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Les zoonoses sont des maladies infectieuses (bactériennes ou virales) et parasitaireS,

transmissibles directement ou indirectement de l'animal à l'Homme et vice versa [12]. Elles sonl

les causes courantes d'Une grande variété de pathologies humaines. Elles sont évolutives, à grande

variété géographique et se caractérisent généralement par des émergences ou des re-emergences

souvent brusques. C'est le cas de la Fièvre Hémorragique à virus Ebola dont le taux élevé de

mortalité, l'absence de vaccin et de traitements spécifiques, mais surtout l'ignorance des

circonstances d'apparition des épidémies, en font à l'heure actuelle la maladie la plus dangereuse

pour l'Homme [48].

Depuis sa première apparition en Afrique, l'augmentation de la fréquence des épidémies de

fièvre hémorragique à virus Ebola nécessite une recherche plus active de la source infectieuse. Le

cycle naturel de transmission du virus Ebola demeure une énigme [33, 49, 69J.

Les perturbations de l'écosystème forestier liées aux activités humaines (activités agricoles,

exploitations forestières) sont à l'origine de modifications de la faune (déplacements de faune

forestière, introduction d'espèces savanicoles) qui peuvent se traduire en Afrique Centrale par une

augmentation des contacts « réservoir(s)-hôte intermédiaire(s)- Hommes» (/6. 70, 931·

De plus, des recherches d'anticorps spécifiques ont prouvé la présence du virus Ebola au

Gabon depuis 1982 [29, 38]. Ceci suggère que le virus circule à des taux élevés dans une partie de

la faune du Nord-Est du Gabon, zone où ont eu lieu les dernières épidémies.

Cette aire géographique regorge de carnivores, en particulier le chien élevé, dressé, et

largement utilisé pour les besoins de la chasse.

Assez libre de ses mouvements, le chien a la possibilité d'être en contact avec le réservoir

supposé être un mammifère lié à l'écosystème forestier [24, 29] ou avec hôte intermédiaire Il peUL

aussi, tout comme son maître, être en contact avec des cadavres humains ou animaux, voire les

produits d'excrétions des malades.

A Mayibout en 1996, lors d'une épidémie d'Ebola avec des cas humains, des sérums prélevés

sur 5 chiens « bien portants », révélèrent des anticorps anti-Ebola pour 4 d'entre eux . Ce qui

pourrait signifier qu'ils ont été en contact avec le virus. Mais, un tel résultat ne pouvant mener à de

grandes conclusions, l'objectif principal de notre étude sera d'évaluer le niveau d'infection par le

virus Ebola de 439 chiens adultes, par des analyses sérologiques spécifiques et cela dans des zones

d'endémie de la maladie.

Une telle étude n'a jamais été entreprise sur les chiens à cette échelle. Les techniques

sérologiques utilisées pour cette étude sont l'ELISA Antigène et l'ELISA Anticorps. Elles ont été

mises au point par l'unité de recherche des maladies émergentes dll Centre International de

Recherches Médicales de Franceville (CIRMF) au Gabon.
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L'évaluation du niveau d'infection par le virus Ebola chez d'autres espèces a cependant été,

faite par d'autres méthodes.

Chez l'Homme ont été utilisées: la technique d'Inhibition de l'Hémagglutination [82], la

méthode ELISA [9,67] et l'Immunofluorescence Indirecte [5,44,63,94].

Chez les souris et certains arthropodes, l'inoculation du virus a été entreprise [92].

Ces méthodes n'ont pas permis de mettre en évidence la présence du virus.

Chez les Primates (Chimpanzés, Cercopithèques ), les Musaraignes, les Chauves-souris, les

insectes, certains mammifères (Antilopes, Pangolins ), les oiseaux et les ~eptiles, des essais

d'isolement et de multiplication virale n'ont donné aucun résultat [1, 6,24,59,81].

Ainsi, aucune des espèces testées ne peut à ce jour être considérée comme le réservoir

du virus Ebola.

C'est sur la base de ces résultats, que nous avons voulu rechercher la place et le rôle du

chien dans la chaîne épidémiologique de la fièvre hémorragique à virus Ebola. C'est à dire, savoir

si le chien peut avoir des contacts avec le virus Ebola et, si oui, tenter de comprendre de quelle

manière peut se produire ce contact (infection réelle ou stimulation antigénique, contamination à

partir du réservoir ou d'une espèce sensible morte ... ).

Dans une première partie, nous évoquerons les généralités sur la fièvre hémorragique Ebola ;

puis une deuxième partie consistera en l'investigation du rôle du chien dans l'épidémiologie de la

fièvre hémorragique Ebola. Cette seconde partie comprendra les chapitres suivants: Matériel et

Méthodes, les Résultats, la Discussion et les recommandations.
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Première partie :

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE:

GENERALITES SUR LA FIEVRE HEMORRAGIQUE
A VIRUS EBOLA
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Deux chapitres constituent notre étude bibliographique. Après une présentation de la

taxonomie du virus Ebola et de l'historique des épidémies, nous aborderons l'étude du virus depuis

sa structure jusqu'à la prophylaxie sanitaire et médicale en passant par des éléments

d'épidémiologie, la physiopathologie, la clinique et le diagnostic.
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Chapitre Premier:

LE VIRUS EBOLA
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I. 1 TAXONOMIE DU VIRUS EBOLA

Le virus Ebola appartient à la famille des Filoviridae. C'est un Filovirus. Il est classé parmi

les arénaviridae, c'est un virus à ARN négatif non segmenté [41]. Il fait partie de l'ordre des

Mononégavirales, avec le virus de Marburg, les Paramyxoviridae et les Rabdoviridac 157, 98J

Il existe 4 sous-types génétiques du virus Ebola [28, 30, 69]. Ce sont:

Le sous-type Zaïre (Ebo-Z) dont le taux de létalité atteint les 70 à 80% [91].

Le sous-type Soudan (Ebo-S).

Le sous-type Côte d'Ivoire (Ebo-Cl).

Le sous-type Reston (Ebo-R).

Ebo-Z sévit en Afrique centrale (Gabon, République du Congo, République Démocratique

du Congo (RDC)) [28], et Ebo-Soudan en Afrique de l'Est (Soudan, Ouganda) [ 72, 76]. Ebo

Côte d'Ivoire n'a été isolé qu'une seule fois à partir d'un cas isolé survenu en Côte d'Ivoire [28.

57]. Ebo-Reston est d'origine asiatique et n'existe qu'en Asie [28]. Alors que les sous-types

Soudan, Zaïre et Côte d'Ivoire induisent une pathologie spécifique de fièvre hémorragique aussi

bien chez l'Homme que chez le singe, le sous-type R n'est associé qu'à des épidémies ayant

touché le macaque cynomolgus (Macaca fascicularis) [67]. Aucun épisode symptomatique de

fièvre hémorragique dû au sous-type Reston n'a, jusqu'à présent, été décrit chez l' Homme 128.

67].

I. 2 MORPHOLOGIE, STRUCTURE
ET PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES

1. 2. 1 - MORPHOLOGIE

Le virus Ebola se présente sous la forme classique d'un long filament de longueur très

variable, pouvant aller de quelques dizaines de nanomètres à 10-15 !lm et d'environ 80 nm de

diamètre [7, 73]. L'infectivité maximale du virus Ebola serait associée à une longueur d'environ

800 nanomètres [19]. Toutefois, le virus Ebola peut prendre d'autres formes en cultures cellulaires

telles des [ormes en « 6 », des formes circulaires, des [ormes en « u » ou en épingle et des formes

branchées.

L'enveloppe du virus Ebola dérive en partie de la membrane des cellules infectées, et est

entièrement recouverte de spicules à forme globulaire, espacés d'environ 10 nanomètres et

mesurant 7 à 10 nm de longueur [19]. Ces spicules sont visibles en microscopie électronique.
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Figure 1 : Le virus Ebola [48]

1. 2. 2 - STRUCTURE

Le virus Ebola comprend deux éléments structuraux distincts, l'enveloppe et le complc\c

ribonucléoprotéique central (nucléocapside). L'enveloppe virale est recouverte de spicules

entièrement formés par des protéines glycosylées (Glycoprotéine membranaire), reliées entre elles

de manière à constituer des macromolécules trimériques [20). Sur la face interne, les

glycoprotéines sont associées à deux autres protéines de structure, la VP24 et la VP40. Le

complexe ribonucléocapsidique est composé d'un brin d'ARN linéaire, de polarité négative de

18,9 kb, associé à 4 protéines impliquées dans la réplication du virus et dans l'assemblage des

différentes protéines pour former le nouveau virion [4, 20J. Ces protéines sont: l'ARN poJymérase.

la nucléoprotéine (NP), la VP35et la VP30. La nucléocapside a une longueur d'environ 50 nm et

présente une forme hélicoïdale d'une périodicité de 5 nm par tour d'hélice [41,80).
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I. 2. 3 - PROPRIETES PHYSIQUES

Le virus Ebola est sensible à la chaleur. Un chauffage à 60°C pendant 1 h inactive

complétement des échantillons comportant des titres élevés de virus [65]. L'inactivation du virus

est également possible par irradiations aux rayons gamma ou aux rayons ultra-violets. Parmi toutes

ces méthodes d'inactivation, seul le rayonnement gamma permet de préserver l'intégrité

structurale des différentes protéines virales [17].

I. 2. 4 - PROPRIETES CHIMIQUES

L'inactivation du virus dans des échantillons biologiques est également possible par des

procédés chimiques. La fi-propriolactone diluée au 1/400 'eme permet d' inactiver le virus tout en

préservant son intégrité antigénique. La fi-propriolactone résiduelle peut être neutralisée par 15

minutes d'immersion dans une solution d'acide acétique à 3% [11, 65].

La désinfection du matériel ou des surfaces souillées se réalise en pratique par utilisation de

l'eau de javel à 10%. Le virus Ebola peut dans certaines conditions conserver son pouvoir

infectieux pendant plusieurs heures voire plusieurs jours à l'air libre. Par exemple, des isolats de

virus ont pu être obtenus à partir de sang resté dans des seringues trouvées sur des paillasses de

laboratoire plusieurs jours après utilisation [11].

1.3 ELEMENTS D'EPIDEMIOLOGlE

1. 3. 1- HISTORIQUE DES EPIDEMIES

~~"..

.,?~.~~~,N(E-C0 t .[~ ~ r,1Tr~ n ,. ~ -; ('.TS
DES ~~C··:: .- ::(~iNE

La fièvre hémorragique à virus Ebola est une infection virale, létale et une zoonose majeure

[92], à l'origine d'épidémies graves [49].

Elle apparaît, pour la première fois au Soudan près de la frontière avec la ROC [88] puis

deux mois plus tard en RDC à Yambuku dans la région de l'équateur en République Oémocratiq ue

du Congo (ex-Zaïre), en 1976 [48, 57].

Cette épidémie d'Ebola fit 284 malades dont 150 morts entre juin et novembre 1976. La

deuxième épidémie eut comme épicentre la Ville de Yambuku distant de Nzara d'environ 800 km.

Cette épidémie, plus meurtrière que celle du Soudan fit 284 morts sur 318 malades déc larés [5 7 1.

La rivière Ebola coulant près de Yambuku est à l'origine de la dénomination de la nouvelle

maladie [57].
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Un autre cas isolé survint en juin 1977 chez une petite fille de 9 ans vivant à Tandala, une

ville de RDC proche de la frontière avec la République centrafricaine (RCA), à 325 km de

Yambuku [18, 35]. Elle mourut en présentant un tableau clinique typique d'une lièvre

hémorragique virale et aucun cas secondaire ne fut déclaré [48].

La quatrième épidémie d'Ebola survint entre juillet et octobre 1979 à Nzara au Soudan [31.

Moins meurtrière que la première survenue en 1976, elle fit 22 morts sur 34 cas déclarés. Les

premières personnes atteintes par le virus travaillaient comme en 1976 dans la fabrique de coton de

Nzara. Il sera découvert que le sous-type mis en cause lors des épidémies d'Ebola au Soudan en

1976 et 1979 est le sous-type Soudan [1,7].

Dix ans plus tard, en 1989 puis en 1990, dans deux laboratoires américains, à Austin au

Texas et en Pennsylvanie, une épidémie due au sous-type Reston se déclare chez des singes

cynomolgus (Macaca fascicularis) importés d'un centre de primatologie de Manille aux

« Philippines» alors qu'ils étaient détenus en quarantaine [42, 57, 67, 68].

Une enquête est initiée pour déterminer la cause de ces mortalités anormales.

Des mesures sanitaires ont consisté à euthanasier la totalité des singes placés en quarantaine

dans lesdits laboratoires. Au même moment dans le centre de primatologie d'origine situé aux

Philippines, 383 morts sur un total de 1404 macaques ont été enregistrés [34, 68]. Sur les 383

animaux morts, 85 ont été diagnostiqués infectés par le virus Ebola.

Les mesures sanitaires prises dans le centre de primatologie de Manille à l'encontre de

l'épidémie n'ont été que partiellement appliquées, ce qui a probablement été à ['origine Je

nouveaux cas d'infection par le virus Ebola à Sienne en Italie en 1992 [67] puis à Austin aux USA

en 1996 [72] chez des animaux provenant du même centre de primatologie de Manille.

Malgré le fait que plusieurs animaliers aux Etats-Unis et aux Philippines aient présenté des

sérologies Ebola positives, aucun cas clinique humain n'a été déc1aré[57].

Un nouveau cas d'Ebola dû au sous-type Côte d'Ivoire apparaît en 1994 chez une ethnologue

suisse qui tomba malade quelques jours après avoir autopsié un chimpanzé mort dans le Parc de

Taï, situé en Cote d'Ivoire non loin de la frontière avec le Libéria [57, 58, 74]. Ce fut le seul cas

humain observé en Afrique de l'Ouest. Si aucun cas humain secondaire n'a été diagnostiqué dans

l'entourage de l'ethnologue ni parmi le personnel soignant ivoirien et suisse, deux pics de mortalité

en novembre 1992 et en novembre 1994 ont cependant été observés dans la troupe de chimpanzés

sauvages étudiés en forêt de Taï [24, 28, 58, 74, 95].

En 1995, le continent africain est la scène de l'apparition d'une cinquième épidémie.
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Le fléau réapparaît une nouvelle fois en RDC, autour et à Kikwit, ville située à environ

500lan au Sud-Ouest de Kinshasa, la capitale [28,49, 81]. Le sous-type ZaÏrc sera mis en causc.

L'épidémie durera 6 mois, et provoquera la mort de 256 personnes sur un total de 315

malades [57, 81].

Malgré les moyens scientifiques et médicaux mis en place, à l'instar de ce qui fut fait

pendant l'épidémie de 1976, celle de Kikwit fut d'une plus grande ampleur car elle sévit dans une

ville très peuplée (plus d'un million d'habitants) où la promiscuité était propice aux

contaminations interhumaines [19, 51].

