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Résumé

Le virus Ebola (famille des Filoviridae), a été identifié pour la premiere fois en 1976 en
République Démocratique du Congo (ex-Zaire). Il est a l'origine de plusieurs épidémies
mortelles en Afrique centrale. Il existe quatre especes de ce virus dont trois sévissent sur le
continent africain. L’espéce zaire, souche la plus pathogéne pour I’homme, est responsable
des huit épidémies ayant touché le Gabon et la République du Congo depuis 1995.
L'infection par cette espece se manifeste chez 'homme par une fiévre hémorragique qui
entraine la mort en quelques jours dans 80 % des cas. Depuis 1976, quatorze épidémies
d’Ebola, dont dix dues a zaire Ebolavirus, se sont succédées en Afrique, provoquant environ

1 850 cas dont 1 300 morts.

Le virus se transmet a ’homme notamment par contact direct avec des carcasses de primates
infectés. Si ces animaux sont a I'origine de 1'infection humaine, ils ne sont pas le réservoir du
virus. Les grands singes développent la maladie et décédent en quelques jours apres avoir
été, eux-mémes, contaminés au contact du réservoir. De nombreuses études, effectuées

depuis 1976 afin d’identifier ce réservoir, se sont toutes soldées par un échec.

Les épidémies humaines apparues depuis 2001 ont été liées a des flambées virales
concomitantes chez plusieurs espéces animales dont les chimpanzés, les gorilles et les
céphalophes. Pendant ces épisodes épidémiques, nous avons capturé entre 2001 et 2003, dans
la région frontaliére du Gabon et de la République du Congo, environ mille petits vertébrés
sains (rongeurs, musaraignes, chauves-souris, oiseaux et écureuils) aux alentours de carcasses
de primates infectés. Nous avons ensuite procédé a de multiples analyses: recherche
d’anticorps spécifiques du virus Ebola dans le sérum, recherche de fragments du génome
viral dans certains organes, isolement du virus sur des lignées cellulaires sensibles,
immunohistochimie sur coupes d’organes. Pour la premiére fois, nous avons identifié des
chauves-souris frugivores comme réservoir potentiel du virus Ebola. Nous avons détecté des
anticorps spécifiques de zaire Ebolavirus dans le sérum de trois espéces de chauves-souris :
hypsignasthus monstrosus, Epomops franqueti et Myonycteris torquata. Par ailleurs, nos
résultats ont mis en évidence la présence de séquences d’ARN viral dans le foie et la rate de

ces mémes animaux. Ceci montre donc que ces chauves-souris sont porteuses du virus Ebola

sans étre malades, ce qui les désigne comme des hotes naturels potentiels du virus Ebola.

Mots clés : Virus Ebola, Primates, Réservoir, Chauves-souris
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Introduction

Le Centre International de Recherches Médicales de Franceville (C.I.R.M.F.) a
été créé en 1979 a l'initiative du Président de la République Gabonaise, son
Excellence El Hadj Omar BONGO ONDIMBA et du Président d’Elf Aquitaine,
monsieur Pierre GUILLAUMAT. Le CIRMF est situé a Franceville, au Sud Est
du Gabon, dans la province du Haut Ogooué.

Initialement orienté sur les pathologies parasitaires et notamment leurs
conséquences sur la fécondité humaine, les thématiques de recherches du
CIRMF se sont au cours des années élargies aux études fondamentales et
épidémiologiques concernant les problématiques majeures d”Afrique Centrale ;
notamment le paludisme, les rétrovirus et les fievres hémorragiques virales.

En complément des activités de recherches, le CIRMF accueille de nombreux
jeunes doctorants africains, européens et américains pour effectuer des stages
entrant dans la préparation des théses scientifiques, médicales et vétérinaires.
Le CIRMF apporte également un soutien en santé publique grace a la présence
en son sein d’un laboratoire d’analyses médicales impliqué dans les analyses
hématologiques, biochimiques, mais aussi virologiques et parasitaires.

Le Centre dispose de nombreux laboratoires équipés d'un plateau technique
moderne, dont un laboratoire de classe 3 (haute sécurité pour le VIH) et un
laboratoire permettant de travailler sur des agents a tres fort pouvoir pathogene
tels que le virus Ebola (pathogeéne dit de classe 4).

Le CIRMF dispose en plus d'un centre de Primatologie, unique en Afrique, avec
plus de 500 Primates appartenant a une dizaine d’espeéces et d’une station
d’étude de terrain située a la Lopé au Centre du Gabon. Ces deux structures
sont mises a la disposition des chercheurs.

Les activités scientifiques du CIRMF portent sur quatre (4) grandes thématiques
de recherches : les hémoglobinopathies, la génétique des écosystemes tropicaux,
les maladies parasitaires, et les maladies virales.

Les hémoglobinopathies sont des maladies génétiques que l'on appelle
couramment la drépanocytose. Les travaux effectués au CIRMF dans cette

thématique, portent sur 1'étude du polymorphisme allélique des génes de
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prédisposition aux formes graves de la maladie dans les populations noires
africaines.

Les travaux de recherche sur les écosystemes tropicaux portent sur la génétique
et le comportement de certaines populations animales sauvages (éléphants,
mandrills, chimpanzés, potamocheres...), de méme que sur la génétique des
populations végétales (Okoumsé) et sur la sélection sexuelle chez le mandrill.
Parmi les maladies parasitaires, on distingue le paludisme, dont les études
portent sur la physiopathologie des souches plasmodiales, la caractérisation
des souches plasmodiales simiennes et la coinfection paludisme/hépatite B et
C.

Pour la trypanosomiase, les travaux de recherches portent sur la recherche des
marqueurs des différents stades de la maladie et sur les mécanismes de
I’atteinte cérébrale chez le singe vert.

Pour la filariose a Loa loa, les études portent sur la mise au point d'un test de
diagnostic basé sur la détection d’antigénes circulants et sur les mécanismes
immunitaires de I'infection.

Les recherches sur les maladies virales s’effectuent au sein du laboratoire de
rétrovirologie et celui des maladies virales émergentes.

Au laboratoire de Rétrovirologie, les études portent sur la prévalence et la
diversité des virus humains (HIV, HTLV, HBV et HCV) et simiens (SIV et
STLV), la physiopathologie de l'infection lentivirale (SIV et VIH), et sur des
essais vaccinaux et prophylactiques (microbicides) contre le VIH chez les
primates non humains.

Dans le laboratoire des maladies émergentes, au sein duquel, j'ai effectué mes
travaux, les études portent principalement sur trois grands programmes: la
santé publique, la physiopathologie de l'infection par le virus Ebola et le cycle
naturel du virus Ebola.

