de l' ARNm dans les PBMC [9]. La chute de l'antigénémie étant corrélée à 

l'apparition des IgG spécifiques, ces anticorps semblent avoir un rôle primordial dans le contrôle de 

1' infection, tandis que la réponse cellulaire cytotoxique serait probablement impliquée dans 

l'élimination des cellules infectées. La production d'anticorps IgG dépendant de l'interaction entre les 

lymphocytes B et T 'helper' spécifiques, la présence d'lgG anti-Ebola une semaine environ après 

l'infection suggère l'activation de lymphocytes T quelques jours après le contact infectieux. La survie 

des patients semble donc dépendre de l'induction d'une réponse immune à composante humorale et 

cellulaire très précoce. Aucune trace de mort cellulaire par apoptose n'est détectée chez ces patients 

pendant la phase symptomatique et la proche convalescence, ce qui renforce l'hypothèse d'une 

altération majeure des fonctions immunitaires lors de l'infection fatale. 

Ces résultats montrent donc que l'évolution de la maladie, pour des raisons encore inconnues, 

est déterminée de façon irréversible très peu de temps après l'infection virale. Etant donnés 

l'importance de la réponse inflammatoire dans l'initiation de la réponse immune et le rôle de certaines 

molécules pro inflammatoires dans l'activation des fonctions cytotoxiques du macrophage et 

l'inhibition de la réplication virale [22, 23], il est possible qu'une réponse inflammatoire précoce soit 

déterminante dans l'installation de cette immunité et le contrôle de l'infection par le virus Ebola. 

Perspectives vaccinales et thérapeutiques. 

Même si les mécanismes précoces menant à l'induction in vivo d'une réponse immune 

protectrice ne sont pas encore connus, ces résultats, associés à la grande stabilité génétique du virus 

Ebola [20], montrent qu'une approche immunoprophylactique est envisageable chez l'Homme. 

Cependant, les nombreuses études vaccinales réalisées chez l'animal indiquent qu'il est difficile 

d'obtenir une protection croisée contre les différents sous-types de virus Ebola [24], tandis que 

l'immunisation avec des antigènes viraux ou du virus entier inactivé n'est pas efficace. Ainsi, 

l'inoculation de souris BALB/c avec une souche virale non-adaptée n'induisant pas de pathologie 

sévère - et non avec le même virus inactivé - protège contre une infection par le virus devenu 

pathogène après de multiples passages [25]. Il semble donc que la transcription de gènes viraux et/ou 

la réplication virale, probablement pour des raisons de présentation d'antigène, soit indispensable à 

l'induction d'une immunité protectrice. Une publication récente a d'ailleurs montré que l'injection 

intra-musculaire de plasmides exprimant uniquement la GP ou la NP protège contre une infection 

létale chez le cobaye [26]. La protection est liée à une forte réponse humorale dirigée contre la GP ou 

la NP, mais dépend également de l'activation de lymphocytes T cytotoxiques. Cette approche 

prometteuse confirme que l'induction d'une réponse immune à composante humorale et cellulaire est 

indispensable au contrôle de l'infection. 
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De nombreux essais de sérothérapie par transfert passif d'anticorps spécifiques ont été réalisés 

aussi bien chez l'animal que l'Homme. Les résultats préliminaires obtenus chez l'Homme sont 

difficilement interprétables à ce jour [27], mais les études réalisées chez le babouin et le cobaye 

indiquent que pour être efficace, cette thérapie doit être initiée très peu de temps après l'infection, 

c'est à dire avant l'apparition de la virémie [28]. Par ailleurs, des résultats récents révèlent que 

l'injection d'IFNa n'a pas d'incidence sur la mortalité malgré ses propriétés anti-virales [29]. Enfin, 

une équipe a montré qu'un inhibiteur de la S-Adenosylhomocystéine hydrolase (3-deazaadénosine 

carbocyclique) inhibe in vitro la réplication virale et protège les souris BALB/c lors d'une infection 

létale [30]. 