Entre décembre 1994 et mai 1997, le Gabon dans sa partie Nord-Est a été frappé de trois

épidémies de fièvre hémorragique Ebola [27, 28].

La première survint au Nord-Est du Gabon, près de la frontière avec le Cameroun, entre

novembre 1994 et février 1995. Au cœur de la forêt, trois camps d'orpailleurs (Mékouka, Andock.

Minkébé) furent touchés en premier lieu en décembre 1994. 32 cas cliniques y furent recensés.

Certains malades quittèrent les camps en direction de Makokou, la ville la plus proche, afin

de s'y faire soigner. A l'hôpital, la contamination d'autres patients fût à l'origine d'un nouveau pic

épidémique qui affecta les villages à proximité de Makokou où 16 cas furent rétrospectivement

répertoriés par détection d'anticorps spécifiques sur les prélèvements sanguins qui avaient été

effectués. Au total, 49 cas cliniques dont 29 morts furent comptés, soit un taux de létalité de 59%>.

L'épidémie fut déclarée terminée le 17 février 1995.

La seconde épidémie se déclara en février 1996 dans les villages de Mayibout 1 et 1I, situés à

une quarantaine de kilomètres au sud de Mékouka, le long du fleuve Ivindo.

L'épidémie débuta tout d'abord chez 18 enfants du village de Mayibout II qLll avaient

participé au dépeçage d'un chimpanzé trouvé mort dans la forêt. Ces 18 premiers cas

contaminèrent certains membres de leur famille et de leurs amis dont certains furent les auteurs de

la propagation de l'épidémie dans les villages voisins, Mayibout 1au sud et Mvadi au nord.

Cette épidémie fit 21 morts sur 31 malades soit un taux de létalité de 67.7%.

La troisième épidémie débuta le 5 octobre 1996 et fut déclarée terminée en mars 1997. Elle

se localisa aux environs de Booué, ville située à 120 km au sud-ouest de Makokou, et à 200 km au

sud de Mékouka. Elle fit 45 morts sur un total de 60 cas soit un taux de létalité de 75.%.



L'épidémie aurait en réalité débuté deux mois plus tôt avant sa déclaration. En effet, un

chasseur mourut le 13 juillet 1996 dans un camp forestier non loin de Rooué, après avoir présenté

des symptômes de fièvre hémorragique.

En août un chimpanzé est trouvé mort dans la forêt de la même région. Les analyses

immunohistochimiques et histologiques de coupes d'organes démontraient que cet animal avait été

infecté par le virus Ebola.

A la fin du mois d'août, un second chasseur meurt dans le même camp forestier et dans les

mêmes conditions que le premier.

Un ami des deux chasseurs tombe malade 12 jours plus tard et est évacué sur l 'hôpital de

Rooué. Insatisfait du traitement reçu, il quitte l'hôpital pour Ralimba un village voisin de Rooué.

afin d'y recevoir des soins de médecine traditionnelle prodigués par un guérisseur traditionnel. Les

soins étant basés sur des scarifications cutanées, les autres patients de ce tradipraticien, lui-même

et son assistant seront contaminés.

Certaines personnes malades se feront hospitaliser à l'hôpital de Rooué. D'autres

retourneront dans leur famille et contamineront les villages voisins. D'autres s'enfuiront vers

d'autres villes.

Ainsi, 15 cas dont Il mortels apparurent à Libreville (au nord de Rooué) . 3 cas apparurent à

Lastourville à 130 km au sud-est de Rooué. Le dernier cas clinique remonte au 18 janvier 1997.

Ces trois épidémies étaient dues au sous-type Zaïre.

D'octobre 2000 à janvier 2001, une épidémie d'Ebola due au sous-type Soudan éclate dans

trois districts en Ouganda (Gulu, Masindi, Mbarara) faisant 224 décès pour 425 cas déclarés soit

53% de taux de létalité [54, 72, 76].

Le premier cas serait apparüt le 30 août 2000 et le dernier cas, le 9 janvier 2001 176J.

La confirmation de l'épidémie fut établie 15 octobre 2000 par le Nationa!Institut o{Viro!ogy

de Johannesburg (Afrique du Sud).

De décembre 2001 à mai 2002, toujours due au sous-type Zaïre, une épidémie d'Ebola

frappe simultanément le Gabon et la république du Congo.

Au Gabon, le 4 décembre 2001, le Centre International de Recherches Médicales de

Franceville (CIRMF) est officiellement alerté de 5 cas humains de fièvre hémorragique et de la

découverte de nombreux cadavres animaux notamment de gorilles, par les populations locales.



Le village indexé est Medemba, situé à mi-chemin entre Mékambo et la frontière Gabon

Congo (région nord-est du Gabon).

L'épidémie est déclarée le Il décembre 2001 au Gabon et elle sera déclarée finie au Gabon

comme au Congo en mai 2002.

Elle aura de multiples foyers au Gabon. De nombreux villages seront touchés avec

dissémination dans les villes les plus importantes de la région notamment Makokou et Mekambo.

Pendant que l'épidémie se pourvait au Gabon, en mars 2002, le CIRMF reçu des

prélèvements effectués sur des personnes présentant des symptômes de fièvre hémorragique dans

la région de la cuvette Ouest non loin de Kellé, ville située à la frontière gabonaise (figure nOS

Page ).

Au Gabon, 5 chaînes épidémiques différentes ont été repertoriées dans la région du Nord-Est.

Ces 5 chaînes se sont developpé dans les villages de Médemba, d'Ekata, d'Etakangaye et de

Grand-Etoumbi entre décembre 2001 et mai 2002. Elles ont totalisé 69 cas dont 56 décès soit un

taux de létalité de 77,5% [2,61]. Au Congo, c'est 110 cas dont 90 décès qui furent répertoriés.

Entre décembre 2002 et juin 2003, une autre épidémie d'Ebola toujours due au sous-type

Zaïre, frappe le Congo. Elle sera déclarée le 19 février 2003. Elle prendra fin le 5 juin 2003. Le

dernier décès sera enregistré le 22 avril 2003 dans le petit village de Ndjoukou. [25]. On

dénombrera 128 décès sur 143 cas enregistrés.

Simultanément aux épidémies humaines, un grand nombre d'animaux étaient régulièrement

trouvés morts dans les forêts des districts de Kellé et Mbomo, en particulier les primates (gorilles

et chimpanzés) et les céphalophes (Cephalophus 5p.).

A la fin du mois de décembre 2002, le CIRMF identifiait par différentes méthodes d'analyse

sur coupes d'organes l'infection de certains animaux par le virus Ebola, particulièrement des

Gorilles, des chimpanzés et des céphalophes.

Une dernière épidémie d'Ebola similaire à celle ayant pris fin le 5 juin 2003, frappera le

même département de la cuvette Ouest en République du Congo d'octobre 2003 au 21 décembre

2003.

Le 24 décembre 2003, le Ministère de la Santé de la République du Congo rapporte qu'au

total, l'épidémie aura fait 29 morts sur 35 cas répertoriés.
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L'historique des épidémies de fièvre hémorragique à virus Ebola nous permet de situer de

manière globale l'étendue de la maladie et les dégats qui jusqu'à ce jour ont été enregistrés.

En définitive, l'Afrique reste le continent le plus touché par la maladie. De 1976 à 2003, avec

une accalmie entre 1979 et 1994, près de 1896 cas et 1334 décès humains ont été repertoriés. Les

pays touchés sont le Soudan, la RDC (Zaïre), le Gabon, le Congo, l'Ouganda et la Côte d' 1voire.

Aujourd'hui, l'Ouganda reste en Afrique de l'Est le seul pays à avoir enregistré l'épidémie

chez l'Homme.

Les Etats-Unis, l'Europe et l'Asie sont aujourd'hui indemnes de eette maladie. Aucune

mortalité animale n'a plus jamais été signalée aux Etats-Unis et en Asie depuis 1996.

Dans la suite de ce chapitre, nous parlerons de la transmission. du Virus Ebola et nOLIs

aborderons ensuite la physiopathologie et les mécanismes d'infection.
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Tableau 1 : Chronologie des épidémies de fièvre hémorragique à virus Ebola dans le Monde

Date Lieu Nombre Nombre Sous-type
de cas de viral

morts

RDC (Yambuku) 318 284 Za'ire
1976

Soudan (Nzara, 284 150 Soudan
Maradi) 1

Juin-Novembre

Angleterre 1 0 ')

1977 (Juin) ---~I

RDC (Tandala) 1 1 --l----11979
(Juillet-
octobre) Soudan (Nzara) 34 22 Soudan

1989-1990 Philippines 1404 383 Reston
(Manille) (singes)

1994 Côte d'Ivoire 1 0 Côte
(Ka'i) d'Ivoire

--

1995 RDC (Kikwit) 315 256 Za'ire

1 ----

Déc. 1994-
mai 1997 Gabon (Ekata) 141 94 Za'ire

-~-

Oct. 00- Ouganda (Gulu, 1

1

jan. 01 Masindi, 425 224 Soudan
Mbarara)

~Déc.Ol-mai Gabon (Ekata) 69 56
02 Congo (Mbomo, Za'ire

Kellé) 110 90
-----_.._--------

Déc.02 - Congo (Mbomo, 143 128 Zaire
juin 03 Kellé)

--

Oct. 03 - Congo (Mbomo, 35 29 Za'ire
déc. 03 Kellé)



- Congo 2001-02 : 110 cas, 90 morts
Congo 2002-03 : 143 cas, 128 morts
Congo 2003 : 35 cas, 29 morts

- Soudan 76 : 284 cas, 150 morts
Soudan 79 : 34 cas, 22 morts

,
1,

".J

(

-r-~")~

>~1

: 1 cas, 0 mort

: 318 cas, 284 morts
: 1 cas, 1 mort
: 315 cas, 256 morts

Il EBOLA

- RDC 76
RDCn
RDC95

- RCI94

- Gabon 94-97 : 141 cas, 94 morts
Gabon 2001-02 : 69 cas, 56 morts

- Ouganda 2000-01 : 425 cas, 224 morts

Figure 2: Répartition géographique et temporelle des épidémies d' Ebola en Afrique
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Les épidémies surviennent de manière sporadique généralement durant la transition entre les

saisons (fin des saisons sèches et début des saisons des pluies). La Fièvre hémorragique Ebola tue

en quelques jours plus de huit malades sur dix et, jusqu'à ce jour, le réservoir du virus Ebola ainsi

que les conditions d'émergence chez l'Homme sont inconnus.

D'une manière générale, les animaux sont insensibles au virus Ebola 128, 291, Les espèces

qui meurent au contact du germe sont après l' Homme, les primates (les singes cynomolgus. les

gorilles, et les chimpanzés) [28, 91]; les céphalophes (Cephalopus 5p.) et. de manière

expérimentale le cobaye.

La transmission de l'infection par le virus Ebola, s'agissant du sous-type Zaïre. peut se faire

selon les modes suivants:

I. 3. 2 - TRANSMISSION INTRA-SPECIFIQUE DANS L'AIRE D'EPIDEMICITE

I. 3. 2. 1 - Importance du contact direct: Soins, rites funéraires,
médecine traditionnelle

Plusieurs études épidémiologiques réalisées durant les épidémies passées montrent que la

contamination inter humaine nécessite un contact étroit entre sujet sain et sujet infecté. En effet en

ce qui concerne les infections secondaires, les taux d'attaque chez les amis d'un malade sont

d'environ 5%. lis sont de 20% chez les membres proches de la famille et de 80% chez les

personnes directement exposées aux liquides biologiques infectieux, notamment lors des soins

donnés aux malades [3, 48, 89]. Cent soixante treize personnes ont été suivies par une équipè de

chercheurs durant l'épidémie de Kikwit. Ces personnes auraient eu des contacts rapprochés avec

des malades et ainsi, vingt huit d'entre elles développèrent la maladie après avoir eu des contacts

physiques avec les patients et soixante dix huit autres n'eurent aucun contacts physiques avec les

malades et de ce fait ne contractèrent pas la maladie [15]. Ainsi pour que la contamination se

réalise, il faut un contact direct.

On a remarqué aussi que, le taux d'infection chez les enfants âgés de dix sept ans au plus est

particulièrement faible, soit 9%. Ce qui signifie que les enfànts sont relativement épargnés par la

maladie [15J. Ceci s'explique par le fait qu'en Afrique, dans la tradition, les enfants sont tenus

éloignés des malades [14], ce qui renforce l'idée du contact étroit nécessaire à une contamination,

La plupart des rites funéraires africains reposent sur des pratiques comme le toilettage et

l'attouchement des morts par leurs proches [13]. Cette tradition est d'une telle importance que les

parents éloignés font spécialement le voyage pour venir participer à ces cérémonies. favorisant

ainsi la dissémination du virus dans des endroits parfois très distants du foyer primaire de

l'épidémie [15].
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La tradithérapie, ou médecine traditionnelle se trouve être également un moyen efficace de

dissémination du virus. En effet, la consultation chez ces médecins traditionnels appelés

communément nganga se fait sous forme de thérapie de groupe. Ils réunissent en un même endroit

des personnes atteintes de diverses maladies et les soignent au moyen de scarifications non stériles

et d'incantations durant plusieurs jours [26].

Il est important de savoir que le sang a été le premier matériel biologique infectieux à être

identifié. Les titrages de prélèvements sanguins faits chez des malades depuis les épidémies de

1976 à celle de Kikwit en 1995 ont révélé des virémies importantes durant toute la durée des

symptômes [5, 9, 49].

Dans presque tous les cas, l'infection expérimentale d'animaux (cobayes, singes) avec du

sang de congénères prélevés sur des animaux malades, conduit inévitablement à une maladie

mortelle [8, 21, 22, 39]. Ainsi, tout matériel biologique souillé par du sang devient potentiellement

infectieux pour les muqueuses, les peaux abrasées, voire les peaux saines. Il en est de même de.

l'écoulement nasal, du mucus d'expectoration, des liquides diarrhéiques, des vomissures et des

écoulements génitaux.

Dans l'urine, la salive et les fèces de macaques infectés par Ebo-Zaïrc ou Ebo-Reston, on a

retrouvé des taux élevés de virus [23, 43, 67, 68]. Ceci prouve que ces liquides biologiques

représentent des sources potentielles de contamination.

La mise en évidence, par analyses histologiques de prélèvements cutanés provenant de

patients [99] de l'épidémie de Kikwit, de nombreuses particules virales dans la peau, autour ct

dans la lumière des glandes sudoripares, plaide en faveur de l'aspect potentiellement infectieux de

la sueur et permet d'énoncer l'hypothèse de la possibilité d'une contamination simplement

cutanée.

I. 3. 2. 2 - L'infection nocosomiale

L'hôpital joue un rôle clé dans la dissémination du VIruS en tant qu'amplificateur des

épidémies [3, 27, 72, 84].

Dans ce milieu, la propagation de la maladie se fait selon 2 modes distincts:

- Contamination du personnel médical, par contact direct avec les patients lors de

l'administration des soins médicaux ou chirurgicaux.