En santé publique, le CIRMF est le laboratoire national de référence, pour le
diagnostic des fievres hémorragiques virales et le développement de nouvelles

méthodes de diagnostic de linfection Ebola. Il est également un Centre
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partenaire de 'OMS pour des recherches sur les maladies infectieuses. Cest
ainsi, qu’'outre les méthodes classiques de diagnostic (antigene capture,
sérologie, PCR), effectuées sur des prélevements sanguins et des biopsies des
cadavres animaux, ces méthodes ont été testées avec succes a partir des
prélevements de salive.

Plusieurs pays des régions équatoriales de I’ Afrique sont touchés depuis pres
de trois décennies par des épidémies de fievre hémorragique a virus Ebola. Ce
virus, a la forme caractéristique de filament, possede pour matériel génétique
de I’ARN, et est subdivisé en quatre especes dont trois sévissent en Afrique.
L'infection de 'homme par le virus Ebola s’exprime globalement par un
syndrome fiévreux aigu accompagné de troubles digestifs graves et de signes
hémorragiques divers et multiples. Cette maladie est une zoonose transmise a
I'homme de maniere accidentelle et épisodique par contact direct avec un
animal infecté, et se manifeste le plus souvent sous la forme de flambées
épidémiques tuant entre 50 et 80% de personnes malades.

Depuis I'apparition de la fievre hémorragique a virus Ebola au Gabon et en
République du Congo, le CIRMF, en collaboration avec les autorités sanitaires
de ces deux pays, et I'appui des équipes internationales (OMS, Croix rouge,
etc.) se sont mobilisés pour circonscrire les épidémies, en optant pour des
mesures de contrOles efficaces telles que l'identification et le suivi des cas
contacts, la mobilisation des fonds destinés a soutenir les recherches sur
l'infection Ebola.

Les recherches effectuées au sein du laboratoire des maladies émergentes
portent sur: l'épidémiologie, la physiopathologie, la virologie et 1'histoire
naturelle du virus Ebola.

En épidémiologie, des enquétes sérologiques, basées sur la recherche d'IgG
spécifiques des antigenes Ebola chez les humains et les primates non humains
sont effectuées, afin d’évaluer la séroprévalence du virus Ebola dans les foréts

d’Afrique centrale. Les résultats que nous avons obtenus indiquent que le virus

circule vraisemblablement depuis longtemps dans les foréts d’Afrique centrale
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et que ce virus provoque chez les grands singes la méme proportion
d’infections létales et non 1étales que chez I’homme (Leroy & al., 2004b).

En physiopathologie, les recherches portent sur la pathogénicité des souches
virales, notamment la comparaison des charges virales infectieuses et non
infectieuses. Le but de cette étude est de savoir si la charge virale infectieuse est
liée a I'évolution clinique des patients. Cette étude consiste donc a déterminer
les charges virales non infectieuses (c’est-a-dire totales par quantification de
matériel génétique), et les charges virales infectieuses (c’est-a-dire la quantité de
virus capables d’infecter des lignées cellulaires) a la fois chez les patients qui
survivent de l'infection et chez ceux qui décedent.

En virologie, Les travaux portent sur la caractérisation génétique et I'étude
phylogénique des souches virales isolées chez I’homme et les grands primates.
Cette étude a pour objectif de suivre 1'évolution du virus, de détecter et de
caractériser d’éventuelles souches moins pathogenes. Nous avons ainsi montré
que les derniéres épidémies étaient en fait constituées chacune de plusieurs
chaines épidémiques résultant chacune d’une introduction a partir de sources
animales différentes (Leroy & al., 2004a).

La derniere étude virologique, consiste a explorer les mécanismes immunitaires
impliqués dans 'infection par le virus Ebola. Les études antérieures ont montré
que les réponses cytotoxiques (T et /ou NK) jouent un role majeur dans
I’évolution fatale ou non fatale de l'infection de I’homme par le virus Ebola. La
caractérisation phénotypique de ces réponses, I'exploration des mécanismes qui
les gouvernent et les régulent, peuvent s’avérer nécessaire dans la
compréhension de la maladie.

Le cycle naturel ou histoire naturelle du virus Ebola, peut se définir comme
I’ensemble des modalités de circulation du virus dans son milieu naturel depuis
son hote (ou réservoir) jusqu'a I’homme. Il comprend donc la circulation du
virus au sein de son hote naturel, le passage du virus de celui-ci a des espéces
animales intermédiaires et sensibles au virus (c’est-a-dire développant une

infection mortelle), et enfin la contamination de 1’homme a partir de I'hote
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naturel ou a partir des especes intermédiaires. De nombreuses études ont été
initiées dans le but d’élucider les modalités de circulation du virus dans son
milieu naturel? La recherche du réservoir (hote naturel) du virus?
L’identification des espéeces animales sensibles ? Et les conditions du milieu
propices aux transmissions interspécifiques ?

Malgré les avancées majeures observées ces dernieres années dans la
connaissance de I'histoire naturelle du virus Ebola et les connaissances acquises
de nos jours sur cette terrible maladie, le réservoir du virus reste inconnu, de
méme que les conditions d’émergences de la maladie ne sont pas totalement
élucidées.

Cette these s’inscrit dans la problématique de la recherche du réservoir, hote
naturel du virus Ebola, afin de comprendre les conditions d’apparition, de
transmission et de propagation des épidémies. En pratique, nous allons
rechercher des marqueurs d’infection par le virus Ebola chez différentes especes
animales afin de déterminer celles qui sont sensibles au virus et celles qui
I'hébergent de maniére asymptomatique. Nous parlerons d'un réseau de
surveillance des mortalités animales que nous avons mis en place afin de
détecter les épidémies chez d’autres especes animales. On s’interroge sur le role
des carnivores domestiques dans le déclenchement et/ou la propagation des
épidémies d’Ebola, de méme que nous chercherons a comprendre Ila
distribution et la propagation du virus en milieu naturel.

Ce document de these se subdivise en deux grandes parties :

Dans une premiere étape, nous présenterons les connaissances acquises sur
I'infection Ebola, notamment I'épidémiologie du virus, sa biologie, les aspects
cliniques, le diagnostic et les moyens de lutte.

Dans une seconde étape, nous présenterons les résultats obtenus a partir des
études de terrain et de laboratoire que nous avons effectuées, et publiés dans les
revues scientifiques avec comité de lecture. Nous discuterons de ces résultats et
évoquerons les conséquences majeures qui en découlent. Nous présenterons

enfin, une conclusion et les perspectives de cette these.
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I. Epidémiologie des fievres hémorragiques a virus Ebola

I.1 Historique des épidémies

Le virus Ebola est un virus a ARN monocaténaire, de polarité négative
appartenant a la famille des Filoviridae. On distingue 4 especes génétiquement
différents : Zaire, Soudan, Cote d’'Ivoire et Reston.