Bien que les avancées obtenues ces dernières années dans la compréhension de la 

physiopathogenèse et des mécanismes conduisant au contrôle de l'infection par le virus Ebola soient 

très encourageantes, la récente réémergence du virus Ebola en Afrique Centrale, mais également la 

présence d'autres virus comme Marburg (qui est réapparu en RDC il y a quelques mois), Lassa ou Rift 

Valley dans d'autres régions d'Afrique font des fièvres hémorragiques virales un grave problème de 

santé publique auquel il est urgent d'apporter une réponse thérapeutique ou prophylactique. 
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Figure 1. Antigénémie et réponse immune lors de l'infection fatale. 
L'antigénémie (Ag) et les réponses IgM et IgG spécifiques sont 
représentées en fonction du nombre de jours après l'apparition des 
symptômes. La présence de lymphocytes cytotoxiques activés dans la 
circulation est figurée par le triangle gris au dessus du graphique et 
l'apoptose intravasculaire par le triangle noir. La ligne pointillée 
indique le moment du décès. 
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Figure 2. Antigénémie et réponse immune chez les survivants. 
L' antigénémie (Ag) et les réponses IgM et IgG spécifiques sont 
représentées en fonction du nombre de jours après l'apparition des 
symptômes et pendant la proche convalescence (à droite de la ligne 
pointillée). Le rectangle gris représente la période pendant laquelle 
des lymphocytes T cytotoxiques activés sont détectés dans la 
circulation. 
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In fatal Ebola virus hemorrhagic fever massive intravascular apoptosis develops rapidly 

following infection and progressing relentlessly until death. While data suggest that T lymphocytes are 

mainly deleted by apoptosis in PBMC of human fatal cases, experimental Ebola infection in animal 

models have shown sorne evidence of destruction of lymphocytes in spleen and lymph nodes probably 

involving both T and B cells. Nevertheless, we are able to conclude from the accumulated evidence 

that early interactions between Ebola virus and the immune system, probably via macrophages, main 

targets for viral replication, lead to massive destruction of immune cells in fatal cases. 

Keywords: Ebola virus; apoptosis; cytotoxic T cells; macrophages; cytokines 

Two large outbreaks of Ebola virus hemorrhagic fever occurred in Gabon in 1996, during 

which 70% of patients died about one week after the appearance of acute disease 1
. One of the most 

striking features observed in fatalities was the massive intravascular apoptosis that developed at least 5 

days before death 2
. Cell-death was evidenced by increasing plasma levels of 4117 nuclear matrix 

protein (4117 NMP) (figure lA), a nuclear protein cleaved and solubilized during apoptosis 3
, and by 

dramatic DNA fragmentation in leukocytes (figure lB). Activation of cytotoxic cells was suggested in 

the first days of the symptomatic phase by increasing plasma levels of gamma-interferon (IFNy) and 

strong expression of IFNy, Fas, Fas ligand (FasL), and perforin messenger RNA (mRNA) in PBMC. 

The days before death were characterized by the disappearance of mRNA for these proteins as well as 

Bcl-2, CD3, CDS, and T cell receptor- (TCR)-V~ mRNA in PBMC 2
. These data strongly suggest that 

T cells were massively deleted, but apoptosis of monocytes/macrophages and endothelial cells, main 

targets of Ebola virus, may account for sorne of the cell-death. That apoptosis is probably not 

restricted to peripheral blood lymphocytes in fatalities is supported by histological observations made 

from patient specimens taken during the 1976 Sudan outbreak showing marked lymphocyte depletion 

and destruction in spleen of fatalities 4
. 

In the same manner, marked lymphopenia and extensive lymphoid depletion and necrosis in 

spleen and lymph nodes has also been detected in guinea pigs, rhesus monkeys, and baboons few days 

following experimental Ebola virus-infection s-s. The observations in humans make it like that 

apoptosis is similarly involved in experimental Ebola infections. Indeed, the depletion of B­

lymphocytes observed in animal models could represent an attractive explanation for the defective 

humoral responses observed in fatalities 2
. Interestingly, no evidence of Ebola virus replication has 

been found in lymphocytes in vivo 8 or in vitro 9, and apoptosis was never detected in survivors despite 

of elevated viral antigen 2
. Together, these data show that cell-death is not directly linked to viral 

replication, that is, the result of lytic virus replication. However, we can not exclude that apoptosis 

may be related to different amounts of secreted viral products such as secreted glycoprotein (sGP), 

circulating in plasma of Ebola-infected patients 10 (a protein which been reported to bind neutrophils 

206 



Annexes - Publications 

via CD16b and to inhibit their activation 11
), or soluble GP1 (sGP1), which is the cleaved extracellular 

. 10 12 portions of transmembrane GP1,2 ' . 