Contamination des patients hospitalisés mais aussi de eeux qui viennent à

l'hôpital pour des consultations externes, lorsqu'ils reçoivent des injections de

produits médicamenteux avec du matériel non stérilisé et souillé par des particules
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virales émises dans l'air ambiant par les malades à travers la sueur, les diarrhées,

les vomissements et les expectorations [3,49].

1 3. 2. 3 - L'infection par voie respiratoire

Les enquêtes épidémiologiques effectuées lors des épidémies de 1976 et 1979 au Soudan

montrent que plusieurs personnes se sont infectées sans avoir, au préalable, eu de contact physique

avec un malade.

A Kikwit en 1995, sur les 315 cas répertoriés, 5 n'eurent aucun contact physique avec les

malades ni avec des personnes suspectées d'avoir présenté des symptômes pouvant être rattachés à

ceux causés par le virus Ebola [84].

Il existerait donc une possible contamination aérienne par vOies respiratoires; ce qui est

compatible avec les quantités élevées de particules virales retrouvées dans le mucus alvéolaire de

poumons prélevé chez les patients décédés de la fièvre virale hémorragique Ebola lors de

l'épidémie de Kikwit [96].

Les épidémies à virus Ebola sous-type Reston qui touchèrent, dans plusieurs laboratoires

américains, des singes macaques cynomolgus en provenance des Philippines évoquent également

plusieurs cas d'infection sans contacts physiques [34,42,67,68,85].

Il existerait donc d'autres modes de contamination, dif1ërents du contact physique, tel qu' en

particulier la contamination par voie respiratoire, conjonctivale ct buccale à la f:lvelll' de la

pénétration de microgoutellettes virulentes [77]. Ces microgoutellettes virulentes peuvent provenir

des évacuations de liquides biologiques infectés tels que les vomissures, les liquides diarrhéiques.

la salive, la sueur etc., ou lors de l'expiration.

Dans le but d'étudier ces modes de contamination, différentes infections expérimentales ont

été menées chez le singe. Ainsi, l'infection de 8 macaques dont 4 par voie orale et 4 par voie

conjonctivale, a induit une pathologie associée à une fièvre virale hémorragique virale ayant

aboutit à la mort de sept d'entre eux [40].

Bien que ces résultats soient obtenus à partir de grandes quantités de ViruS directement

déposées sur les muqueuses, ils doivent tout de même être pris en considération, notamment dans

l'application de mesures de précautions lors de la manipulation d'animaux infèctés.

Même si tous les arguments convergent vers l'existence d'une contamination aérienne, aucun

élément ne la démontre formellement. Si ce mode de contamination existait vraiment, au regard

des données épidémiologiques précédemment recueillies, sa réalisation semble très peu probable.
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I. 3. 2. 4 - Autres modes de contamination

Il semblerait qu'une contamination par voie vénérienne existe. Ce mode de contamination a

été montré lors de l'épidémie par le virus de Marburg en 1967 à Marburg, Allemagne. De même

du virus Ebola infectieux a été retrouvé dans le sperme d'un technicien de laboratoire en

Angleterre, technicien qui avait développé la fièvre virale hémorragique Ebola plus de 2 mois

auparavant. Ce technicien s'était contaminé en manipulant du matériel biologique envoyé

d'Afrique [18].

I. 3. 3 - TRANSMISSION INTER-SPECIFIQUE

DANS LA ZONE D'EMERGENCE ENDEMIQUE.

I. 3. 3. 1 - Contamination à partir d'un primate malade

D'une manière générale, la source de contamination du cas primaire (la première personne

identifiée comme infectée) n'est pas connue. Cette source a été identifiée uniquement dans 2 cas

d'épidémie. Elle s'est revélée être un chimpanzé, Tout d'abord en Côte d'Ivoire en 1994 une

ethnologue suisse, seul eas d'infection par le virus Ebola sous-type Côte d'Ivoire, se contamine au

cours de l'autopsie d'un chimpanzé. Le virus a été isolé chez l'ethnologue [57].

A Mayibout, au Gabon, en 1996, l'épidémie fut déclenchée chez des enfants dudit village qui

s'étaient infecté au cours du dépeçage d'un chimpanzé trouvé mort dans la forêt [27].

I. 3. 3. 2 - Contamination à partir du réservoir

A l'heure actuelle, le réservoir hôte naturel du virus Ebola, reste inconnu [6,28, 33].

Jusqu'à ce jour, tous les animaux chez lesquels l'isolement viral ou la visualisation du virus

par microscopie électronique ont été réalisés, sont des espèces sensibles au même titre que

l'Homme.

Depuis, de nombreuses enquêtes Uusqu'ici infructueuses) ont été initiées tant sur le terrain

même de l'épidémie qu'au laboratoire afin de pouvoir identifier l'animal, vertébré ou invertéhré

qui pourrait héberger de manière asymptomatique le virus. Cependant, des séquences génétiques

virales et des images ressemblant à des amas de nucléocapsides de filovirus, ont été détectées sur

des coupes d'organes provenant de souris (Mus setulosus, Praomys .spp) et de musaraignes

(Sylvisorex ollula) capturées.
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I. 4 PHYSIOPATHOLOGIE ET MECANISME D'INFECTION

L'infection filovirale se caractérise essentiellement par une infection généralisée des cel1ules

du système des phagocytes mononuclées, des troubles de la coagulation. des hémorragies, et des

lésions hépatiques importantes [23].

I. 4. 1 - CHRONOLOGIE DE LA PROGRESSION DE L1INFECTION FILOVIRALE

Dans l'infection naturelle, le virus pénètre vraisemblablement par des microlésions cutanées.

A ce niveau, il infecte les monocytes présents dans les vaisseaux capi Ilaires. La circulation

lymphatique et la circulation sanguine acheminent alors les monocytes infectés vers la plupart des

organes, principalement les ganglions lymphatiques, le foie et la rate.

Dans ces organes, les cel1ules de la lignée monocytaire constituent les cibles privilégiées du

virus. Il s'agit des cellules de kupffer dans le foie, des macrophages dans la rate et les ganglions.

des pneumocytes dans les poumons, des macrophages présents dans les cavités pleurales et

péritonéales, des cellules microgliales au niveau du tissu nerveux ....

La généralisation de l'infection à d'autres types de cellules, notamment les cell ules

endothéliales, ne survient que dans le stade terminal de la maladie, et se produit soit par la

circulation sanguine après libération des virions par cytolyse des cellules infectées, soit par

circulation tissulaire des monocytes infectés.

I. 4..2 - VOIES DE PENETRATION

Dans les conditions naturel1es, la porte d'entrée du virus Ebola dans l'organisme reste la peau

abrasée. Dans les conditions expérimentales, les portes d'entrée sont les voies sous-cutanées, intra

musculaire, intra-péritonéale, intraveineuse, respiratoire, intra-cérébrale et conjonctivale.

Le temps d'entrée du virus dans la circulation sanguine dépend de la porte d'entrée du virus

et de la concentration de l'inoculum.

A titre d'exemple, le virus Ebola est retrouvé dans le sang 24 h après J'injection d'une dose

virale de 100DL50 par voie intra-péritonéale chez le singe macaque [23. 86]. L'injection par

aérosols d'une dose de 105 DL50 du même virus chez le cobaye entraîne l'apparition des virions

dans la circulation sanguine dès 2h après l'inoculation [87]. Lors de l'injection parentérale d'une

dose 16 fois plus faible de virus Ebola chez le singe macaque, les premiers virions n'apparaissent

qu'après 72h [78].
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II.1 POUVOIR PATHOGENE CHEZ LHOMME ET LES PRIMATES

La fièvre hémorragique à virus Ebola est une zoonose dont les symptômes sont presque

identiques tant chez l'Homme que chez les primates.

II.1. 1- CHEZ L'HOMME

II.1. 1. 1- L'incubation

Chez l'Homme, dans les conditions naturelles, l'incubation est toujours difficile à détermi ner

avec précision en raison de l'absence d'indicateurs permettant de situer réellement le jour dc

l'infection. Néanmoins, des études épidémiologiques réalisées lors de l'épidémie de Kikwit en

milieu hospitalier ont permis de montrer qu'elle était comprise généralement entre 5 à 8 jours 110.

15].

II. 1. 1.2 - Les manifestations cliniques

Malgré la grande variabilité des symptômes chez les individus, les signes cliniques peuvent

se subdiviser en 3 phases distinctes qui se chevauchent plus ou moins en fonction des patients.

Il y'a la phase 1 ou celle du syndrome pseudo-grippal.

Elle est commune aux patients décédés ct survivants. Elle se caractérise par un syndrome

pseudo-grippal aigu d'apparition brutale, où l'on note: Une hyperthermie (souvent plus de 40°c),

des céphalées violentes localisées d'abord en région occipitale puis, s'étendant aux régions

pariétales et frontales. En suite, une asthénie généralisée, une myalgie et une arthralgie non

sélectives. Ces symptômes persistent pendant toute la durée de la maladie.

Cette période est fréquemment individual isée, mais ellc peut se confondre avec la phase 2 ou

celle des signes d'atteintes organiques.

Cette dernière est commune aux patients décédés et aux survivants. Elle débute

généralement entre 2 et 4 jours après l'apparition des symptômes généraux de la phase 1. Elle est

marquée par l'apparition des signes cutanés, digestifs, respiratoires et autres:

Les symptômes digestifs sont essentiellement marqués par de l'anorexie, la présence de

diarrhée liquide accompagnée de fortes douleurs abdominales, des vomissements incoercibles

accompagnés de nausées. En quelques jours seulement, ces symptômes entraînent une perte de

poids ainsi qu'une déshydratation toutes les deux importantes.
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Les symptômes respiratoires apparaissent au même moment que les symptômes digestifs. Ils

témoignent d'une atteinte de l'appareil respiratoire superficiel se manifestant le plus souvent par de

la toux sèche et par un violent mal de gorge, (certaines personnes ont la sensation d'avoir une balle

dans la gorge), très évocateur d'une fièvre hémorragique virale. Ce mal de gorge résulte de lésions

pharyngées. Lors des épidémies de 1976, des douleurs thoraciques ont été évoquées 1371.

Les symptômes cutanés apparaissent le plus souvent vers le 41èmc et Siemc jour après le début

des symptômes généraux. Ces signes se manifestent par une congestion conjonctivale bilatérale el

un exanthème maculo-papuleux semblable à celui rencontré dans la rougeole [3]. Cet exanthème.

intéresse dans un premier temps les parties supérieures des bras et des jambes. Puis. il s'étend

progressivement à l'ensemble du corps, et conduit en général à une desquamation subséquente

portant essentiellement sur les parties les plus atteintes. Pouvant persister pcndant une semaine. il

est classiquement observé dans les infections à filovirus [2].

Concernant l'évolution finale des symptômes, ce n'est qu'après l'apparition des slgnes

généraux de la phase 2 que les symptômes vont évoluer différemment. Chez les uns, les

symptômes vont régresser rapidement et feront place à une longue période de convalescence. Chez

les autres au contraire, les symptômes vont s'aggraver rapidement, les hémorragies vont

s'accentuer, se diversifier et devenir plus importantes. La mort va survenir en 2 à 3 jours. Les

manifestations hémorragiques sont caractérisées par du méléna (présence de sang dans les selles).

de l'hématémèse (présence de sang dans les vomissures), de l' hématurie parfois microscopique

(présence de sang dans les urines) [32], de l'épistaxis (écoulement sanguin nasal) et de

l'hémoptysie (présence de sang dans la bouche).

Les femmes enceintes présentent des hémorragies utérines aboutissant il un avortement [71 1·

Les hémorragies surviennent dans 41 % des cas [69].

La phase terminale des décédés est marquée par une aggravation des symptômes généraux et

par une accentuation des hémorragies. Elle est caractérisée par la survenue de certains signes

particuliers telsque des crises de tachypnée (accélération du rythme respiratoire) et de hoquet 130.

78] qui précédent une anurie (baisse ou une absence totale de miction), contribuant ainsi à

l'instal1ation d'un choc hypovolémique terminal. Puis survient un retour à la normale de la

température.

L'apparition des symptômes évoqués annonce généralement une mort imminente.
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La période de convalescence des survivants est généralement longue, pouvant durer de l à :2

mois. Fièvre légère, fatigue, diarrhées intermittentes, douleurs musculaires et articulaires

épisodiques en sont les principaux ingrédients.

Chez les hommes, des signes d'orchite ont été observés lors des épidémies de Yambuku 1281

et celle de Kikwit [40). Ces orchites sont probablement dues à la persistance du virus dans les

testicules pendant quelques semaines après la disparition des symptômes.

Des lésions diverses affectant les yeux ont également été observées. 1:11 effet, 4 rescapés de

l'épidémie de Kikwit ont présenté des signes de douleur oculaire, de photophohic.

d'hypersécrétion lacrymale, et de perte de l'acuité visuelle plus d'un Illois après la fin des

symptômes [50). A Kikwit, un cas de mucormycose a été également observé. C'est une infection

secondaire des yeux par un champignon, qui induit tout d'abord la collection d'abcès oculaire ct

une atteinte du nerf optique. L'infection envahit par la suite les sinus frontaux et les oreilles

internes, provoquant une cécité et une perte d'audition sur le côté le plus touché [37).
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Tableau II: Fréquence des symptômes et des signes hémorragiques observés chez 103 patients

pendant l'épidémie d'Ebola de Kikwit, 1995, RDC (d'après Bwaka ct al II 0]), Les chiffres en gras

représentent les valeurs dont la différence entre les décédés et les survivants est significative.

42 47

14 16
17 5
5 11
1 Il
0 5
2 ()

15 ()

0 Il
2 0
8 0

2 0
8 5
13 0

8 16

7 16

~---I~-

)écédés 1 Survivants

(n=84) (n~J9)

1

,--

Décédés Survivants [

(n=84) (n= 19)

Symptômes Symptômes
Fièvre 93 95 Congestion
Asthénie 85 95 conjonctivale
Céphalées 52 74 Exanthème
Arthralgie, 50 79 Hoquet
myalgie Perte d'audition
Anorexie 43 47 Bourdonnement
Douleur 12 26 Dysesthésie
lombaire Convulsions
Douleur 62 68
abdominale Saignements
Diarrhée 86 84 Gencives
Nausée, Hémoptysie
Vomissements 73 68 Epistaxis
Hépatomégal ie 2 5 Pétéchies

Hématomes
Splénomégalie 2 5 Points
Anurie 7 a d'injection
Avortement 2 5 Hématémèse,
Mal de gorge 56 58 Méléna
Douleur thorax la 5 Hématurie
Toux 7 26
Tachypnée 31 0

~-

II. 1. 2- CHEZ LES PRIMATES

Seuls les symptômes résultant d'une infection expérimentale sont connus [8,39,40,43, 78J.

A ce jour, aucune description clinique d'une infection naturelle de primates par les sous-types

africains du virus Ebola n'a été réalisée.