Ce virus est responsable des fievres hémorragiques a la fois chez 'homme et
chez certaines espéces animales (Gorilles et Chimpanzés) avec une mortalité
élevée, souvent supérieure a 70 %. Sa transmission se fait généralement par
contact étroit, d’abord Primates non humains infectés vers I’'Homme et ensuite
Homme a Homme.

Depuis sa premiere apparition en 1976 au Soudan et en République
Démocratique du Congo (ex Zaire), plusieurs épidémies a virus Ebola ont

touché I’ Afrique subsaharienne.

I.1.1 Apparition des épidémies a virus Ebola : la période 1976-1979.
Le virus Ebola fit sa premiere apparition au cours de deux épidémies

concomitantes, 'une due a soudan Ebolavirus et 1’autre a Zaire Ebolavirus.

La premiere épidémie est due a soudan Ebolavirus (Figure 1). Elle est apparue au
Soudan, a la frontiere avec la République Démocratique du Congo (RDC),
principalement dans les villes de Nzara et de Maridi, et s’est étendue entre juin
et novembre 1976. Le taux de mortalité de 53% associé a cette épidémie (284

malades dont 150 morts) est une caractéristique de l'espece soudan (Smith,

1978b).
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Soudan ebolavirus
Soudan
Ouganda

Afrique de I'Est
Mortalité: 50%

Figure 1 : Les epidémies a virus Ebola en Afrique.

La deuxiéme épidémie est due a Zaire Ebolavirus (Figure 1). Elle est survenue en
RDC, pres des frontieres avec le Soudan et la République de Centre Afrique
(RCA), quasiment au méme moment que la premiére épidémie, entre aott et
novembre 1976 (Johnson, 1978). L’épicentre de cette épidémie était situé a
Yambuku distant de Nzara d’environ 800 km. Le long de Yambuku coule une
riviere (la riviere Ebola) qui est a I'origine de la dénomination de cette nouvelle
maladie. Cette épidémie fut plus meurtriere que la précédente puisqu’elle
provoqua la mort de 284 personnes sur un total de 318 malades déclarés. Le

taux de mortalité de 89% associé a Zaire Ebolavirus lors de cette épidémie
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témoigne d'un pouvoir pathogene plus élevé de cette espece par rapport a
I"espece soudan.

Le virus Ebola fit une troisieme apparition en juin 1977 chez une petite fille de 9
ans vivant a Tandala, une ville de RDC proche de la frontiére avec la RCA
(Heymann & al., 1980) a 325 km de Yambuku (Figure 1). Elle mourut avec un
tableau clinique typique de fievre hémorragique due a Zaire Ebolavirus, mais
aucun cas secondaire ne fut déclaré.

Enfin, la troisieme épidémie (la deuxieme due a soudan Ebolavirus) survint entre
juillet et octobre 1979 au méme endroit que la premiere, c’est a dire a Nzara au
Soudan (Baron & al., 1983 ). Comme en 1976, les premiéres personnes atteintes
par le virus travaillaient dans la fabrique de coton de Nzara. Cette épidémie,

moins dramatique que la premiere, toucha 34 personnes dont 22 décédeérent.

I.1.2. Résurgence d’Ebola : la période 1994-1997.

Apres un silence épidémiologique long de 15 années pendant lequel aucun cas
ne fut déclaré, Ebola a surgi de nouveau en 1994 pour une période de 3 années.
Cette période est marquée par l'apparition d"une nouvelle espece, cote d’ivoire
Ebolavirus, et par une intensification des épidémies dues a Zaire Ebolavirus.

Le continent africain fut donc de nouveau confronté a ce terrible fléau une
premiere fois en juin 1994 quand une ethnologue suisse tomba malade quelques
jours apres avoir autopsié un chimpanzé trouvé mort dans le parc national de
Tai (Figure 1), situé en Cote d’'Ivoire non loin de la frontiere avec le Libéria (Le
Guenno & al., 1995), (Le Guenno & al., 1999 ), (Formenty & al., 1999). Le
diagnostic d’infection par Ebolavirus (EBOV) fut établi a la fois chez la femme
et chez le chimpanzé. Méme s’il survint dans un biotope similaire a celui dans
lequel ont eu lieu les premieres épidémies, a égale distance de 1'équateur
(environ 5° nord), ce malade fut le premier et le seul cas humain observé en
Afrique de l'ouest, et le seul cas attribué a céte d'ivoire Ebolavirus.

La premiere épidémie de cette période (la quatrieme au total) frappa une
nouvelle fois la RDC et plus précisément la ville de Kikwit située a environ 500

Km au sud de Kinshasa, la capitale (Khan & al., 1999 ) (Figure 1). Entre janvier et

10
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juillet 1995, I'épidémie provoqua la mort de 256 personnes sur un total de 315
malades, d’ott un taux de mortalité de 81% spécifique a I'espece zaire. Malgré
des moyens scientifiques et médicaux plus modernes et performants que ceux
utilisés en 1976, cette épidémie fut d’aussi grande ampleur que celle de 1976
parce qu’elle sévit principalement dans une ville a forte population (la ville de
Kikwit a plus d'un million d’habitants) ott la promiscuité était propice aux
contaminations interhumaines.

Enfin, 3 épidémies toutes dues a zaire Ebolavirus frappeérent successivement le
nord-est du Gabon (Georges & al., 1999) (Figure 1); la premiére a Mékouka entre
1994 et 1995, la deuxieme a Mayibout au début de 1996, et la troisieme entre
1996 et 1997 a Booué.

La premiére épidémie est survenue au Nord-Est du Gabon pres de la frontiere
du Cameroun, entre décembre 1994 et février 1995 (Amblard & al., 1997). Elle
s’est étalée en 2 vagues successives et a touché dans un premier temps 3 camps
d’orpailleurs situés au coeur de la forét, en décembre 1994, o1 32 cas cliniques
furent recensés. Certains malades ont alors quitté les camps pour aller se faire
soigner a I'hopital de la ville la plus proche, Makokou. La contamination
d’autres patients a I'hopital fut a I'origine d’une deuxiéme flambée épidémique
qui affecta également les villages situés a proximité de Makokou ou 16 cas
furent rétrospectivement répertoriés. Au total, 49 cas cliniques dont 29 morts
furent notés, d’ou un taux de mortalité de 59%. Les données épidémiologiques
concernant cette épidémie sont peu précises et le recensement des cas cliniques
est incomplet parce que 'infection Ebola ne fut identifiée que rétrospectivement
chez les malades dont on avait gardé des échantillons biologiques.