In fatalities, excessive activation of T cells (as indicated by the strong release of IFNy) at high 

levels of viral antigen may lead to downregulation of Bcl-2 and TCR followed by apoptosis 13
-
16

, 

possibly mediated though FasL, Perforin, TNFa, or IFNy 14'15'17-19. Indeed, increasing plasma levels of 

soluble Fas (sFas) and sFasL are observed in fatalities correlating with increased levels of 4117 NMP 2. 

Although sFasL is known to be poorly active and even inhibit Fas-mediated apoptosis 20
, the strong 

activation of the Fas/FasL system in Ebola patients suggests that this pathway may be involved in cell­

death in this instance. Apoptosis of lymphocytes may also result from interactions with altered antigen 

presenting cells. Monocytes/macrophages are primary target of Ebola virus and are critical in the viral 

dissemination. Furthermore, damage to lymphoid organs seen in animais apparently coïncides with 

viral replication in resident macrophages 5·
7

•
8

. The extensive infection of macrophages in the lymphoid 

microenvironment could induce non-specifie activation of lymphocytes and apoptosis by the 

expression and/or release of molecules such as FasL or TNFa in fatal Ebola infection 21
, as has been 

reported in other viral infections 22
-
24

. This hypothesis is consistent with the finding that in vitro 

filovirus infection of macrophages leads to activation and release of several mediators such as TNFa, 

d 1 . . 111 . 25 26 an cu minates m ce ys1s ' . 

In sharp contrast with survivors who developed prompt and efficient responses without 

alteration of immune cells 2
, early interactions between Ebola virus and the immune system in 

fatalities lead to defective immunity and massive apoptosis of lymphocytes and probably 

macrophages. This extensive destruction of immune cells not only favors viral replication, but also 

may be also harrnful to the host, through inappropriate, excessive or uncontrolled release or expression 

of molecules such as IFNy, FasL, and TNFa, or through release of oxygen radicals. The potent 

molecules may then induce critical terminal pathophysiological events such as endothelium 

b.•. . 1 . f "1 d 1" d' d 25 26 permea 11zat10n, coagu atwn a1 ure, an 1ver 1sor ers ' . 

Experimental Ebola infection of primates and in vitro Ebola virus infection of human PBMC 

will be useful tools to better identify and characterize the dying cells among subsets of CD4 and CDS 

T lymphocytes, B lymphocytes, macrophages, and NK cells. Similarly such studies may also allow us 

to better understand the mechanisms and mediators leading to apoptosis, and thus the part that these 

immune alterations play in the pathophysiogenesis of fatal Ebola hemorrhagic fever. 
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Figure 1 
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Figure 1. Detection of apoptosis in fatally infected patients. A, Detection of 41!7 NMP in plasma by ELISA. 
Results are expressed as the mean ± s.d. of individual values at different times before death (5 ± 1 days, n=5; 3 
± 1 d, n=6; 1 ± 0.5 d, n=6). 41!7 NMP was below the detectable limit in Ebola-infected survivors (during the 
symptomatic phase and early convalescence) and endemie controls (n=JO) (data not shown). B, Detection of 
DNA fragmentation in leukocytes of Ebola virus infected patients. DNA was extracted from blood obtained from 
four survivors and four fatalities during the symptomatic phase. Above blot, time to death (in days); below blot, 
concentrations of41!7 NMP. Kineticsfrom 2 patients are shown (lastfive lanes). 
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Surviving Ebola virus infection 
The immune response to Ebola virus Infection ln victims and survlvors of two Gabon outbreaks provides insight into 

immunologie determinants of resistance (pages 423---426) 