La période d'incubation, la gravité et la rapidité des symptômes lors des infections

expérimentales varient considérablement selon la dose virale utilisée pour l'inoculation, selon le

sous-type viral, et selon la voie d'inoculation.

Lors d'inoculation de très faibles quantités virales de Ebo-Reston, des périodes d'incubation

longue de 19 jours ont été observées [85].
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La période d'incubation, lors de l'infection expérimentale de macaques par voic

intraveineuse avec les sous-types viraux africains, excède rarement 4 jours [21]. Alors qu'avec le

sous-type Reston, il y'a survenue de symptômes respiratoires plus graves et plus fréquents [341. ct

une phase clinique souvent courte de 3 à 4 jours [85]. En général, plus la dose virale est forte, plus

la durée et la gravité des symptômes sont plus importantes [7, 39,43].

II. 2 DIAGNOSTIC

De nombreuses techniques ont été mises en oeuvre en vue de mettre au point l'outil idéal de

diagnostic. Mais, à l'heure actuelle, aucune méthode n'est entièrement satisfaisante.

II. 2. 1- METHODES VIROLOGIQUES DIRECTES

Ces techniques reposent sur l'examen direct des particules virales de leurs antigènes ou de

leur génome.

II. 2. 1. ] - La viroscopie par microscopie électronique

Elle consiste à visualiser le virus par microscopie électronique dans les échantillons de sang

ou dans les coupes d'organes (peau, foie, rate, reins), déposés et fixés sur les lames.

Les échantillons sont fixés à l'aide de la formaline au moment de la biopsie, puis refrigérés.

Au laboratoire, ils sont enveloppés dans une couche de paraffine jusqu'à utilisation.

Cette technique permet de mettre en évidence les nombreux virus en position extracellulaire

et les inclusions virales intracytoplasmiques formées par les nucléocapsides.

II. 2. 1. 2 - L'immunohistochimie

Dans cette technique dont la méthodologie et le rôle sont semblables à ceux de la

microscopie électronique, le marquage se fait par l'intermédiaire de la phosphatase alcaline dans

un substrat au naphtol/rouge, et est suivi d'une contre coloration à l'hématoxyline [99].

II. 2. 1. 3 - La peR

C'est une réaction enzymatique qui conduit à l'amplification spécifique. de plusieurs millions

de fois, d'une séquence nucléotidique précise que l'on désire rechercher ou étudier.

Imaginée par Kary Mullis, elle fut dévéloppée par Henri A. 1lcrlich et ses collaborateurs de

la compagnie CETUS (Californie, USA) en 1985.
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La PCR (Polynuclear Chain Reaction) permet l'amplification selective, in vitro, de séquences

d'acides nucléiques très minoritaires ou même rares. Ainsi, elle présente un intérêt majeur dans

tous les domaines de la recherche fondamentale et médicale [59,67,98].

Il. 2. 1. 4 - Intérêts de ces méthodes

Ces techniques possèdent une grande sensibilité. Pour des raisons évidentes, elles sont

particulièrement précieuses lors du diagnostic post-mortem. Appliquées aux prélèvements cutanés.

elles sont extrêmement sécurisantes du fait que les biopsies sont réalisées avec une pince et que

l'échantillon est immédiatement inactivé au cours de la fixation sur lame par la formaline.

Mais, la haute technicité de ces méthodes nécessitant des laboratoires spécialisés et les délais

trop longs qu'elles requièrent pour l'établissement du diagnostic font qu'elles sont inutilisables en

routine dans l'identification rapide d'une épidémie [94].

II. 2.2 - L'ISOLEMENT VIRAL

L'isolement viral fut la méthode qui permit la première identification des virus Ebola et de

Marburg et constitue encore à l' heure actuelle la technique de référence [19. 22, 41].

Cette méthode consiste en l'inoculation de lignées cellulaires ou d'animaux sensibles par du

matériel biologique pouvant être du sérum de patients en phase aiguë de la maladie ou des broyats

de tissus prélevés après la mort.

Bien qu'elle soit la technique de référence, elle ne peut être utilisée en routine pour le

diagnostic de cas suspects. Non seulement elle requiert des délais trop longs mais en plus ne peut

être réalisée que dans des laboratoires très spécialisées à sécurité maximale de type « 4 » très rares

dans le monde.

En revanche, l'isolement représente une étape obligatoire en vue de confirmer le diagnostic

et initier les études de caractérisations morphologiques, structurales et moléculaires des virus.

Il.2.2. 1 - La quantification des charges virales

La quantification de virus sur lignées cellulaires (test de plages) fut une des premières

méthodes mises au point.

Ce test consiste à inoculer les cellules Véro réparties en plaques de 6 ou de 24 puits. les

zones de réplication virale sont détectées par un sérum de lapin anti EBÜ lui même détecté par un
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sérum anti-Iapin marqué à l'enzyme phosphatase alkaline ou à l'enzyme péroxydase mises en

présence d'un substrat adéquat [51].

Le test de plages est peu sensible et n'entraîne pas toujours la formation de plages même

lorsque l'isolement viral est possible. Alors que le test de zone de fluorescence possède une plus

grande sensibilité et permet de quantifier les charges virales dans un plus grand nombre de cas.

II. 2. 3 - DETECTION DES ANTIGENES VIRAUX

Deux techniques sont principalement utilisées, ce sont: L' immunotl uorescence directe et

l'ELISA par capture d'antigène.

II.2.3. 1 - L'immunotluorescence directe

C'est une méthode qui regroupe 2 techniques: l'immunohistochimie et j'immunofluorescence

classique dans laquelle l'antisérum final est conjugué à la fluorescéine ou à d'autres chromogènes

[41,94].

II.2.3.2 - La technique Elisa par capture d'antigène

C'est une méthode couramment utilisée pour la détection de tout antigène Ebola dans le

sérum ou le plasma. Elle constitue actuellement le test de référence. Elle est capable de permettre

l'identification de tous les patients pendant la phase symptomatique tout en préservant une bonne

spécificité [41]. L'obtention de titres élevés d' anticorps pendant la phase des symptômes permet

une meilleure analyse des résultats [83].

Les avantages de cette technique sont indéniables. Celle-ci peut être réalisée très rapidement

en 4 ou 5 heures et donne des résultats positifs dès les premiers jours de la maladie r52, 82].

II. 2. 4 - LES METHODES SEROLOGIQUES

II.2.4. 1 - L'immunotluorescence indirecte (IFI)

Elle constituait jusqu'en 1995 l'unique méthode de diagnostic et de dosage d'anticorps. Mais.

malgré une bonne sensibilité, cette technique possède une fàible spécificité et fut responsable de

nombreux faux résultats positifs lors de différentes enquêtes de séroprévalence 15, 38, 45, 46 J.

Cette méthode consiste à faire réagir les sérums sur des homogénéisats de cellules véra infectées

par le virus Ebola, préalablement fixés sur une lame, puis à révéler les anticorps spécifiques par

des anti-IgG ou des anti-IgM marqués à la fluorescéine [47].
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II. 2. 4. 2 - Le dosage des IgM

Cette technique consiste dans un premier temps à capturer les IgM des sérums par des

anticorps monoclonaux anti-fl immobilisés sur des plaques ELISA. Ensuite, les IgM spécifiques

sont incubées en présence d'antigènes Ebola, représentés généralement par du surnageant de

culture de cellules véro infectées, qui sont ultérieurement reconnus par un sérum polyclonal de

lapin anti-EBü lui même détecté par un sérum polyclonal anti-Iapin marqué à l'enzyme

peroxydase [53]. La révélation se produit en faisant réagir l'enzyme avec le substrat spécifique

comme précédemment décrit.

Malheureusement, seuls 1/3 des patients qui décèdent de l'infection produit dcs IgM. ce qui

rend ce test peu sensible et non utilisable pour un diagnostic de confirmation. Il est cependant

utilisé pour poser le diagnostic global d'une épidémie.

II. 2. 4. 3 - Le dosage des IgG

C'est une technique qui s'effectue selon une méthode standard qui consiste à faire réagir les

sérums sur du lysat de cellules véro infectées par du virus Ebola fixé sur des plaques ELISA, puis ù

détecter les IgG spécifiques à l'aide d'un polyclonal anti-lgG conjugué à l'enzyme peroxydase

[53].

Ce test n'est pas utilisé pour poser un diagnostic en phase symptomatique car les personnes

qui décèdent de la maladie ne produisent pas d'lgG spécifiques du virus Ebola.

II. 2. 4. 4 - Autres méthodes de diagnostic

Le Western Blot permet la mise en évidence des protéines virales reconnues par les anticorps

[16]. En raison de la longueur de sa réalisation, il est peu utilisé en routine. Par contre il est surtout

employé pour identifier les protéines virales impliquées dans la réponse humorale et attester de la

spécificité des anticorps détectés par la méthode ELISA.

La radio-immunologie est une technique qui consiste à incuber les sérums d'abord sur des

antigènes Ebola, puis dans un second temps avec une solution contenant de la protéine A marquée

à l'iode 125 [83]. La lecture s'effectue par comptage des rayons gamma émis. Cette technique.

sensible et spécifique, ne nécessite que de faibles quantités de sérums. Elle n'est utilisée que dans

des laboratoires spécialisés et ne peut donc être utilisée sur le terrain.

La radioimmunoprécipitation est une technique de dosage sérologique qui n'est pratiquement

jamais utilisée pour le diagnostic Ebola [16].
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II. 3 TRAITEMENT ET PROPHYLAXIE DES INFECTIONS FILOVIRALES

II. 3. 1 - TRAITEMENT

Il n'existe encore aucune prophylaxie médicale efficace contre l'infection filoviralc.

Cependant dans le cadre de la chimiothérapie, plusieurs molécules, qui ont déjà montré des

propriétés antivirales, ont été utilisées dans les infections expérimentales par le virus Ebola. Cc

sont entre autres les inhibiteurs des S-adénosylhomocystéines hydrolases et l'interféron o-2b

recombinant. Mais, les traitements uniques sont insuffisamment efficaces et laissent envisager

l'emploi d'une multithérapie.

II. 3. 2 - PROPHYLAXIE MEDICALE

II. 3. 2. 1 - Immunisation active

II.3. 2. 1. /- Vaccination avec du virus inactivé

Certains effets protecteurs ont été obtenus après immunisation de primates ou de cobayes

avec du virus inactivé ou avec les antigènes totaux du virus [62,66]. Mais l'immunisation du singe

macaque ou du cobaye avec du virus inactivé ne s'accompagne ni d'une protection ni d'une

atténuation des symptômes. Pas contre cette immunisation rallonge le temps de vie de l'animal

après l'infection. Aucun lien ne semble exister entre le type de réponse immunitaire générée par

l'immunisation et le degré de protection des animaux immunisés.

II. 3. 2.1.2 - Vaccination avec des virus recombinants

Les virus recombinants expriment des protéines virales du virus Ebola.

Les premières études concernant les vaccinations à ADN ont montré que l'immunisation par

voie sous-cutanée de cobayes avec des virus recombinant exprimant la nucléoprotéine (NP). la

VP40, la VP24, la VP30 ou la S-glyeoprotéine (sGP) n'induisait aucune protection contre

l'infection [36]. Par contre il a été démontré récemment qu'il y'a une certaine efficacité de

l'immunisation lorsque des souris et/ou des cobayes sont immunisés par voie intramusculaire avec

des plasmides exprimant la NP, la sGP ou la GP [97].

II. 3. 2. 2 - Immunisation passive

De nombreuses études expérimentales ont été initiées afin d'évaluer l'efficacité de l'injection

de sérums hyper-immuns à des animaux expérimentalement infectés par un filovirus.
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Mais, on a remarqué que la sérothérapie permet seulement de faire diminuer la charge virale

sans la supprimer et prolonger la période des symptômes sans toutes fois éviter la mort de l'animaL

II. 3. 3 - PROPHYLAXIE SANITAIRE

Des mesures d'hygiène générale peuvent permettre à l'heure actuelle, de limiter efficacement

l'extension des épidémies.

Ces mesures consistent en premier lieu, en la mise en place d'un cordon sanitaire autour des

foyers épidémiques afin de limiter au maximum la contamination des personnes extérieures au

foyer épidémique primaire au cours des mouvements de va-et-vient entre la population du secteur

touché et celles des zones périphériques saines.

En second lieu, il est important de diagnostiquer rapidement les cas suspects.

Une fois ces derniers identifiés, les patients hospitalisés doivent recevoir dans la mesure du

possible des soins médicaux à visées palliatives, prophylactique et symptomatique.

Ces soins consistent à lutter contre les symptômes digestifs par ]' emploi de pansements

digestifs, d'antispasmodiques, de réhydratants par voie veineuse en cas de déshydratation sévère.

d'antibiotiques contre les surinfections bactériennes secondaires.

Pour lutter contre la fièvre, il est préconisé d'utiliser des médicaments antipyrétiques non

spécifiques et/ou des antipaludéens si des cas d'accès palustres venaient à compliquer le tableau

clinique. Afin de s'opposer au dépérissement et à l'affaiblissement dus au défaut d'alimentation. la

prise de fortifiants tels que les vitamines et les sels minéraux oraux ou parentéraux ainsi que des

compléments nutritionnels, est recommandée aux patients.

II.3. 4 CONCLUSION

Cette étude bibliographique a permis de rappeler les généralités sur le virus Ebola. sur les

épidémies qu'il a causé depuis son apparition en 1976, ct sur les moyens mis en place pour

l'étudier et lutter contre ce fléau qu'est la fièvre hémorragique à virus Ebola.

Dans la seconde partie, le protocole de recherche, mis au point par le service des maladies

émergentes du Centre International de Recherches Médicales de Franceville au Gabon. sera destiné

à rechercher et à comprendre la place du chien dans l'épidémiologie de cette fièvre hémorragique.
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Deuxiènle partie:

ETUDEEXPERIMENTALE:
ROLE DU CHIEN DANS L'EPIDEMIOLOGIE DE LA

FIEVRE HEMORRAGIQUE A VIRUS EBOLA
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Le but de notre étude expérimentale est de rechercher la place et le rôle du chien dans la

chaîne épidémiologique de la fièvre hémorragique Ebola, c'est-à-dire, savoir si ce dernier peut

avoir des contacts avec le virus Ebola et si oui, tenter de comprendre de quelle manière peut sc

produire le contact.

Cette deuxième partie comprend une rubrique Matériel et Méthodes. qui présentera le

cadre d'étude mais aussi le matériel et les méthodes utilisés pour la réalisation pratique de

l'expérimentation sur les chiens. Une rubrique Résultats présentera les résultats obtenus et une

Discussion, représentant la troisième rubrique, comparera les résultats ohtenus aux données

recueillies dans la problématique.
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Chapitre Premier:

MATERIEL ET METHODES
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I. 1 MATERIEL ET METHODES

1- 1- 1 MILIEU D'ETUDE

1-1-1- 1 - Situation géographique

Située au Nord-Est du Gabon, la province de l'Ogoollé-/vindo est la province gabonaise la

plus étendue avec 46 075km2 de superficie [56]. Elle est limitée au nord par la province du Wolcu

Ntem, au sud par celle du Haut Ogooué, à l'ouest par celles du Moyen-Ogooué et de l' Ogooué

Lolo, à l'est par la République Populaire du Congo [55].