En février 1996, une deuxiéme épidémie est apparue dans les villages de
Mayibout I et I, situés a une quarantaine de kilometres au sud de Mékouka le
long du fleuve Ivindo (Georges & al., 1999). Cette épidémie a débuté tout
d’abord chez 18 enfants du village de Mayibout II qui avaient participé au
transport puis au dépecage d'un chimpanzé trouvé mort dans la forét. Ces 18

cas index ont ensuite contaminé leurs familles et amis dont certains propagerent
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a leur tour la maladie dans les villages voisins, Mayibout I au sud et Mvadi au
nord. Au total, cette épidémie fit 31 malades dont 21 morts, d’ou un taux de
mortalité de 67,7%.

La troisieme épidémie, I'épidémie de Booué, s’est étendue entre Octobre 1996 et
Mars 1997. Elle débuta officiellement le 5 octobre 1996, date a laquelle les
premiers patients furent diagnostiqués positifs par antigene capture (Georges &
al., 1999). Mais, une enquéte épidémiologique indique que cette épidémie aurait
réellement commencé 2 mois auparavant a partir d’'un chasseur mort apres
avoir présenté des symptomes évocateurs d'une fievre hémorragique.
Simultanément a ce cas, plusieurs chimpanzés ont été trouvés morts dans la
forét de la méme région. Les analyses histologiques (effectuées au CDC
d’Atlanta) de coupes d’organes prélevées chez I'un d’entre eux, démontrent que
cet animal était infecté par le virus Ebola. A la fin du méme mois, un 2ieme
chasseur meurt dans les mémes conditions que le premier, puis un de ses amis
tombe également malade 12 jours plus tard, et est évacué a I'hopital de Booué
ou il recoit des soins médicaux. Il rejoint ensuite un village voisin de Booué
pour y recevoir des soins de médecine traditionnelle prodigués par un nganga,
basés sur des scarifications. Les autres patients de ce tradipraticien, lui-méme et
son assistant, se contaminent alors a cette occasion, puis diffusent a leur tour la
maladie dans plusieurs villes et villages du Gabon. Ainsi, 15 cas dont 11 morts
ont été déclaré a Libreville, 3 cas a Lastourville, ville située a 130 Km au sud-Est
de Booué, et 1 cas en Afrique du Sud a partir d"un médecin gabonais exercant a
Libreville qui, ignorant qu’il était atteint par le virus Ebola, partit se faire
soigner a Johannesburg, contamina une infirmiere qui mourut quelques jours
plus tard. Cette épidémie, qui fit 60 cas dont 45 morts sur une période de 6
mois, se caractérise par une dispersion géographique tres importante qui

explique probablement son étendue dans le temps.
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I.1.3. Zaire Ebolavirus et la résurgence de soudan Ebolavirus: la période
2000-2004.

Cette période est marquée par une multiplication des épidémies dues a Zaire
Ebolavirus dans une méme zone, la région frontaliere du Gabon et de la
République du Congo (Figure 2), et a la résurgence de soudan Ebolavirus au
Soudan et en Ouganda (Figure 1). L'autre grande caractéristique de cette
période est 'apparition de grandes épidémies chez certaines especes animales,

principalement les gorilles et les chimpanzés (Figure 2).

CAMEROUN

REPUBLIQUE
DU CONGO

Wekambo

[MeKouka
1995. 2001-02

Franceville
CIRMF

Figure 2 : Région frontaliere entre le Gabon et la République du Congo

I.1.3.1 Les épidémies dues a Zaire Ebolavirus.

La premieére épidémie de cette période est I'épidémie de Mékambo qui s’est
étendue entre Octobre 2001 et Mai 2002 (Nkoghe & al., 2005) (Leroy & al., 2002b)
(Figure 3). Elle était en fait composée de plusieurs chaines épidémiques

différentes indépendantes les unes des autres (Leroy & al., 2004a ).
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La premiere chaine épidémique est issue du village Mendemba le 25/10/2001
(Figure 3). Elle est la chaine la plus importante et est a 1'origine de plusieurs
foyers secondaires (Mékambo, villages Ntolo, Ilahounene, Ekata et Olloba en
République du Congo). Le foyer secondaire de Mékambo a lui-méme généré un
foyer tertiaire a Makokou suite a 1'évacuation d’'un malade de Mékambo vers
I'hopital de Makokou. Cette chaine serait apparue suite a la manipulation d’une
antilope trouvée morte par des chasseurs. Deux autres chaines épidémiques
sont apparues plus ou moins simultanément les 28/11/2001 et 01/12/2001
dans les villages Ekata et Olloba situé de 1'autre c6té de la frontiere au Congo.
Ces chaines proviendraient de la manipulation d’une antilope (Ekata) et d'un
gorille (Olloba) tous deux trouvés morts par des chasseurs du village. Deux
autres chaines épidémiques sont apparues quasiment simultanément 3
semaines plus tard dans deux zones géographiques relativement éloignées :
I'une le 22/12/2001 dans le village Ekata situé sur 1’axe routier du sud a partir
de Mékambo en direction de la République du Congo, et l'autre le 29/12/2001
dans le village Etakangaye situé sur 'axe du nord. La source de contamination
de la premiére chaine n’a pu étre identifiée alors que la deuxieme résulte de la
manipulation d"un chimpanzé trouvé mort. Enfin, la derniére chaine clairement
identifiée est apparue le 27/03/2002 lorsque des chasseurs du village Grand-
Etoumbi (sur 'axe du nord) ont dépecé puis consommé un gorille trouvé mort
dans la forét. Les chaines épidémiques qui ont émergé sur 1'axe Mékambo-
Olloba se sont propagées de l'autre coté de la frontiere, en République du
Congo jusqu’a la ville de Mbomo, située a environ 80 Km d’Olloba.

Simultanément, une deuxiéme flambée épidémique s’est développée vers la mi-
janvier dans les villages Entsiami, Abolo et Ambomi situés en République du
Congo tout prés de la frontiere gabonaise a pres de 200 Km au sud d’Olloba
(Figure 3). Cette épidémie s’est propagée jusque dans la ville de Kellé a environ
65 Km (Figure 2). L'origine de cette épidémie est inconnue. Le séquencage des
souches virales obtenues a partir des échantillons positifs montre également

I'existence de plusieurs chaines épidémiques concomitantes.
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Figure 3 : Epidémies humaines a virus Ebola au Gabon et au Congo Brazza.

La troisieme flambée épidémique, confirmée par le laboratoire, a de nouveau
touché la région de Mbomo en République du Congo entre Décembre 2002 et
Mai 2003 (Formenty & al., 2003) (Figure 3). Cette épidémie est apparue a partir
de deux foyers indépendants, a Yembelengoye (prés d’Entsiami) et a Mvoula
un camp d’orpailleurs situé plus a l'est, suite a la manipulation de carcasses
d’animaux. Le foyer de Mvoula s’est principalement développé a Mbomo et
celui de Yembelengoye a Kellé. Au total, 143 cas dont 128 morts ont été
enregistrés.