1 
N THE BEST of circumstances, cllnical in­
vestigation is difficult. To draw defini­

live conclusions, well-controlled studies 
must be done in defined populations, 
but this is secondary to the obligation to 
proviùe care that benefits inùividu<il pa­
tients. In addition to these limitations, 
access to patients and the collection of 
specimens ùuring th~: r~:l~:vant time in a 
disease is often problematic. Such has 
heen the case with studies of Ebola virus 
infection, which have proven particu­
larly difficult because outbreaks occur in 
remote locations and hecause this highly 
lnfectlous, lethal virus poses substantial 
risks to medical personnel and scientific 
investigators. Ehola virus infection 
causes hemorrhagic fever, a syndrome 
that bcgins with flu-likc symptoms and 
progresses rapidly to fever, diffuse bleed­
ing, shock and dea th ,_,._ Rigorous study 
of this diseasc in hu mans has becn nearly 
impossible, and ils immunopathogenesis 
is poorly understood. For example, deter­
minants of host resistance, mcchanisms 
of viral clearance and prognostic indica­
tors of survival have not been defined. 
Such information could providc impor­
tant insights into th~: nalural course of 
this disease in humans that would facili­
tate the development of vaccines and an­
tiviral therapies. ln this issue of Nolurt• 
Medicine, Haize, Leroy and colleagues 
have analyzed immune responses in co-

' horts of patients from two outbreaks in 
i northern Gabon in 1996 (ref. 4). The 

mortality rates of the epidemies were 
similar (66'V.> and 75%), anù the investi­
gators collected serum and blood sam­
pies during these outhreaks from hoth 
survivors and non-survlvors. Their analy­
ses of immune rcsP,onsc and serum bio­
çhemical parameters suggest possihle 
mechanisms of protection agalnst this 
highly pathogcnic virus. 

Patients who survived showed severa! 
features that distinguished them from 
non-survivors. 1\o difference in the viral 
antigen load, measured in the serum, was 
detected in survivors and non-survivors, 
indicating that host defense rather than 
inoculum size determines survival. 
Although non-survivors generated a 
higher leve! of gamma interferon (IF~-y) 

1 in the serum early in inf~:ction, T-œll cy­
l tokine responses, measured by T-cell cy-

GARY]. NAHEL 

tokine RNA levels, were not maintained. 
In contrast, surviving patients developed 
more effective antibody responses to the 
viral nucleoprotein and also generated 
more sustained T-cell immune responses 
that persisted into the con_valescent 
phase. Lethal infection was also accom­
panied by a considerable increase in 
apoptosis in peripheral blood cells, and 
cell death increased as disease progressed 
in fatal cases. This increase in cell death 
markers wrrelated with mortality. 

These observations are among the 
most comprehensive analyses of the im­
mune response to Ebola virus infation 
in humans, and they provide severa! 
clue\ ahout it~ pathogenesis. Severa! sim­
llarlties between human disease and rele-

Vîral toad and immune responses du ring actue 
Ebola virus infection. 

vant animal models were found. For 
cxamplc, in guinea pigs immunized with 
the F.hola virus gene products, successful 
protection against lethal challenge ln­
volves T ccli-dependent immune re­
sponses'. As with immunization in the 

- guirrea pig, the nucleoprotein response 
in humans is mainly humoral, and im­
munoglobulin production to the viral 
proteins GP and soluble GP is minimal, 
although T-cell immunity to these anti­
gens is generated. The findings by Baize 
et al. in infected hu mans• are th us con sis-
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tent with those in the vaccine mode! in 
rodents' . The generation of antibody re­
sponses correlated with survival in the 
guinea pig and probably reflected suc­
cessful T-ccll rcsponscs that stimulatc 
production of antihody', as is suggested 
now for humans•. lt is not certain 
whcthcr the ability to countcract carly 
infection is due to this T-cell immune re­
sponse in natural infection, and it is pos­
sible that an inflammatory response or 
innate immunity is invoh:ed . ln addition 
to these immune parameters, the authors 
also analyzed levels of apoptosis in pe­
ripheral blood œlh. These markers re­
flect the death of immune and 
non-immune cells. Although the death 
of immune œlls probably contributes tu 
the demise of patients, the significance 
of this finding is not cntircly evident. 
Apoptosis often accompanies antlgen 
stimulation, particularly wh en proliferat­
ing lymphocytes are deprived of growth 
factors. As noted by the lnvestigators, 
thcsc markers of apoptosis could be dc­
rived from inflammatory cells, such as 
monocytes, or endothelial ce lis. Both cell 
types arc productivcly infcctcd in pri­
mate models of this disease•~•. Despite 
these valuable observations regarding 
the immune rcsponsc and its relation­
ship to the progression of the disease, 
many questions remain. Enhanced apop­
tosis of lymphocytes has not heen 
ùemonstrated directly. If this ocn1rs, il 
will be important to define which subsets 
are affected and by what mechanism, as 
the virus does not effidenlly infect lym­
phoid cens•·w. The mechanism by which 
innate immune or inflammatory re­
sponses control viral rt!plication in early 
stages of this disease rcquires further def­
inition, and the point at which acquired 
immunlty becomes effective has not yet 
bccn determined. 