1-1-1-2 - Caractéristiques de la zone

/-1-1-2-/ - Le climat

Encore appelé climat équatorial pur, il est essentiellement tropical chaud, humide et pluvieux

avec 2 saisons sèches dont une grande de mai à septembre et une petite de décembre à janvier et :2

saisons de pluies dont une de septembre à décembre et une autre de février à mai.

Les températures moyennes de la province varient entre 22 et 32°c avec un taux d'humidité de

85%,2000 à 3800 mm de précipitations annuelles et 1400 heures par an d'insolation [55].

/-1-1-2-2 - Le relief

Le sol cristallin s'organise dans cette province en vastes plates-formes étagées. La monotonie

de ces plateaux bosselés de collines innombrables est rompue par de rares reliefs isolés en forme de

dômes rocheux, par des escarpements qui limitent les plateaux ou par de grandes vallées. Certaines

parties de cet ensemble sont très planes (régions des marécages) [55].

/-1-1-2-3 - L'hydrographie

Au GABON, ce sont d'une manière générale, la régularité, la pondération et l'abondance qui

caractérisent l'écoulement fluvial [55,56].

La province de l'Ogooué-Ivindo est baignée par l'Ivindo, plus important affluent du grand

fleuve Ogooué [56] qui draine à lui seul 215.000 km
2

de superficie [55].

L'Ivindo, a un régime dit équatorial avec un débit inter annuel peu abondant de 606 m3/s à

Makokou, soit 16l1s/km2 [56].

Les affluents de l'Ivindo dans l'Ogooué-Ivindo sont:

La Djouah, La Mounianghi, La Liboumba et La Zadié [13, 55].
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/-1-1-2-4 - La Faune

L'Ogooué-Ivindo présente le milieu le plus conservé du GABON d'où la préservation de

plusieurs réserves naturelles. Au nombre de ces réserves nous comptons par ordre d'importancc: La

Lopé, L'lpassa, La Minkébé et La Migouli en cours de création.

Dans cette province comme partout au GABON on rencontre le chevrotain aquatique

(Hyemoschus aquaticus) et le potamogalc (Potamogale velux). Les poissons d'eau douce abondent

dans l'Ogooué-Ivindo. Un nouveau genre d'Ivindomyrus vient ?'être découvert dans le fleuve Ivindo

[55].

Identifié dans la réserve de la Lopé, PAntimachus (Druryeia ontimachus) espèce rare

d'invertébré, est compté parmi les animaux de la faune de la province.

Dans cette dernière, la densité des éléphants (20.000) serait la plus forte connue en Afrique [641.

Les populations de Gorilles et de chimpanzés y ont été respectivement estimées à 4000 ct ù

9000 individus. D'autres animaux de la région comprennent des céphalophes de forêt, des antilopes

de Bates, des guibs harnachés, des sitatunga bongo, des buffles de forêt et des primates diurnes. Deux

espèces d'oiseaux: Picathartes oréas et Bradyptérus grandis, en voie de disparition en Afrique, font

également partie de cette faune très variée [55].

/-1-1-2-5 La Flore

Encore appelée forêt sans Okoumé, la flore de l'Ogooué-Ivindo couvre 55.000km2 et s'étend

jusqu'à la frontière Nord-Ouest du Gabon et du centre-sud du Cameroun. C'est la seule formation

forestière qui a un climat équatorial pur.

Si l'Okoumé disparaît entièrement de cette forêt, il en est de même pour d'autres espèces qui

se raréfient. On peut citer par exemple l'Odzikouna (Scytopétalum klaineahum), l'Owi (Hexa/o1Ju.l'

crispiflorus), PAlep (Desbordesia glancescens) et le Sorro (Scyphocephalium gabunense). D'autres,

à l'inverse, apparaissent pour la première fois ou deviennent abondantes: Ce sont l'Obèche ou Aynu

(Triplochiton scléroxylon) , le Limba (Terminalia superba), le Nka (Pteleopsis hylodendron) et le

Wengue (Mil/etia laurentii).

Il convient aussi de mentionner le Nsigua ou arbre à ail (Scorodophloens zenkéri) et le

Limbala (Gilbertiodendron dewevrei) qui sont à dominantes locales dans la forêt congolaise voisine

[55].

1-1-1-3 - Le milieu humain

Avec Makokou comme chef-lieu de province; Boué, Mékambo et Ovan comme chefs-lieux de

département, l'Ogooué-/vindo présente la densité humaine la plus tàible du Gabon.
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48 862 habitants, soit seulement 1 habitant au km2. L' ethnie dominante est l'ethnie Bakota.

Mais, on comptera également par ordre d'importance les ethnies Mahongwè. Shaké. Ndambomo ct

Shamaye [64].

Semi-nomades du fait de l'agriculture de subsistance sur brûlis mais aussi du fractionnement

continuel des lignages qui obligeaient souvent les groupes à se déplacer [55], les peuples de

l'Ogooué-Ivindo sont d'excellents pêcheurs du fait du vaste réseau hydrographique de la région.

mais aussi de grands chasseurs. Ils utilisent les chiens en grand nombre durant les battues ou la

chasse au filet.

1-1-1-4 - Les sites et les périodes d'investigations

La province de l'Ogooué-Ivindo est le lieu où ont débuté presque toutes les épidémies dTboJa

ayant affecté le Gabon. Mais, les investigations ne se sont pas été limitées à cette province. Elles se

sont étendues aux villes d'autres provinces (Libreville et Port-Gentil) et à un pays autre que le

Gabon, notamment la France.

Libreville, capitale politique du Gabon située dans la province de l'Estuaire, est entourée d'une

forêt littorale sur sable peu propice à la chasse. Cette forêt. comme sur tout le territoire gabonais.

présente des populations de chauves-souris frugivores et insectivores que l'on retrouve dans la

plupart des arbres fruitiers plantés derrière les concessions. Libreville n'a jamais connu d'épidémie

d'Ebola. Cependant, lors de l'épidémie de Booué en 1997, quelques cas venus se faire soigner furent

internés au centre hospitalier de ladite ville.

Port-Gentil, capitale économique du Gabon est le Chef lieu de la province de l'Ogooué

Maritime. Elle est à l'image de Libreville entourée d 'une végétation littorale sur sable. Marécageuse

par endroits, la province de l'Ogooué-Maritime n'est pas propice à la chasse. La pêche y est plus

prépondérante.

Depuis l'apparition des épidémies d'Ebola au Gabon, aucun cas n'a été déclaré à Port-Gentil.

La France est un pays jusqu'ici indemne d' Ebola.

L'enquête s'est déroulée dans les villes de Port-Gentil et de Libreville entre mai et juin 2003 et

à Mékambo ainsi que sur les axes Mékambo-Ekata et Mékambo-Mazingo entre juin et septembre

2003. En France, l'enquête s'est faite durant les mois de février et mars 2004.

Les investigations en France, à Libreville et à Port-Gentil ont été faites dans des cabinets

vétérinaires.

A Mékambo, ce sont les quartiers Centre-Ville; Mission Protestante; La Corniche; Vie Chère;

Paris-Bouyon; Koko; QG; Toulon; Ville Bakota; Bangui et Mpaka qui furent les 1ieux

d'investigations.
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Ces enquêtes se sont aussi déroulées dans des villages comme: Mbenza ; Malassa ; Mékoul11él :

Ntolo ; Médemba, Ilahounéné et Ekata pour ce qui est de l'axe Mékambo-Ekata et dans les villages

Vénel ; Etakangaï; Imbong ; Ibéa ; Zoula ; Grand-Etoumbi ; Ego-Poma ; Massombo et Mazingo pour

l'axe Mekambo-Mazingo.

Une phase initiale de sensibilisation des populations passant par toutes les autorités

villageoises, notamment le Préfet de la Zadié et les Chefs de village, a été faite courant juin 2003

après l'accord du Ministre de la Santé, du Gouverneur de la province de l'Ogooué-/vindo et du

Directeur Régional de la Santé de l'Hôpital de Makokou.

Cette première phase n'a pas été faite en France,' à Libreville et à Port-Gentil considérées

comme zones témoins (Est considérée comme zone témoin, une région dans laquelle aucun Coyer

primaire n'a été déclaré. Il est ainsi supposé qu'il n'y a pas de circulation du virus Ehola dans cette

zone).
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Figure 4 :Carte Administrative du Gabon [56]



Matériel ct méthodc., - 42

1-1-2 - MATERIEL ET METHODES SUR LE TERRAIN

1-1-2-1 - Matériel

/-1-2-1-1 - Matériel animal

Le matériel animal est constitué de carnivores domestiques particulièrement le chien. CèS

chiens sont dits de race locale. Ils appartiennent à la famille des Canidés, à ]" ordre des Carnivores.

Ils sont du genre Canis et de l'espèce jamiliaris. Ils présentent des caractéristiques asse7

particulières, notamment le pelage qui est varié avec des mélanges de coloris allant du bringé au

pie-noir en passant par le fauve, le marron et le blanc (rare).

Ces animaux pouvant faire 40 à 50cm au garrot et 24kgs en moyenne chez le mâle adulte

contre 30 à 35cm au garrot et l5kgs en moyenne pour la femelle adulte, ont le poil ras et sont

réputé bons chasseurs.

Dans raire géographique où nous avons travaillé 258 chiens adultes ont été prélevés.

Dans les villes de Port-Gentil, de Libreville et en France, ce sont 181 chiens de races diverses

qui ont été prélevés. Ils ont constitué les échantillons témoins qui nous ont servi à étalonner nos

résultats.

1-1-2-2 - Méthodes

/-1-2-2-1- Prélèvement du sang

Sur le terrain, un anesthésique approprié spécifique aux carnivores Cl été utilisé. C'est le

Domitor®. 11 a un antidote: l' Anticédan®. Ils sont utilisés pour tranquilliser puis réveiller les

animaux. Les chiens ont été prélevés avec des aiguilles Vacutainer® à embout vert lorsqu'il

s'agissait de chiens de grande taille et à embout noir lorsqu'il s'agissait de chiens de petite taille.

Les tubes utilisés étaient des tubes secs de type Vacutainer® à bouchon rouge de Sm!.

Les chiens ont été tatoués à l'aide d'un tatoueur à aiguilles. Le Taktic@ insecticide contrc les

poux, les puces et les tiques, a été utilisé pour le déparasitage des animaux. La technique

d'application de ce produit était la pulvérisation.

Les produits et matériels utilisés pour les soins divers sont cités en annexe.

Pour une meilleure évaluation des données, il n'a pas été tenu compte des critères de santé

des animaux à analyser. Ainsi, malades ou pas, maigres ou ayant de l'embonpoint, tous les chiens

enregistrés ont été prélevés.
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Les prélèvements de sang ont été réalisés par ponction à la jugulaire.

Il a été tout d'abord procédé à la contention puis à la pesée des animaux. Leur poids ainsi

déterminé nous a permis de savoir quelle dose de tranquillisant était nécessaire à leur

administrer.(Voir annexe).

Une fois tranquillisés, un examen clinique, dont les données ont été reportées sur une

fiche d'examen clinique (Voir annexe), a été fait pour chaque chien. Après rasage à ras de la

zone de prélèvement, la ponction de sang était réalisée.

A Port-Gentil, à Libreville, en France ainsi que dans l 'Ogooué-Ivindo, 1 seul tube sec de

type Vacutainer® à bouchon rouge a été prélevé par chien. Le volume prélevé a été de 5 ml pour

les tubes secs.

Sur chaque tube ont été inscrits le lieu de prélèvement et le numéro du chien (exemple: [KT

001 pour Ekata chien N°aa 1).

Toujours dans l' Ogooué-Ivindo, après la ponction de sang, les chiens ont été tatoués. Cette

opération a été faite à l'intérieur d'une oreille après qu'il ait été imbibé d'encre à tatouer. Les

animaux ainsi tatoués ont été ensuite pulvérisés à l'aide d'un insecticide, puis réveillés par

administration de l'antidote. L'examen clinique a directement été suivi du traitement des

pathologies visibles (fractures, plaie, gales etc.).

Le tatouage, la pulvérisation et le traitement des pathologies visibles n'ont pas été tàits chez

les chiens en France, Libreville et à Port-Gentil du fait que certains étaient déjà tatoués, que tous

possèdent un carnet de vaccination et qu'ils ont un rythme régulier de visites médicales chez le

vétérinaire. C'est pourquoi, après le prélèvement, ils ont été réveillés sans suites.

/-1-2-2-2 - Conservation du sang, récolte et conservatio/1 du sérum

Les prélèvements de sang ont été conservés, au réfrigérateur pour ceux de Port-Gentil et de

Libreville et dans une glacière pour ceux de Mékambo et des villages, pendant 12 à 1R heures.

laissant le temps au sérum de décanter. Les aliquots (surnageants) obtenus ont été mis dans des

Cryotubes de type Falcon® portants la date, le lieu de prélèvement, le l1uméro du chien et la

spécification de l'aEquot.

Les cryotubes ont été conservés à -20°c puis envoyés par avion dans une glacière au CIRMF

en ce qui concerne les prélèvements de Port-Gentil, de Libreville et de France. Tandis que les
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autres prélèvements ont été conservés dans de l'azote liquide à -180°c puis transportés ainsi en

voiture jusqu'au CIRMF.

Une fois apportés au CIRMF, tous les sérums, ont été conservés à -80°c jusqu'au jour de leur

analyse.

/-1-2-2-3 - Récolte des données épidémiologiques

En plus des éléments cliniques répertoriés par chien sur la fiche d'examen clinique, une fiche

d'enquête intitulée « fiche d'enquête chien» (Voir en annexe) portant le numéro de chaque chien

a été, systématiquement remplie avec l'aide des propriétaires.

Cette fiche a permis de réunir des informations concernant:

- L'origine de chaque chien (région, ville ou pays)

- Leur statut vaccinal

- Leur alimentation

- Leurs conditions de vie

- Leur activité; leur comportement et les antécédents relatifs ù leur état de santé,

Conçue pour avoir une vue actualisée de l'environnement de ces animaux, cette fiche

présente un questionnaire assez détaillé et précis, vu le passé épidémiologique de la province

d'étude.
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PORT GENTI

AFRICA
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Gr Etoumbi
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Figure 5 : Sites et lieux d'investigations au Gabon [55]
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1-1-3 - MATERIEL ET METHODES AU LABORATOIRE

1-1-3-1 - Matériel

Pour la technique ELISA, un certain nombre de matériel et de réactifs ont été utilisés. Il

s'agit entre autres de :

- PBS (Phosphate buffered saline-pH7.2), solution utilisée dans les réactions

d'immunofluorescence pour diluer les sérums et laver les préparations.