Une quatriéeme flambée épidémique observée lors de cette période a une
nouvelle fois touché la région de Mbomo entre Octobre et Décembre 2003

(O.M.S, 2004). Les premiers cas sont apparus a Mbanza, village situé a une
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trentaine de kilometres au nord de Mbomo (Figure 3). Cette fois-ci, aucune
source animale n’a clairement été mise en évidence. Au total, 35 cas dont 29
morts ont été recensés.

Une derniere flambée épidémique s’est déclarée en mai 2005 a Etoumbi, dans la
cuvette Ouest, en République du Congo faisant au total, 12 cas dont 9 morts.
Simultanément a ces épidémies humaines, de véritables et grandes épidémies
d’Ebola ont également touché certaines especes animales dont les gorilles, les
chimpanzés et les céphalophes principalement. Ces épidémies seraient
responsables du déclin brutal des populations sauvages observé dans ces

régions (Leroy & al., 2004a), (Rouquet & al., 2005).

I.1.3.2 Les épidémies dues a soudan Ebolavirus.

Deux épidémies dues a soudan Ebolavirus se sont déclarées pendant cette
période (Figure 1). La premiére a touché I'Ouganda entre Octobre 2000 et
Janvier 2001 ou elle causa la mort de 173 personnes sur les 425 malades
recensés, d’otl un taux de mortalité de 40,7% (O.M.S., 2001). Essentiellement
parce qu’elle s’est répandue sur une grande partie du territoire ougandais, cette
épidémie est responsable du plus grand nombre de cas observés au cours d'une
méme épidémie.

Enfin, la deuxiéme épidémie est la plus petite jamais observée puisqu’elle fit 17
cas dont 7 morts pendant les mois de Mai et de Juin 2004, d’ou un taux de
mortalité de 41% caractéristique de soudan Ebolavirus (O.M.S., 2004). Cette
épidémie se développa une nouvelle fois au Soudan a Yambio, ville située a
quelques dizaines de kilomeétres seulement des villes de Nzara et Maridi, lieux

des épidémies de 1976 et de 1979.
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I.2 Transmission du virus Ebola

I.2.1 Transmission du virus d’homme a homme

Le virus Ebola se transmet par des contacts directs avec des fluides d'une
personne infectée (sang, salive, vomissures, sperme, selles et peut-étre la sueur).
Ce virus ne se transmet pas par voie aérienne. Apres la contamination
accidentelle d'une personne, le virus se transmet ensuite par contact direct et
étroit du malade, par l'intermédiaire de son sang et de ses sécrétions, a son
entourage et a ses proches lors des soins ou des préparatifs du corps en cas de
déces. La contamination a aussi un caractere familial ou nosocomial marqué.
Dans la plupart des épidémies, la source de contamination de la premiere
personne identifiée comme infectée (cas primaire) n’est pas connue. C’est le cas
pour toutes les épidémies de la période 1976-1979, des épidémies de Mékouka
(Gabon) en 1995, de Booué (Gabon) en 1996, de Kikwit (RDC) en 1995, et de
toutes les épidémies dues a soudan Ebolavirus en 1976, 1979 et 2004 au Soudan et

en 2000 en Ouganda.

1.2.2 Transmission du virus de ’animal a 'homme

Depuis 'apparition du virus Ebola en 1976, I'origine de plusieurs épidémies a
pu étre identifiée et attribuée a un animal mort. En 1994, une ethnologue suisse,
seul cas d’infection par cote d’ivoire Ebolavirus, se contamina au cours d’'une
autopsie d'un chimpanzé. Cet animal s’est avéré étre infecté par la méme
souche virale que celle isolée chez l'ethnologue (Le Guenno & al., 1995). De
méme, I'épidémie de Mayibout en 1996 au Gabon est apparue d’abord chez des
enfants qui avaient trouvé puis dépecé un chimpanzé trouvé mort dans la forét
(Georges & al., 1999). Un tel événement s’est également produit pour le virus de
Marburg, 'autre membre de la famille des Filoviridae. L’épidémie survenue en
1967 a Marburg et a Belgrade résulta en effet de la manipulation d’organes et de

tissus de singes vervets infectés qui avaient été importés d’Ouganda (Martini &

al., 1969),( Smith & al., 1967).
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La situation des épidémies qui ont sévi dans la région frontaliere du Gabon et
de la République du Congo entre 2001 et 2003 a été beaucoup plus claire. Les
épidémies de cette période (plus exactement la plupart des chaines
épidémiques) sont toutes apparues a la suite de la manipulation de carcasses
infectées d’animaux, principalement de gorilles, chimpanzés et de céphalophes
(Leroy & al., 2004a). Ainsi, des carcasses de gorilles seraient a 1'origine des
chaines de Olloba 2001, Grand Etoumbi 2002, Entsiami 2002 et Yembelengoye 2002.
Des carcasses de chimpanzés seraient a I’origine des chaines de Etakangaye 2001
et Olloba 2002. Enfin, des carcasses de céphalophes seraient a 1'origine des
chaines de Mendemba 2001, Ekata 2001 et Mvoula 2003.

Aucune preuve de contamination de I’homme directement a partir du réservoir
n'a été a ce jour apportée. Seul un faisceau de présomptions laisse envisager

une telle possibilité.

I.3 Caractéristiques cliniques

1.3.1. Période d’incubation.

Chez I'homme, dans les conditions naturelles, il est toujours difficile de
déterminer avec précision la période d’incubation (la période d’incubation est
l'intervalle de temps qui sépare le jour de I'infection et celui de I’apparition des
premiers symptomes) en raison de l'absence d’indicateurs cliniques et
épidémiologiques fiables pour situer réellement le jour de l'infection.

Celle-ci s’étend en général de 5 a 8 jours selon les patients et correspond a une

durée moyenne de 6,2 jours (Bwaka & al., 1999).

I.3.2. Les symptomes.

Méme s’il existe une assez grande variabilité dans I'expression des symptomes
selon les individus, il est possible de diviser la phase symptomatique en 3
grandes périodes: la premiere phase, commune aux patients décédés et
survivants, est caractérisée par un syndrome pseudo-grippal; la deuxiéme

phase, également commune aux deux types de patients, voit 1'apparition de
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symptomes plus spécifiques liés aux atteintes de différents organes; la
troisieme phase constitue la phase terminale intéressant les 2-3 jours qui
précédent la mort chez les décédés, ou bien la période de convalescence chez les
survivants.

Les signes d’atteintes organiques commencent généralement entre 2 et 4 jours
apres I'apparition des symptomes généraux de la phase I, mais peut également
apparaitre plus ou moins simultanément a cette derniére. A ce stade, aucune
différence entre les décédés et les survivants ne peut étre détectée.