The remarkahle inverse correlation he­
tween the serum Il'N-y levels and mortal­
ity indicates that this marker may be 
useful in predicting the outcome of infec­
tion. Semi-quantitative PCR analysis may 
a iso be helpful. ln the absence of effective 
therapy, the utility of this information is 
limited; however, antiviral compounds 
are bcing invcstigated" and may provc 
useful in the future. ln the interim, Ra ize, 

Leroy et al. have provided insight into the 
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natural history of the immune response 
to infection by this highly pathogenic 
virus. Successful immune protection and 
vaccination against viral infections other 
than Ebola have been demonstrated in 
humans. Despite these successes, the spe­
cifie contribution of innate and acquired 
immune responses to viral infections in 
general remain poorly understood"·u 
Ebola virus infection can be regarded as a 
paradigm for other viruses and for other 
infectious causes of hcmorrhagic fever. 
Such information will help to unravel the 
pathophysiology of this aggressive infec­
tion and will contribute to strategies for 
vaccine development and treatment. 
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Surviving Ebola Virus 
ABSTRACT & COMMENTARY 

Synopsis: New concepts about immunologie responses 
in humans that determine suroival or death from Ebola 
virus are presented. Recovery from Ebola is related to a 
progressive set of humoral and cellular responses. 

Source: Baize S, et al. Defective humoral responses and 
extensive intravascular apoptosis are associated with fatal 
outcome in Ebola virus-infected patients. Nat Med 1999;5: 
423-426. 

TJ BOLA IS A WORD THAT HAS COME TO SIGNIFY ONE OF 

.r::Jthe most feared of infectious diseases: contagious, 
horrifYing in its manifestations, and rapidly fatal for its 
victims. Work to delineate the pathogenesis of Ebola is 
worthy in its own right in confronting this emerging 
infectious disease, but investigative work also offers the 
prospect of a model for investigating novel pathogens. 

Research has progressed on both fronts regarding 
Ebola over the past decade. The current contribution by 
Baize and Leroy (equal contributors) and associates 
advances new concepts about immunologie responses in 
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hùmans that determine survival or dealh. 
Specimens for the study were collected during two 

Ebola outbreaks, the firstoccwring in Febnwy 1996 in 
Mayibout, an isolated tropical village in northeast 

· Gabon, the second six months later in Booué, about 500 
miles from Mayibout. Mortality was 66% in Mayibout 
and 75% in Booué. Collection of samples from the epi­
demies was accomplished in heroic fashion, although 
samples from the Mayibout group of patients was unfor­
tunately incomplete. 

The cential question of the study was: what factors 
related to survival in Ebola infection? It turns out that 
recovery is related to a progressive set of humoral as 
weil as cellular responses. Regarding humoral response, 
IgM and lgG responses were brisk in certain individuals 
but, for survival, needed to be followed by activation of 
cytotoxic cells as antigen was being cleared from the 
blood. ~· COJ'nlllil~:'\'m'l!ISSOC'Jil!ded:-witir peut. tg@ 
response and inadequate activation ofT cells that under­
went premature intravascular apoptosis. 