- plaques à ELISA MAXISORpTM Surface de 96 puits à fonds plat.

- anticorps monoclonaux murins anti-Ebola contrôlés positifs.

Pour obtenir les anticorps monoclonaux, on procède à la culture de cellule véro infectées par

le virus Ebola. Le surnageant de cette culture est, injecté à des souris saines qui produisent de

multiples anticorps au nombre desquels les anticorps anti-Ebola qui sont par la suite isolés des

sérums et uti lisés pour la détection d'antigènes.

- Protéine A / protéine G fixant les immunoglobulines;

- Anticorps monoclonaux de souris saines, obtenus suivant le même procédé que

précédemment et utilisant par contre le surnageant d'une culture de cellules vél'O saines

injecté par la suite à des souris saines;

- Anticorps an ti-chien O.Smg purifiés produits sur des chèvres;

- Lait écrémé à incorporer au milieu de culture du virus et utilisé également pour la

différentiation des organismes, basée sur la coagulation et la protéolyse de la caséine.

- Tween 20 qui est un détergent;

- Du Substrat, constitué par le mélange de TMB peroxydase substrate et de l' eall

oxygénée qui est dégradé par l'enzyme pour donner un produit coloré;

- HeL 2N;

- Papier aluminium;

- Combitips plus EPPENDORF® de 5ml ;

- Pipettes FALCON® de 5,10 et 25ml;

- Pipettes GILSON® de 100 à 500~1 ;

- Fioles jaugées et un réfrigérateur;

- Lecteur ELISA ou Spectrophotomètre LP 400 à filtre de référence d'une longueur

d'onde de 650nm.
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1-1-3-2 - Méthodes

/-1-3-2-1 - Préparation des solutions de travail

1-1-3-2-1-\ - Préparation du PBS-Tween

Dans une fiole jaugée contenant II de PBS, on introduit 1ml de Tween 20. Le mélange est

rendu homogène grâce à un agitateur magnétique et à un barreau aimanté. Ce dernier est placé dans

la fiole.

Le PBS-Tween est une solution utilisée pour le lavage des plaques.

1-1-3-2-\-2 - Préparation du PBS - Tween - Lait

Dans une fiole jaugée contenant IOOml de PBS-Tween, on introduit 5mg de lait écrémé.

L'homogénéisation du mélange se fait comme pour la préparation précédente.

Le PBS-Tween-Lait sert à la dilution des échantillons (sérums).

/-1-3-2-2 - Dosage des /gG spécifiques

La technique utilisée est l'ELISA anticorps. Elle se fait en 4 phases:

- La sensibilisation des plaques:

Elle se fait avec des antigènes du virus Ebola sous-type Zaïre dilués au I/lOOOiélllc dans du

PBS. Le coating des plaques témoins est fait avec des antigènes de cellules Véro non-infectées

dans les mêmes conditions que les plaques Maxisorps. Dans les puits correspondants. Oll distrihue

100111 d'antigène (voir figure ci-après).

T- Ag- I Ag+ Ag- Ag+ Ag- I Ag+ ..

T+ Ag- Ag+ Ag-
I

Ag+ Ag- Ag+ ....

1 1

1

Ag+ Ag- Ag+ Ag- Ag+ Ag- Ag+ ...

Ag+ Ag- Ag+ Ag- Ag+ AQ:- Ag+ .....

Ag+ Ag- Ag+ Ag- Ag+ Ag- Ag+ .....

Ag+ Ag- Ag+ Ag- Ag+ Ag- Ag+ .....

Ag+ Ag- Ag+ Ag- Ag+ Ag- Ag+ ....
1

Ag+ Ag-
I

Ag+ Ag- Ag+ Ag-
j

Ag+ .....
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Ag+ = pui ts à antigène EboV-Zaïre

Ag- = pui ts témoins

La sensibilisation achevée, la plaque recouverte de papier aluminium afin d'éviter toutes

sortes de contaminations et évaporation, est mise en incubation 12 à 14 heures au réfrigérateur ù

4°C.

- La dilution des échantillons

Le lendemain, la plaque est lavée 2 fois au PBS-Tween.

Dans du PBS-Tween-Lait, on dilue chaque échantillon suivant la dilution choisie et 100~1

d'échantillon dilué sont introduits dans chaque puits de la plaque.

Toujours dans du papier aluminium, la plaque est mise 24h en incubation au réfrigérateur à

4°C.

- La révélation

Le lendemain de la dilution des échantillons, la plaque est lavée 3 fois au PBS-Tween. La

protéine A/protéine G ou les anticorps anti-chien (selon que l'un ou l'autre est utilisé dans le

protocole expérimental) sont dilués dans du PBS-Tween-Lait à la dilution choisie, et introduits

dans les puits à raison de 100~1 par puits. La plaque est mise à incuber 1h à température ambiante.

Après incubation, la plaque est lavée 3 fois comme précédemment.

Le substrat est alors préparé (mélange à égal volume des solutions A et B) et 1OO~I introduits

dans chaque puits de la plaque.

5 à 10 mn plus tard la réaction est arrêtée par utilisation d'HeL 2fois normal à raison de

100111 par puits.

La réaction de coloration ainsi stoppée, l'activité de l'enzyme est ensuite mesurée par lecture

de la densité optique au spectrophotomètre.

- La lecture

La lecture de la densité optique se fait au spectrophotomètre LP400 à une longueur d'onde de

450nm. Le filtre de référence ayant 650nm de longueur d'onde.

/-1-3-2-3 - Dosage des antigènes cirClilants

Pour le dosage des antigènes circulants, la technique utilisée est la même que celle utilisée

pour la détection d'anticorps spécifiques c'est à dire l'ELISA antigène.

Le protocole expérimental est à peu près le même à la seule différence que pour le dosage

des antigènes circulants, lors de la sensibilisation, on utilise les anticorps monoclonaux murins
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anti-Ebov contrôlés positifs d'une part et les anticorps monoclonaux de souris saincs d'autre part.

tous dilués dans du PBS. Les quantités introduites par puits restent invariables c'est à dire 1OO~ll.

/-1-3-2-4 - Méthode d'analyse

Cette analyse n'a jamais été faite sur les chiens et à cette échelle. Le fondcmcnt de cette

analyse a été la découverte en 1996 à Mayibout, de 4 chiens séropositifs pour le virus Fbola.

Il a été mis au point une méthode d'analyse qui a consisté à l'emploi d'anticorps anti-chiens

dilués au 1I2000e et à l'utilisation de sérums dilués au 1I400ê
,

Ainsi, le protocole d'analyse a été le suivant:

• Antigène EboV-Zaïre au 1Il OOOe à +4oC ;

• Sérum au 1/400e à +4°C}PBS-Tween 0.1 %-Lait 5% ;

• Anticorps anti-chiens au 1/2000e 1h à température ambiante} PBS-Tween 0.1 %-Lait 5% :

• Révélation et lecture à 450 Il1n de longueur d'onde / filtre de référence de longueur

d'onde 650 nm.

/-1-3-2-5 - Méthode de calcul

Le seuil de positivité a été déterminé par la formule suivante

SP=Moyenne des DO des 102 sérums de France + 3 fois écart-type de la moyenne des

DO de France.
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Chapitre Deuxième:

RESULTATS ET DISCUSSION
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11-1 RESULTATS

11-1-1- SUR LE TERRAIN

II -1-1-1 - Population étudiée

Au total 439 chiens ont été prélevés.

Ces animaux étaient réparlis comme suit:

• 102 chiens prélevés en France

• 258 chiens issus de la zone frappée par l'épidémie d'Ebola de 2001-2002. 159 de ces

chiens proviennent des villages localisés entre Mekambo el Ekata ct, entre Mekambo et

Mazingo. Les 99 restants sont de la ville de Mekambo.

• 79 chiens prélevés dans deux grandes villes, Libreville (50) el Porl-Gentil (29), toutes

deux localisées à plus de 600 kms de la zone d'épidémie 2001-2002.

Le tableau ci-après présente les lieux d'investigations avec le nombre de chiens qui y ont

été prélevés.
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Tableau III : Nombre de chiens prélevés par villes ou pays et par village

Nombre d'échantillons
Ekata 38

--

Ilahounene 15
Medemba "-'

--------------

Axe Mekambo-Ekata
Ntolo 11

------

(villages) Mekouma 12
--~

Malassa 5
Mbeza 13

TOTAL 97

Mazingo 5
------

Massombo ]
~--

Ego-Poma 4
-------

Grand-Etoumbi 7
Axe Mekambo-Mazingo

Zoula ]5
(villages)

Ibea ]2
Imbong ]0

---

Etakangaye 8 ------

TOTAL 62
Ville bakota 7

Koko 9
----

QG 5
Paris bouyon ]2
Vie chère 12

-- --

Ville de Mekambo Toulon 13
(quartiers) Bangui 4

-~

Mpaka ]6
- -

Centre ville 7

Mission protestante 8
Corniche 6

TOTAL 99
o_~

Libreville 50 ----

Port-Gentil 29
Villes Témoins

-------

France 45

TOTAL 124

TOTAL GENERAL 382



II -1-1-2 - Données épidémiologiques

Les épidémies sont fréquentes dans la province de l'Ogooué-Ivindo et dans le Nord-Est du

Gabon en général.

Les axes Mekambo Ekata, Mekambo-Mazingo et la ville de Mekambo; Ont été frappés

particulièrement par l'épidémie d'Ebola 2001-2002.

D'une manière générale, les villages des deux grands axes étudiés vivent de la chasse avec

par ordre d'importance, la chasse au filet (battues), au fusil et à la lance.

Mazingo, Massombo et Ego-Poma sont des villages qui vivent essentiellement de la pêche

car étant près du fleuve (frontière Congo-Gabonaise).

A Mekambo, les quartiers ville-bakota, koko et QG sont des quartiers abritant la population

pygmée, qui vit essentiellement de la chasse.

Les chiens prélevés dans la province de l'Ogooué-Ivindo sont donc il 90% dressés pour la

chasse. Les lO% restants se composent de chiens de garde (Mekambo) et dans une fai bic

proportion de chiens de compagnie. Il arrive que ces chiens de garde ou de compagnie aillent en

forêt, pour accompagner maîtres ou maîtresses au champ et/ou à la rivière.

Dans l'Ogooué-Ivindo, les chiens vivent en totale liberté, côtoyant d'autres carnivores (tels

que les chats qui sont, en grande majorité, sauvages), la volaille (poules, canards ... ), les moutons et

les chèvres (qui sont élevés dans presque tous les villages).

Aucun d'eux n'était vacciné au moment des prélèvements. Ces chiens mangent les produits

de la chasse (pour ceux ayant des propriétaires chasseurs) et/ou les restes de repas de la famille.

Remarquons que la plupart d'entre eux se nourrissent d'eux-mêmes. I-Iabitués à la présence

humaine, les chiens qui ont été prélevés sont d'un caractère doux. Les cas de morsures enregistrés

dans les populations ont eu pour origine la crainte devant un homme brandissant un bâton ou

devant un étranger.

Mis à part 7 chiens originaires de la République du Congo, les autres chiens prélevés dans la

province de l'Ogooué-Ivindo sont originaires de différentes villes du Gabon. Le tableau ci-dessous

présente les différentes origines et le nombre de chiens par lieu d'origine.
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Tableau IV : Nombre de chien prélevés et leur origine

--

Lieu d'origine Nombre

Congo 7
Libreville

--
5

Port-Gentil
--

1
Omboué

--~

2
Bakoumba l
Makokou 7
*Demi-pays

_o.

3
Mekambo

--- --

96
Ekata 24
Ilahounéné

----

]3
Medemba 2
Ntolo 8
Mekouma l l
Malassa

.,
-'

Mbeza
.- -

4
----

Mazingo l --=Ego-Poma 5
Grand-Etoumbi

.,
-'

Zoula 10

==-Ibéa 11
Imbong 6

==
Massombo 4
Etakangaye 7
Venel 1 ==J1

Oyem ]

* Situé à l'Ouest sur le tronçon Mekambo-Ekata, Demi-pays est un village de 5 à 6 cases de

chasseurs, où, n'ont pas été réal isés de prélèvements.

NB : 19 chiens ont une origine incertaine ou non connue. Ils ne figurent pas dans le tableau.

Les chiens de Mekambo et des villages présentaient pour la plupart des pathologies telles que

la gale, la démodécie, la pulliculose, l'infestation par les tiq ues, des pyodermites, des lésions sur

les oreilles, la dermatite allergisante à la piqûre de puce, des plaies corporelles etc.

Dans les villes de Libreville et de Port-Gentil, les chiens étaient vaccinés, et ne présentaient

aucune des pathologies pré-citées. Les chiens de ces villes ont des origines diverses.
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En zone rurale, la moyenne d'âge des chiens prélevés était d'environ :3 ans et 4 ans en zone

urbaine

Durant l'épidémie 2001-2002 dans certains villages, il y'a eu des cas de mortalité humaine.

Dans d'autres villages aucun cas (mort ou malade) n'a été signalé. Dans les villages où il y'a eu

des mortalités humaines, l'origine de l'épidémie était soit un patient infecté venant sc faire soigner

chez les siens ou soit une source animale c'est à dire une carcasse d'animal infecté par le virus

Ebola et ramenée au village par des chasseurs.

Les tableaux 4 et 5 regroupent les villages où, pendant l'épidémie de 2001-2002, il y'a l'LI

soit des cas de mortalité, soit uniquement des malades ou pas du tout de cas. Dans les vi liages où il

y'a eu des mortalités, elles ont eu comme origine, dans certains cas, une source animale.

Tableau V : Villages avec mortalités humaines et/ou source animale.

é

:-1
=

Villages Source animale Espèce anim
~

Ekata OUI

1
Antilope

Ilahounéné non -

Medemba OUI -{ Antilope

Ntolo non -

Grand-Etoumbi OUI Gorille
~

Imbong non -

Etakangaye oU! Chimpanz

Les vi Ilages qui durant l'épidémie 2001-2002 n'ont présenté aucune mortalité humaine sont:

Mekouma, Malassa, Mbeza, Mazingo, Massombo, Ego Poma, Zoula, Ibea et VeneJ.

11-1-2 - Au LABORATOIRE

Après analyse des sérums prélevés, un certain nombre de chiens ont été trouvé séropositi Cs

c'est à dire porteurs d'anticorps anti-Ebola.
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Les tableaux ci-après présentent les sites de prélèvements, le nombre de chiens prélevés par

site, le nombre d'entre eux trouvés positifs et le taux de séroprévalence par site ou zone de

prélèvement.

Tableau VI: Présentation des résultats obtenus au laboratoire: Sites ou lieux de prélèvement.

Nombre de chiens prélevés et nombre de positifs.