Les symptomes digestifs se manifestent par de la diarrhée liquide marquée par
de fortes douleurs abdominales, des vomissements incoercibles accompagnés
de nausées, et de 'anorexie. En quelques jours seulement, ces symptomes
induisent une perte de poids et une déshydratation importantes.

Les symptoémes respiratoires apparaissent au méme moment et témoignent
principalement d’une atteinte de l'appareil respiratoire superficiel qui se
caractérise le plus souvent par un violent mal de gorge tres évocateur de FHV
(certaines personnes ont la sensation d’avoir une balle dans la gorge) résultant
de lésions pharyngées variables dans leur aspect et leur intensité, et par de la
toux seche. Ces symptomes entravent la déglutition et entrainent de cette
maniere un défaut d’apport alimentaire qui induit un amaigrissement. Des
douleurs thoraciques ont également été notées surtout lors des épidémies de
1976.

Les symptomes cutanés constituent les signes qui apparaissent le plus
tardivement dans la phase II, souvent vers les 4¢me et 5¢me jours apres le début
des symptomes généraux. Ces signes, évocateurs de FVH, comprennent une
congestion conjonctivale bilatérale et un exanthéme maculo-papuleux cutané
semblable a celui rencontré dans la rougeole (Bowen & al., 1978). Cet exanthéeme
intéresse dans un premier temps les parties supérieures des bras et des jambes,
puis s’étend progressivement a 1'ensemble du corps, et conduit généralement a
une desquamation subséquente portant essentiellement sur les parties les plus

atteintes. Pouvant persister pendant une semaine, il est classiquement observé
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dans les infections a filovirus; il fut en effet décrit au cours des épidémies de
1976 (Isaacson & al., 1978), (Piot & al., 1978), (Smith & al., 1978a), chez le patient
anglais de 1976 (Emond & al., 1977) et chez les patients hospitalisés a Kikwit
(Bwaka & al., 1999) ou a Mosango (Ndambi & al., 1995) lors de 1'épidémie de
1995.

Les manifestations hémorragiques sont fréquentes mais pas constantes. Celles
qui apparaissent a la phase II consistent en la présence de sang dans les selles
(méléna), dans les vomissures (hématémese), dans les urines (hématurie,
parfois microscopique), dans le nez (épistaxis), et dans la bouche (hémoptysie).
Les femmes enceintes présentent des hémorragies utérines qui aboutissent
généralement a un avortement. Certains signes hémorragiques sont le plus
fréquemment rencontrés chez les personnes qui vont mourir (hématémese par
exemple), au contraire, d’autres le sont chez celles qui vont guérir (hémoptysie).
Les autres types d’hémorragies affectent indistinctement les deux types de
patients et concernent environ 41% des personnes infectées (Bwaka & al., 1999).
Les survivants ont une convalescence longue et pénible qui débute environ 2
semaines aprés le commencement des symptomes et peut s’étendre sur une
période d"un mois. Les patients sont le plus souvent asthéniés et subissent des
pertes de poids allant de 5 a 10% du poids corporel de départ. IIs présentent de
la diarrhée et des douleurs abdominales intermittentes, et sont victimes
d’arthralgies et de myalgies correspondant aux séquelles de la longue période
de forte fievre observée pendant la phase symptomatique. Chez les hommes,
des signes d’orchite ont parfois été observés lors de 1'épidémie de Yambuku
(Emond & al., 1977) et celle de Kikwit (Ndambi & al., 1999). Ces orchites peuvent
étre dues a des effets secondaires des réactions immunitaires ou a la présence
de virus dans les testicules. Le virus Ebola (Emond & al., 1977) et le virus de
Marburg (Martini & Siegert, 1971) ont en effet été retrouvés dans le sperme plus
de 2 mois apres les symptomes.

Certains survivants possédent des lésions oculaires irréversibles résultant

d'uvéites. En effet, 4 rescapés de 1'épidémie de Kikwit avaient des signes de
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douleur oculaire, de photophobie, d"hyper-sécrétion lacrymale, et de perte de
'acuité visuelle plus d'un mois apres la fin des symptomes (Kibadi & al., 1999).
Des cas d’uvéite tardive ont également été décrits au cours de l'infection du
technicien anglais par le virus Ebola en 1976 (Emond & al., 1977) et dans celle de
plusieurs personnes par le virus de Marburg (Gear & al.,, 1975), (Kuming &
Kokoris, 1977). A Kikwit, un cas de mucor mycose, survenu pendant la phase
symptomatique, fut également observé. Cette infection secondaire des yeux par
un champignon induisit tout d’abord la collection d’abces oculaire et une
atteinte du nerf optique. L'infection envahit ensuite les sinus frontaux et les
oreilles internes provoquant une cécité et une perte d’audition sur le coté le plus

touché (Kalongi & al., 1999).

I.3.3 Les parametres biochimiques et hématologiques.

L’exploration hématologique des cas cliniques de filovirose révele une
augmentation importante du nombre de globules blancs dans le sang
(leucocytose) a partir du 4i¢me jour de symptdmes, indépendamment du devenir
des patients. Cette leucocytose se manifeste essentiellement par I’augmentation
des granulocytes neutrophiles (neutrophilie) qui peuvent représenter jusqu’a
90% des globules blancs, et s’accompagne simultanément d’une lymphopénie
prononcée.

Certaines constantes biochimiques subissent également des modifications qui
attestent des altérations des organes correspondants. Ainsi, 1'élévation de
certaines enzymes hépatiques, notamment I'aspartate et I'alanine
aminotransférase, et certains marqueurs biochimiques (urée et créatinine) sont
respectivement le témoin de lésions hépatiques et rénales (Formenty & al., 1999).
Néanmoins, les faibles taux de bilirubine retrouvés dans le sang montrent que
les fonctions hépatiques et rénales ne sont pas tres altérées. Ces lésions
s’aggravent dramatiquement dans les 2-3 jours qui précédent la mort, alors
qu’elles disparaissent progressivement chez les survivants durant la

convalescence.
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Les troubles de la coagulation observés chez les patients sont de deux
catégories : diminution de la coagulation et coagulation intravasculaire
disséminée.

D'un c6té, la diminution du nombre de thrombocytes dans le sang
périphérique, l'augmentation du temps de coagulation et la baisse de
production de certains facteurs de coagulation (facteur II et facteur VII
notamment) sont les indicateurs des difficultés de coagulation que rencontrent
les patients lors de plaies cutanées ou lors des ponctions et injections pendant la
phase terminale des symptomes (Gear, 1989). De I'autre coté, la présence dans le
sang d'une plus grande quantité de produits de dégradation de la fibrine chez
les patients infectés par des filovirus est le reflet de la formation permanente et
spontanée de microthrombus a l'origine des phénomenes de coagulation

intravasculaire disséminée (Gear, 1989).