Ali survivors made markedly more IgG and IgM anti­
body response to nucleoprotein than nonsurvivors and 
many survivors continued to make an IgG response to 
vital protein (VP) 40 and VP35 in the recovery period as 
measured by Western Blot determination. The discrep­
ancies in IgG and IgM responses between groups were 
seen as early as 2-3 days and were markedly discrepant 
at the time of death (survivors vs nonsurvivors). 

A large number of cytokine and lymphocyte 
responses were measured (in 4 survivors and 4 nonsur­
vivors, respectively}, ali assayed by RT-PCR of 
mRNA: IL-2, IL-4, IFN gamma, CD3, CDS, CD28, 
Fas, FasL, perforin, and Bcl-2. In the nonsurvivors, 
none made any mRNA indicative of cellular activation 
whereas in the survivors FasL, perforin, CD28, and 
IFN-gamma ali were measurable. Additionally, T-cell 
receptor VB repertoire changes were absent in the last 
da ys of fatal infection. 
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Baize et al also clêvérly msoovered'thât intravâscular 
apoptosis of lymphocytes was characteristic in fatal 
cases. In fact, as measured by DNA fragmentation and 
release of specifie nuclear matrix proteins, apoptosis 
was "massive" and progressed relentlessly during the 
last five days oftifu. 
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The early immunologie response in Ebola virus infec­
tion, thus, determines clinical outcome. When defective, 
Jack of crucial humoral and cellular responses allows 
progression of programrned cell death that produces a 
fatal syndrome now familar to clinjcians and also mim­
icked (destruction of lymphocytes in lymph node, 
spleen, and bone marrow) in monkies infected with 
Ebola virus. Recovery, on the other hand, is associated 
with a well-orchestrated sequence of humoral responses 
followed by aetivated cytotoxic T-cells. 

• COMMENT BY JOSEPH F. JOHN, MD 
Short articles in Nature Medicine, a new journal now 

in only its fifth year of publication, are unusual because 
the background, results, and discussion sections flow in 
one central leading section. A methods section follows 
at the end. Yet, as in this article, there is a wealth of 
information packed into these short articles. 

In this offering from research groups in Paris and 
Lyon, we glean an extensive amount of insight into one 
of the most feared emerging infections. The outbreaks 
studied in this report date back severa! years when Ebola 
was most prominent in the news. Although the media 
coverage has abated, new alerts suggest a new outbreak, 
again in the country formerly known as Zaire, now 
called the Democratie Republic of Congo. Forty-six 
people have died since January 1999 in response to what 
was first thought to be Ebola, but now appears to be 
marburg virus infection. The . illness was first seen in 
gold miners but is now spreading to the comrnunity.1 

What are the major findings of this study? Well, the 
title says it ali. We learn that survival from Ebola virus is 
associated with rapid destruction of lymphocytes 
intravascularly by programrned cell death. The normal 
response is blunting of apoptosis-the programrned ce li 
death-that occurs with efficient humoral response to 
specifie viral proteins, followed by a cytotoxic T-cell 
response that probably clears residual viral antigen, thus 
blocking apoptosis. The ending of early IgG and IgM 
responses in survivors suggest that an amnestic response 
is occurring, possibly associated with earlier exposure to 
cross-reacting viroses, perhaps like the gold miner.out­
break described above. 

What we do not leam from this article is why lym­
phocytic apoptosis brings with it the hemorrhagic 
demise of Ebola's victims. Perhaps with deranged 
cytokine responses as infection progresses, intravascular 
coagulation occurs in response to lymphocytic dysregu­
lation, although this is my speculation. 

This work from France holds promise since it 
uncovers the need for an early, effective humoral 
response. Now that we know those proteins to which 
an IgG and lgM response is needed, vaccine develop­
ment can progress. A section of Nature Medicine 
called "NEWS & VIEWS" features a perspective on 
Ebola and this paper by Gary Nabel, MD, a noted 
investigator from the University of Michigan. Nabel 
has most recently been appointed to the crucial post of 
Head, AIDS Vaccine Center. So we wiillikely see the 
fruits of his leadership in his new position against 
another pathogen originating in central Aftica, human 
imrnunodeficiency virus (HIV). •> 
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