1
o
6

15
5
2
2

3

4
3

1
o
1
3
3

18

22

10
1
1

bre de chiens
ropositifs

Sites ou lieux de Nombre de Nom
prélèvement chiens sé

prélevés
Ekata 38

Ilahouncne 15
('j...... Mendemba

.,
('j -'..::<:

Ntolo 11c.Ll
1

0 Mekouma 12..0
8 Malassa 5('j

..::<: Mbeza 13v
~
v
>< Total 97-<

Mazingo 5
Massombo 1

0
Ego-Poma 4DI)

c:
'N Grand-Etoumbi 7
('j

15~ Zoula
1

Ibea 120
..0
8 Imbong 10
('j

..::<: Etakangaye 8v
~
v Total 62><

-<
--r---'-

Mekambo 99
Libreville 50
Port-Gentil 29
France 102

Total 439



Tableau VII : Présentation des résultats obtenus au laboratoire: Nombre de chiens

séropositifs et évaluation de la séroprévalence

SéroprévaleneeVilles ou Villages Nombre de Nombre
chiens prélevés de positi fs 1

r---------+-----i---~-

r-M_e_k_am_b_o -+-__----.:::9~9 _\___--.--1-5 ~-_--15_.2=----o/c-o _

Libreville et Port- 79 7 8.9 %
Gentil

France 102 2 2%

25.2 %40159Zone d'épidémie
(villages)1--0....-_-"'------'- +- +- ----+__ ------..---- -.

*Villages avec cas
humains d'Ebola

92 25 27.2 %

22.4 %1567**Villages sans cas
humains d'Ebola
,.:-:.-:~==--=-==-=....::...::..::.:.----+_--------l----------+-------.-..--.

***Villages avec cas 66 21
humains et source 1

l-a_n_i_m_a_l_e I- -L .. ~_L_...
426

1

****~illages sans cas
humams et sans source 1

l.-a_n_i_m_a_le l ~ ... __'

* villages avec cas d'Ebola où, durant l'épidémie 2001-2002 des cas de mortalité humaine olll été

observés (voir tableau 4).

** villages sans cas d'Ebola où, durant l'épidémie 2001-2002 aucuil cas n'a été observé

(voir tableau 5)

*** villages avec source animale où l'origine de l'épidémie était associée ù la découverte et /ou il la

manipulation d'un animal mort (chimpanzé, gorille ... )

**** villages sans source animale où l'épidémie n'était pas due à la découverte et fou à la manipulatioll

d'un cadavre animal.
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11-1-3 - RESULTATS ET DONNEES EPIDEMIOLOGIQUES

Parmi les chiens prélevés dans la zone d'étude (province de l'Ogooué-Ivindo) il a été

constaté que: 54 % des positifs mangent du gibier de chasse, et que 82% des négatifs comme 82'1;)

des positifs vont en forêt.

Le taux de séroprévalence observé en France est significativement plus bas que ceux

observés dans les autres zones d'investigations, à savoir Libreville, Port-Gentil, Mekambo et les

villages.

De même le taux de séroprévalence observé à Libreville et à Port-Gentil est nettement plus

faible que ceux observés dans les villages.

La séroprévalenee est plus élevée dans les villages où il y'a eu des cas de mortalité humaine

d'Ebola avec manipulation d'une source animale, que dans ceux où il n' y a pas eu de cas dc

mortalité humaine et pas de manipulation de source animale.

Tous les tests d'antigène-capture se sont révélés négatiL<;.

11-2 DISCUSSION ET RECOMMANDATIONS

En santé publique, les deux dernières décennies de ce siècle resteront paradoxakment

marquées d'une part, par l'éradication pour la première fois d'une maladie humaine d'étiologie

virale, notamment la variole en 1981 et, d'autre part, par l'identification de nouveaux agents

infectieux responsables de fièvres hémorragiques paliicul ièrement mortelles, à savoir les filovirus

représentés par le virus Ebola et le virus de Marburg.

Plusieurs études menées depuis une vingtaine d'années ont été basées sur l'identification et la

compréhension des mécanismes physiopathologiques aboutissant au développement de la liè\Te

hémorragique virale Ebola, mais aussi sur l'identification du réservoir de ee virus.

Ainsi l'objectif de cette thèse a été de connaître le rôle joué par le chien dans les épidémies

d'Ebola.

Les investigations faites sur le terrain et au laboratoire, ont permis de déterminer:

• Une population standard française avec une prévalence de 2% ;

• Une zone d'étude composée d'une part par les villes de Libreville, Port-Gentil et d'autre

part par la ville de Mékambo avec des taux de prévalence de 8.9 et 15.2 % ;

• Une zone rurale représentée par les villages où il n'y a eu aucun cas observé pendant

l'épidémie 2001-2002 mais avec cependant une prévalence de 22.4 % ;
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• Une zone d'épidémie représentée par les villages où des cas d'Fbola ont été répertoriés

avec un taux de prévalence de 27.2 %.

11-2-1 LE CHIEN PEUT ETRE INFECTE PAR LE VIRUS EBOLA

Du fait de la récession économique et de l'expansion de l'exploitation forestière en Afrique

centrale, la chasse commerciale est devenue une actlvité importante. Cette activité est d'autant plus

importante dans le Nord-Est du Gabon où les populations rurales vivent principalement de ces

produits de chasse. Cette région giboyeuse regorge également d'animaux carnivores, dont le chien.

utllisé pour les besoins de la chasse. C'est une espèce assez libre de ses mouvements. dressé pour la

circonstance et qui ne bénéficie d'aucun suivi médical (cf. Données épidémiologiques).

En 1996, à Mayibout au Gabon, 4 des 5 chiens qui furent prélevés, présentèrent des anticorps

anti-Ebola (Leroy E. M: Communication personnelle).

De juin 2003 à septembre 2003 et de janvier à mars 2004, un total de 439 chiens ont été

prélevés et 129 d'entre eux après analyse ont présenté des 19G spécifiques au virus Ebola.

Les chiens de Mayibout, comme ceux prélevés en France, à Libreville, à Port-Gentil. a

Mekambo et sur les axes Mekambo-Mazingo et Mekambo-Ekata ne présentaient aucun symptôme

particulier rattachable aux signes pathognomoniques d'une infection par le virus Ebola. De même

chez ces chiens, aucune mortalité due au virus Ebola n'a été enregistrée. Des enquêtes

épidémiologiques ont révélé que la mortalité observée dans la population cani ne rurale étai t

principalement due à des morsures de serpents, des accidents de voiture ou des empoisonnements.

La présence d'anticorps anti-Ebola chez les chiens est due à un contact avec le virus. donc à

une réelle infection ou à une stimulation antigénique. La présence de 2 chiens positifs en France.

pays indemne d'Ebola, est attribuée à de fausses réactions positives dues d'une part au calcul du

seuil de positivité et d'autre part à la dilution utilisée pour les tests.

Durant l'épidémie de 2001-2002 aucun des animaux exposés dans la zone d'épidémie

(villages) n'a développé de symptômes. Ceci indique une infection asymptomatique ou modérée.

Aucun antigène circulant et aucune séquence d'ADN n'ont été détectés par PCR chez les sujets

trouvés positifs.

D'autres animaux comme le cobaye, la chèvre et le cheval développent une infection

asymptomatique ou modérée dans les conditions expérimentales d'infection par le virus L':bola.

Cependant aucune infection n'a été observée dans les conditions naturelles chez lesdits animaux.

Le chien apparaît donc comme étant la seule espèce naturellement et asymptômatiquement

infectée par le virus Ebola.



L'infection asymptomatique de l'Homme par le virus r:bola a également été observée lors des

différentes épidémies [60]. Mais, elle reste rare.

Les mécanismes immunologiques par lesquels le chien élimine le virus ne sont pas connus; de

même que les voies par lesquelles il se contamine.

Dans les villages et à Mekambo, les chiens n'étant pas médicalement SUIVIS, ils sont

logiquement plus sensibles aux atteintes infectieuses.

Il a été démontré que la durée et la gravité des symptômes, lors de l'infection par le \lrUS

Ebola, dépendent de la dose et de la voie d'entrée de l'inoculum ainsi que du sous-type viral. Et, que

d'une manière générale, chez les primates, chez les cobayes comme chez les souris du type BAU3/c.

plus la dose infectieuse est grande, plus importante est la gravité des symptômes [7 ,31 J.

Ainsi les chiens auraient été infectés par le virus Ebola au travers des sécrétions de son hôte

naturel jusqu'à ce jour inconnu ou de celles d'autres chiens en cours d'infection. Car il a été

expérimentalement observé que certaines espèces pouvaient excréter des particules virales

infectieuses au travers des urines, des fèces et du sang pendant une courte période avant l'élimination

du virus [33].

Il se pourrait également que la dose infectieuse lors de l'infection des chiens par le virus Ebola

n'ait pas été assez importante pour entraîner une infection mortelle. D'où la présence d'anticorps

spécifiques.

Les séroprévalences observées à Libreville et à Port-Gentil sont significativement plus élevées

que celles observées en France. Ce qui indiquerait gu' il se produirait dans ces vi Iles de réelles

infections ou de simples stimulations antigéniques. Cependant, les enquêtes épidémiologiques

montrent que plusieurs des chiens séropositifs issus de ces 2 villes n'ont probablement jamais été en

zone d'épidémie et n'ont jamais été en contact avec une source infectieuse (animaux morts ou

humains infectés). Ce qui exclut dans leur cas l'éventualité d'une réelle infection.

Nous pensons qu'ils auraient été en contact avec des antigènes viraux transportés par le vent.

Ils ont également pu être exposés aux particules provenant des sécrétions ou du sang d'un anima!

porteur du virus Ebola.

A Mekambo et dans les villages localisés sur les tronçons Mekambo-Ekata et Mekambo

Mazingo, 90% des chiens sont dressés pour la chasse. Ils vont loin en forêt. souvent plus loin que

leurs maîtres. Dans les villages (qui sont tous localisés soit à l'orée de la forêt, soit le long des pistes

et des routes) les chiens restent rarement près des cases (sauf les chiots et les chiens malades qui

s'éloignent peu). Les chiens sont toujours en forêt; soit à la chasse, à la rivière ou aux champs.
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Du fait donc de leur très grande mobilité en forêt, ces chiens pourraient très bien avoir des

contacts physiques avec une faune susceptible de servir d'hôte intermédiaire ou de réservoir au virus

Ebola

Durant les différentes épidémies d'Ebola qui ont frappé la République du Congo et le Gabon

ces dernières années, il a été observé que certains chiens mangeaient les carcasses d'animaux

infectés qui avaient été ramenés dans les villages par les chasseurs. D'autres chiens léchaient ks

vomissures des patients infectés.

Ce qui prouve à suffisance que le chien peut être infecté par le virus Ebola,

Le schéma ci-après montre les éventuelles et probables voies de contamination du chien en

zone rurale (Mekambo et dans les villages).
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Figure 6 : Cycle probable de contamination du chien en zone rurale
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11-2-2 LE CHIEN POURRAIT JOUER UN ROLE DANS L'EMERGENCE
ET LA PROPAGATION DES EPIDEMIES DE FIEVRE
HEMORRAGIQUE A VIRUS EBOLA

Du fait de l'existence d'une grande promiscuité entre les chiens et les Hommes et du fait de

leurs mutuels et fréquents contacts, les chiens doivent être considérés camille un danger potentiel

de contamination de l'Homme et comme d'éventuels disséminateurs du virus. Car bien souvent au

village, ils viennent se réchauffer près du feu dans les cuisines et à l'occasion, lèchent les plats

qu'ils y trouvent.

Si lors de l'infection asymptomatique des chiens il y'a dissémination du virus. ils peuvent

être à l'origine des épidémies.

Les chiens seraient une source d'infection durant les épidémies che:; les Hommes. Ce qui

expliquerait bon nombre de cas de contamination sans contacts avec des patients infectés observés

durant les dernières épidémies. D'ailleurs à ce jour, plusieurs épidémies n'ont pas de source

connue. Cc sont les épidémies de Yambuku en 1976, de Kikwit en 1995, les épidémies des années

1996 et 2004 au Gabon et en République du Congo, et les épidémies de 1976, 1979 et 2004 au

Soudan.



CONCLUSION



La fièvre hémorragique Ebola est une zoonose due à un virus de la üunille des riloviridae. le

virus Ebola. Son importance réside dans le taux élevé de sa mortalité et de sa morbidité (soit 95°;(j).

l'absence de vaccin et de traitements spécifiques. L'ignorance des circonstances d'apparition des

épidémies, cn font à l'heure actuelle la maladie la plus dangereuse pour l'Homme.

Elle est d'apparition brutale, souvent due à la découverte et/ou à la manipulation d'aninwu:-;

morts infectés par le virus Ebola.

La contamination au sein des populations humaines se fait de personne à personne au travers

des produits d'excrétion et de sécrétion que sont la sueur, le sang, le lait, les urines etc.

Le réservoir du virus reste jusqu'à ce jour inconnu.

Cependant, en 1996, à Mayibout dans le nord-est du Gabon, lors d'une épidémie d'Ebola avec

des cas humains, des sérums prélevés sur 5 chiens « bien portants », révélèrent la présence

d'anticorps anti-Ebola pour 4 d'entre eux. Ce qui pouvait signifier qu'ils avaient été en contact avec

le virus.

L'objectif de notre étude a donc été d'évaluer le niveau d'infection par le virus Ebola des

chiens présents dans les zones d'endémie de la maladie au Gabon.

Ainsi, nous avons prélevés 439 chiens adultes. 102 prélèvements ont été effectués sur des

chiens en France et ont servi de « témoins ». 258 proviennent de la zone frappée par l'épidémie

d'Ebola en 2001-2002 et les 79 restants ont été prélevés dans 2 grandes villes (Libreville et [)ort

Gentil) localisées à plus de 600 kms de la zone de l'épidémie 2001-2002.

Tous les tests ayant été réalisés avec des sérums dilués au 1I400 ièrn C, 64 échantillons

présentèrent des densités optiques élevées pour des dilutions élevées.

Dans la zone de l'épidémie 2001-2002 constituée essentiellement de villages de chasseurs. 40

chiens sur] 59 prélevés étaient séropositifs, soit une séroprévalencc de 25.2%.

A Libreville et à Port-Gentil, sur 79 chiens prélevés, 7 étaient séropositifs soit une

séroprévalence de 8.9%. Dans la ville de Mekambo, au Nord-Est du Gabon. sur 99 chiens prélevés.

15 étaient séropositifs. Soit une séroprévalence de 15.2%.

Sur les 102 chiens prélevés en France, 2 étaient séropositifs. Soit un taux de séroprévalencc de

2%.

Dans les villages où il y' a eu des mortalités humaines en 2001-2002, le taux de séroprévalcncc

a été de 27.2% soit 25 séropositifs pour 92 chiens prélevés. Dans les villages où il n'y a pas eu de

mortalités humaines, sur 67 chiens prélevés 15 étaient séropositifs soit une séroprévalence de 22.4%.