I.4 Diagnostic de I'infection Ebola

En I'absence de traitement spécifique, le diagnostic et la recherche de I'infection
Ebola, revétent une importance capitale pour la mise en ceuvre rapide de
mesures de lutte, de méme que pour comprendre les modalités d’apparition, de
transmission et de propagation de l'infection Ebola. C'est la raison pour
laquelle, nous allons dans un premier temps, présenter le laboratoire de sécurité
maximale (niveau 4 ou P4) du CIRMF, et ensuite, nous allons explorer les
différentes techniques de laboratoire que nous avons utilisées dans le cadre de

cette étude.

1.4.1 Présentation du laboratoire P4 du CIRMF

Le CIRMF dispose d'un laboratoire spécial dont les conditions maximales de
sécurité permettent de travailler sur des agents pathogeénes aussi dangereux que
le virus Ebola (Figure 4). Ce laboratoire est constitué d’'une grande piece
séparée du milieu extérieur par 3 sas successifs. Le 1ier sas est un simple local ou

régne une pression atmosphérique. Le 2i¢me sas constitue la salle d’habillage, et
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renferme une pression inférieure a celle de I’air ambiant mais supérieure a celle
du sas qu’il précede. On y revét une combinaison étanche couvrant tout le corps
de la téte aux pieds, des sur-chaussures, un masque anti-poussiére et 3 paires de
gants en latex. Le 3i*me et dernier sas est en pression négative par rapport au
2ieme et correspond au local de déshabillage dans lequel on se débarrasse de la
combinaison potentiellement contaminée au retour de l'aire de travail. Avant
d’entrer dans l'aire de travail, on s’équipe d'un masque spécial qui créé une
surpression autour du visage et qui comporte un filtre absolu.

La piece principale du laboratoire renferme tout le matériel de travail, et se
situe en pression négative par rapport au 3ime sas. Outre le matériel classique
(incubateur a COg, hotte a flux laminaire, centrifugeuses, congélateur, frigidaire,
bombonne d’azote...), ce laboratoire dispose d’un isolateur de virus hermétique,
en pression négative par rapport a un petit sas présent a son entrée, lui-méme
en pression négative par rapport a la piece centrale. Cet isolateur est une boite a
gants (ou bulle), comportant 4 postes de travail, a l'intérieur de laquelle se
trouvent un incubateur, une centrifugeuse, et un microscope optique relié a un
systeme vidéo (Figure 4). L’air rentre et sort dans la piece principale par
I'intermédiaire de 2 ouvertures couvertes chacune par un filtre absolu. Un
autoclave double-face est encastré, de maniére hermétique, dans le mur
séparant la piece centrale du 1ier sas. Il assure la décontamination de tous les
déchets produits a l'intérieur de l'aire de travail et dans le 3ime sas.

Par mesure supplémentaire de sécurité, ce laboratoire est connecté
individuellement & un onduleur d’'une autonomie de 30 minutes, assurant le
relais entre le secteur général et un groupe électrogéne en cas de coupure

générale du courant.
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Figure 4 : Laboratoire a
sécurité maximale
du CIRMF

I.4.2 Techniques sérologiques
I.4.2.1 Recherche d’antigeénes spécifiques du virus Ebola.

Initialement appliquée a la détection des antigenes d’EBOV-R dans les tissus
(Ksiazek & al., 1992), cette méthode est maintenant couramment utilisée pour la
détection de tout antigene Ebola dans le sérum ou le plasma. Le test est basé sur
le principe d'une double capture. Les antigénes viraux présents dans le sérum
sont reconnus dans un premier temps par un mélange d’anticorps
monoclonaux fixés sur des plaques ELISA, et, dans un deuxiéme temps, par un
sérum polyclonal de lapin anti-EBO. Ce dernier est ensuite reconnu par un
sérum polyclonal anti-lapin couplé a l'enzyme péroxydase qui, mise en
présence d'un substrat spécifique, émet un rayon lumineux dont la longueur
d’onde est lue par un spectrophotometre. Depuis sa mise au point en 1990, cette
méthode fut utilisée dans le diagnostic de toutes les épidémies d’Ebola qui ont
sévi en Afrique. Les avantages logistiques de cette technique sont également
indéniables. Elle peut étre réalisée treés rapidement en 4-5 heures, et donne des

résultats positifs dés les premiers jours de symptdmes (Ksiazek & al., 1992).

1.4.2.2 Recherche d’anticorps (IgG) spécifiques du virus Ebola.

Le dosage des IgG s’effectue selon une méthode standard qui consiste a faire
réagir les sérums sur du lysat de cellules véro infectées par du virus Ebola fixé
sur des plaques ELISA, puis a détecter les IgG spécifiques a l'aide d'un

polyclonal anti-IgG conjugué a I’enzyme péroxydase (lvanov & al., 1986).
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Les IgG sont détectées a partir des 10-12me jours apres I'infection
expérimentale de macaques, et persistent pendant environ une année (Ksiazek &
al., 1999). Chez I'homme, elles apparaissent vers le 3i¢me jour de symptomes,
persistent pendant au moins 2 ans, et ne sont que tres rarement observées chez
les personnes qui succombent a l'infection (Ksiazek & al., 1999). Des IgG ont
méme été retrouvées chez 2 patients qui avaient survécu a l'infection Ebola lors
de I'épidémie de Yambuku en 1976 plus de 10 ans apres les symptomes (Ksiazek
& al., 1999). Pour toutes ces raisons, le dosage d'IgG ne peut étre appliqué pour
établir le diagnostic d’infection Ebola au cours d'une épidémie, mais ce test
constitue en revanche un outil approprié pour des études épidémiologiques
rétrospectives. Récemment, outre le sérum ou le plasma, des IgG ont méme été
détectées dans la salive de certains individus vivants en zone d’épidémies

(Formenty & al., 2006).

I.4.3 Techniques microscopiques
I.4.3.1 Immunohistochimie.

La méthodologie de cette technique est semblable a celle de la microscopie
électronique (Zaki & al., 1999). Le marquage se fait par l'intermédiaire de la
phosphatase alcaline dans un substrat au naphtol/rouge, et est suivi d'une
contre coloration a 'hématoxyline. Cette technique permet de visualiser les
virus au sein de la matrice extracellulaire ainsi que les inclusions virales
intracytoplasmiques. Elle fut utilisée pour diagnostiquer, sur des coupes de foie
et de peau, des cas post-mortem lors de 1'épidémie humaine de Kikwit (Zaki &
al., 1999), et animale de Cote d’Ivoire (Wyers & al., 1999). Cette technique
possede une trés grande sensibilité. A Kikwit, tous les cas diagnostiqués par les
outils classiques de diagnostic ont été explorés et confirmés par cette méthode
d’examen direct (Zaki & al., 1999).