Dans les villages où il y'a eu des mortalités humaines et où une source animale a été la cause

du déclenchement de l'épidémie, le taux de séroprévalence était de 31.8%, soit 21 séropositifs pour

66 chiens prélevés.
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Dans Ics villages où il n'yeu ni mortalités humaines ni source animale. 4 chiens sur 26 étaient

séropositifs. Soit un taux de séroprévalence de 15.4%.

Les résultats obtenus nous permettent d'affirmer qu'il existe pour la première fois une espèce

animale, le chien, qui peut, dans les conditions naturelles, être asymptomatiquement infecté

par le virus Ebola.

La conversion sérologique retrouvée sur les 66 chiens nous fait dire que le chien peut-être

un porteur inapparent.

La découverte d'une carcasse animale infectée par le virus Ebo la ou l'apparition d'une

épidémie au sein des populations humaines, ne pourraient servir de réels indicateurs à la présence

dudit virus dans une région donnée. Par contre, la conversion sérologique chez les chiens pourrait

représenter un indicateur de la présence du virus Ebola dans une région où ni mortalité animale ni

cas humains ne sont observés. Car si, comme nous l'avons observé, la séroprévalence chel. les

chiens augmente au fur et à mesure que l'on se rapproche de la zone d'épidémie (cf. Résultats). cela

suggère que la probabilité d'être en contact avec le virus Ebola augmente lorsqu'on se rapproche de

ladite zone. De même, cela suggère une augmentation de la circulation virale et donc une

augmentation du risque pour les humains de se contaminer.

En définitive, l'analyse de la séroprévalence des chiens devrait permettre que soient mises en

place des mesures spécifiques de prévention et de contrôle sanitaire avant, pendant et après les

épidémies d'Ebola en tenant compte du risque que courent les humains. Cette analyse peut être

utilisée sur le plan épidémiologique comme indicateur de la présence du virus dans les régions Oll

aucun autre outil de détection virale n'cst disponible.

Par ailleurs, puisqu'il n'existe ni traitement spécifique à la maladie. 11l vaccm. pendant lès

épidémies, la manipulation des malades par le personnel soignant, doit être réaliséc avec une

extrême précaution. Des mesures de protection physique, comme le port systématique de gants. de

blouses et de couvre-chaussures jetables après chaque manipulation, sont préconisées.

La désinfection du matériel médical, des vêtements, des déchets et des locaux souillés. doit

systématiquement être effectuée.

De même, sans être draconiennes, des mesures de protection et des recommandations

concernant les modes de contamination doivent être prises et enseignées au sein de la cellule

familiale entourant les patients.

Enfin, un réseau de surveillance des fièvres hémorragiques, assuré par les médecins, les

vétérinaires, les scientifiques ... présents sur le terrain, doit être mis en place afïn de pouvoir

-~--_.~ --
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diagnostiquer le plus tôt possible les cas suspects. Des méthodes ELISA de diagnostic rétrospectif

sur sérums de personnes convalescentes ou d'immunohistochimie sur coupes d'organes de personnes

décédées doivent être mises en oeuvre pour identifier les cas suspects qui seraient trop tardivement

signalées aux autorités.
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Fiche d'enquête chien
Origine du chien: Depuis combien de temps ont-ils le chien:

Statut vaccinal: 0 vacciné 0 à jour (date dernier vaccin )
o pas à jour (date dernier vaccin )

Type de vaccination: C 0 HOP 0 LOR 0 autre 0
o non vacciné

Alimentation: 0 produits de la chasse 0 singe (préciser : )
o antilope
D autres ( )

o restes de repas de la famille 0 se débrouille pour se nourrir
o nourriture industrielle

Condition de vie: 0 maison et jardin
o en totale liberté

D à l'attache
o en cage

o en meute

L'animal a-t-il l'occasion de côtoyer de près d'autres animaux:

o chien
D volaille

D chat 0 singes 0 chauve-souris 0 rongeurs 0 autres
D moutons 0 chèvres

Le chien va-t-il en forêt? o oui D non

Si oui: D seul o avec son maître o avec d'autres chiens

En cas d'animaux malades ou morts, le chien est-il en contact avec:

o les cadavres o les malades o les déjections des malades

Rôle du chien: o compagnie D garde D chasse 0 autre ( )

Type de chasse et de gibier:

Comportement du chien:

o doux o agressif et non mordeur o agressif et mordeur

En cas de morsure le villageois a-t-il été malade ?O oui o non

Le chien a-t-il déjà été malade?

o fatigue o toux o vomissement o diarrhée 0 autres ( )

y a-t-il eu des cas de mortalités parmi les chiens? o oui o non
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Fiche d'enquête chien

Date: Lieu du prélèvement: 0 LBV 0 POG 0 autre

Nom du vétérinaire: 0 Dr Nomsi 0 Dr Delestre 0 Dr Sarrazin

Numéro du prélèvement:
(à reporter sur le tube)

Nom et adresse du propriétaire:

NOM...... DEL. ..... SAR......

Nom du chien:

Age:

Race :

N° de tatouage:

Sexe:

Origine du chien: Gabon 0 (préciser la province : )
Autre pays 0 (à préciser: )

Statut vaccinal: 0 vacciné 0 à jour (date du dernier vaccin: )
D pas à jour (date du dernier vaccin: )

type de vaccin: CO HD PD LO RD autreO

o non vacciné

Alimentation: o nourriture industrielle o nourriture ménagère

Condition de vie: 0 maison et jardin
o en totale liberté

o à l'attache
o en cage

Oen meute

l'animal a t'il l'occasion de côtoyer de près d'autres chiens:
o oui 0 non

Autres animaux vivant avec le chien:

Rôle du chien:

o chat

o compagnie

o oiseaux

o garde

o autres ( )

o chasse 0 autre ( )

Comportement du chien:

o doux
o agressif et non mordeur
o agressif et mordeur



Date:

Nom et adresse du propriétaire:

Fiche d'examen clinique

Lieu du prélèvement:

Ann~xcs - IV

Nom et W Sexe Poids Age Race Temp Anest Plvmt W photo
de tatouage

Sang EDTA
SEC

Frottis Lames
Selles
Autres

Examen clinique

Etat général:

Muqueuses:

Fréquence cardiaque:

Fréquence respiratoire:

Ganglions:

Palpation:

Pelage:

Traitements :

Ivomec:

Ectotrine :

Taktic:

Oreilles:

Yeux:

Appareil locomoteur:

Autres:

Autres:
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Liste du matériel et médicaments pour mission EBOR 2003

Catégorie Nom déposé Quantité
-----

Capture - Contention chien Domitor 12
Antisédan 12
Atropine 100 amp

1

Zoletil100 4
Kétamine 1000 2
Valium 1 boite
Sarbacane 1

=--------=-----=--j
Flèches 30
Aiguille et caoutchouc 60
SerinÇJue + embout pour ÇJonfler 1
Liens 4

, Lac de vêlaQe 4

Iniection - Prélèvements SerinÇJue 1 ml 100
Seringue 2 ml 100
SerinÇJue 5 ml 50
SerinÇJue 10 ml 50
Seringue 60 ml 10
AiÇJuilies bleues 300
Aiguilles vertes 300
AiÇJuilies jaunes 200
Aiguilles oranqes 50
AiQuille roses 50
Tubes sec 5 ml 700
Tubes sec 10 ml (pour ectotrine) 100
Tubes EDTA 7 ml 300
AiQuille vacu noires 200
Aiguille vacu vertes 200

~Porte aiquille 4

1

Collecteur aiguille (grand) 4
Garrot auto statique 2
Pot urine 25
Pot à caca 25
Tube falcon 15 ml 250
Tube falcon 6 ml 250
Ecouvillons 25
Boite d'autopsie 1
Formol 10 % 3 litre
Lames déqraissées 600

-~

Boites pour 100 lames 6
Peiqne à poux 1

Lactophénol 1

Scotch 2

Traitement des prélèvements CentrifuQeuse de terrain 1 --

Tubes corninq 15 ml 1 paquet

Tubes nunc 2500
Dry Sheeper 2 Qros
Pipette plastique UU 300
Cryomarqueur 3

Asepsie Nettoyage Coton (découper en carrés) 1 kq

Alcool 21

Pissette 4
Bétadine 4
Ether 1

---



AIlIl~\es - VI

Compresses non stériles 4 paquets
Compresses stériles 1 paquet
Gants 7 15 boites
Sopalin 6
Alèze 2 rouleaux
Pastille de iavel 1 boite
Blouses 9 ( 3 chacun)
Combinaison 6
Masques chirurgicaux 1 boite
Lunette protection 3 paires
Sac autoclave grand 40
Ruban adhésif large 2
Conteneur 3

Médicaments Dopram inj 2
Dopram Qoutte 1
Adrénaline 10 amp
Dimazon inj 2
Solumédrol 100mg + solvant 10
Voren susp 1

--
Voren sol 1
Depo-medrol 2
Tolfine 100 ml 1
Primpérid 2 boites
Estocelan 1
TLA 2
Duphapen LA 2
Borqal 2
Carbésia 1

----

Ivomec 4
Ectotrine 2
Imavéral 1
Epiotic 1
Pommade auriculaire 10
Gcryl 1
Pommade optalmique antibio 50
Tactic 21
Alumisol 2
Sachet réhydratant 20
Doléthal 2
Trypamidium 10 sachets

Perfusion Cathé roses 20
Cathé bleus 20
Cathé jaunes 10
Tubulures de perf 10
Ringer 250 ml 10
Glucosé 5% 250 ml 10

Tatouage Tondeuse 1
Lubrifiant désinfectant 1
Pince à tatouer 1
Jeu de chiffres 3
Jeu de lettre 1
Encre à tatouer 2
Vaseline 2 petits pots

Propédeutiq ue Stéthoscope 2
Thermomètre 4
Sonde œsophaqienne 1



Annexes VII

Sonde urinaires mâle 2
Sonde urinaire femelle 2
Vaqinoscope 1
Bandelette urinaire 1 boite
Otoscope et embouts 1
Pince à épillet 1
Ouvre bouche 1
Scalpel UU 20
Pince mousse 1
Ciseaux 1 paire
Clamp 1
Lampe torche et piles 1

--
Chirurgie Boite petite chir 1 --

Boite chir courante 1
Lame de scalpel 100
Gant stériles 8 15 paires
Gant stériles 6 15 paires
Champ ouvert petit 4
Champ ouvert qrand 2
Vycril Dec 3,5 20
Vycril Déc 5 10
Pastille trioxyéthylène 20

Pansement - platres Bandes platrées 5
Chaussette qq mètres
Elasto 4
Bande cohésive 2

Divers Bottes caoutchouc 3 paires
Imperméables 3
Carnet de clinique + Moraillon
Appareil photo numérique 1

.~-----

Pèse personne 1
Feuille de questionnaire et exam 200
Carte du Gabon 1
Bloc note et crayon papier 2
Calculatrice 1
Téléphone satellite 1
Pulvérisateur 1
Ordi + imprimante? 1
Radio satellite? 1
Glacière + bloc 1
Bouteille de qaz 1 --

Table d'examen pliable 1
-

Médocspour Préfet et Lieutenant ?
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Date
N° de
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mon pays;
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consiste moins dans le bien que l'on a, que dans celui que
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.:. de ne point mettre à trop haut prix le savoir que je dois à la
générosité de ma patrie et à la sollicitude de tous ceux qui
m'ont permis de réaliser ma vocation.

Que toute confiance me soit retirée s'il advient que je me
.

parjure.
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29 1 sélective Selective
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-:-------1
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type Zaïre Zaïre
Ag- = antigènes de cellules véro ag- =puits témoins

~~ non-infectées 1-:--

1

6 la dilution des sérums la dilution des échantillons
7 on dilue chaque échantillon au 1/ on dilue chaque échantillon

400 e suivant la dilution choisie
1. 14 sont dilués dans du PBS-Tween-

I

sont dilués dans du PS5-Tween

iH26
lait au 1/ 2000e lait à la dilution choisie
1-1-3-2-3-Recherche des 1 1-1-3-2-3-Dosage des antigénes
antigènes circulants clrculants

27 -28 La recherche des antigènes Pour le dosage des antigènes
circulants, la technique utilisée est circulants, la technique utilisée est
appelée ELISA antigène; elle est appelée ELISA antigène; elle est
comparable à celle utilisée pour la comparable à celle utilisée pour la
détection d'anticorps spécifiques détection d'anticorps spécifiques

49 3 1-1-3-2-4- Récapitulatif de la 1-1-3-2-4- Métl10de d'analyse 1

méthode de détection des IgG
spécifiques utilisée

52 France 102 France 45
Total 181 Total 124

1

Total général 439 Total général ~82
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4 et la ville de Mekambo, ont été et la ville de Mekambo, Ont été

1

54
atteintes fr,-,ppés
Tableau IV: Lieu de nail:iSance Tableau IV: nombra de chiens
des chiens prélevés 1 prélevés et leur origine
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la rage
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57 Voir tableau IV Voir tableau 4
1

Voir tableau V Voir tableau 5
158 5-8 la séroprévalence le taux de séroprévalence
58 25 les séroprévalences les taux de séroprévalence
59 22 pourrait être attribuée Est attribuée
61 9 La figure 3 Le schéma ci-après
62 Figure 3 : Cycle de contamination Figure 6 : Cycle de contamination
65 16 nous avons effectué des nous avons prélevé

prélèvements sur
65 21 présentent des densités optiques présentent des DO élevées pour

élevés. Ces échantillons étaient des dilutions élevées
par conséquent positifs
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65 29 la séroprévalence a été Le taux de sérorrévalenct: a pté---
65 la séroprévalence était la séroprévalence était
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CONTRIBUTION A L'EPIDEMIOLOGIE DE LA FIEVRE HEMORRAGIQUE A

VIRUS EBOLA AU GABON:

ETlIDESEROLOGIQUECHEZLESCHIENSDESZONESRURALESTOUCBEES

PAR LA MALADIE

RESUME

Ce travail a pour objectif de rechercher le rôle et la place du chien dans l'épidémiologie

de la fièvre hémorragique à virus Ebola dans les zones rurales du Gabon touchées par la

maladie. Il a eu comme cadre la province de l'Ogooué-Ivindo où l'épizootie de 2001-2002 a

sévit, de même que les villes de Port-Gentil et de Libreville. De la France nous sont parvenu les

échantillons témoins. n a consisté d'une part, en une enquête épidémiologique de

l'environnement des chiens et une évaluation clinique de leur état de santé et d'autre part, en des

analyses sérologiques à partir des prélèvements réalisés sur les chiens.

Des résultats, il apparaît que des chiens sont séropositifs pour le virus Ebola. Et on note
" -«:.- ..

clairement que plus on s'approche de la zone de l'épidémie, plus la convetsÎoD' sérologique des 1

chit:llS augmente.

asymptomatiquement infectée par le virus Ebola.

Mots cles : Séroépidémiologie, Ebola, Chien, Gabon
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