Cette technique possede néanmoins certains inconvénients qui la rende

inutilisable en routine dans l'identification rapide d’une épidémie, notamment
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sa haute technicité nécessite des laboratoires spécialisés, et les délais trop longs
qu’elle requiere pour l'établissement du diagnostic en sont les principales

raisons.

1.4.3.2 Isolement viral

Il constitue la technique de référence, et fut la méthode qui permit la premieére
identification des virus Ebola et de Marburg.

L’isolement viral consiste en 1'inoculation de lignées cellulaires ou d’animaux
sensibles par du matériel biologique.

Les cellules sont cultivées en flasques dans un milieu de culture adéquat
(Ksiazek, 1991). Lorsque les cellules sont confluentes, le prélevement suspect est
déposé sur le tapis cellulaire. L'infection des cellules est identifiée grace a
"apparition des effets cytopathogenes provoqués par le virus. Ces derniers sont
caractérisés par des images en "lachers de ballons" deés les 3i¢me et 4i¢me jours,
puis par la formation de trous de taille croissante entre les cellules des le 7ieme
jour apres l'inoculation (Johnson & al., 1977). La caractérisation du virus se
réalise par 1'analyse de coupes de cellules véro en microscopie électronique, en
immunohistochimie et méme par la recherche d’antigene capture (Ellis & al.,

1979).

I.4.4 Technique de biologie moléculaire

I.4.4.1 La Polymerase Chain Reaction ou PCR

La polymérase Chain Reaction (PCR), est une technique d’amplification
génique qui permet de synthétiser des copies multiples d’une matrice donnée a
I'aide d’amorces spécifiques, sans avoir a renouveler l'enzyme apres
dénaturation de I’ ADN (Mullis & al., 1987). La PCR nécessite deux outils de base
(amorces spécifiques et ’ADN polymérase) et un protocole expérimental
approprié. Le principe de la méthode est le suivant : deux oligonucléotides

complémentaires d’une courte séquence située aux extrémités 5 Phosphate des

brins du fragment d”ADN a amplifier sont mis a hybrider avec le fragment. Les
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extrémités 3 OH libre des oligonucléotides servent d’amorce a une ADN
polymérase, chaque brin du fragment sert alors de matrice a 1'enzyme qui
synthétise les brins complémentaires, le facteur de multiplication est alors de
deux. Les produits issus de ce premier cycle sont dénaturés par la chaleur et les
oligonucléotides ou primers sont a nouveau remis a hybrider avec les brins
d’ADN provenant du premier cycle d’amplification, chaque brin servant de
matrice a I’ADN polymérase. Le facteur d’amplification sera alors de quatre. On
obtient ainsi un doublement des copies du fragment d”ADN a chaque cycle.

L’électrophorese est la méthode par laquelle on fait migrer des molécules
chargées en solution, souvent des protéines ou des acides nucléiques, sous
I'effet d'un champ électrique. Leur vitesse de migration et leur mobilité a
travers le champ électrique dépendent de la puissance du champ, de la charge
nette, de la taille et de la forme des molécules et, également, de la force ionique,
de la viscosité et de la température du milieu, dans lequel se déplacent les
molécules. L’électrophorese en gel d’Agarose est utilisée pour visualiser les
produits amplifiés par la méthode PCR. C’est un outil d’analyse simple, rapide

et trés sensible.

I.5 Moyen de lutte contre 1'infection Ebola

I.5.1 Mesures sanitaires a prendre pour les patients

Il n’existe, a ce jour aucun traitement ni vaccin spécifique contre l'infection a
virus Ebola, malgré quelques avancées significatives dans la recherche sur les
stratégies thérapeutiques et vaccinales que nous développerons dans les
paragraphes suivants. Le seul recours, méme pour les hopitaux les mieux
équipés, est un traitement symptomatique, c’est-a-dire qu'on va s’efforcer
d’agir pour soulager les souffrances du patient, sans pouvoir agir sur leurs
causes. Les cas graves sont placés, dans la mesure du possible, en unité de soins
intensifs, ot ils sont hydratés. Ce traitement a pour but de maintenir la fonction
rénale, I’équilibre électrolytique et de combattre 'hémorragie et 1’état de choc.
En l'absence de traitement, seules des mesures sanitaires permettent a 1"heure

actuelle de limiter efficacement 1'extension des épidémies. Lors des différentes
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épidémies d’Ebola, des équipes médicales et scientifiques internationales (OMS,
CDC, Croix rouge...) sont venus compléter le personnel local.

Dans un premier temps, l'intervention doit étre le plus rapide possible afin de
limiter 'extension de la maladie, notamment en diagnostiquant rapidement les
cas suspects (Lloyd & al., 1999).

La manipulation des malades par le personnel soignant doit étre réalisée avec
une extréme précaution. Des mesures de protection physique, comme le port
systématique de gants, de blouses et de couvre chaussures jetables apres chaque
manipulation, sont préconisées. La désinfection du matériel médical, des
vétements, des déchets et des locaux souillés doit étre systématiquement
effectuée. De méme, sans étre draconiennes, des mesures de protection et des
recommandations concernant les modes de contamination sont prises et
enseignées au sein de la cellule familiale entourant les patients.

D’autres mesures sanitaires doivent également étre prises, notamment 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 réciproques entre la population du secteur

touché et celle des zones périphériques saines (Nkoghe & al., 2004).

I.5.2 Traitement

Une fois les cas suspects identifiés, les patients hospitalisés recoivent dans la
mesure du possible, des soins médicaux a visées palliative et symptomatique
(Guimard & al., 1999). Ces soins consistent a lutter contre les symptomes
digestifs par l'emploi de pansements digestifs, d’antispasmodiques, de
réhydratant par voie veineuse en cas de déshydratation sévere, d’antibiotiques
contre les surinfections bactériennes secondaires. A I'encontre de la fievre, les
patients recoivent des médicaments antipyrétiques non spécifiques et/ou des
antipaludéens si des acces palustres compliquent le tableau clinique. Enfin, les

patients recoivent quelquefois des fortifiants (vitamines, sels minéraux...) oraux
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ou parentéraux et des compléments nutritionnels afin de s’opposer au

dépérissement et a I'affaiblissement dus au défaut d’alimentation.

1.5.3 Surveillance des mortalités animales

En 2002, un réseau de surveillance des mortalités animales, a été mis en place
en collaboration avec les Ministéres de la Santé et ceux des Eaux et Foréts de
différents pays de la sous région. A chaque découverte de carcasse animale, des
prélevements sont effectués pour que soient réalisées des analyses biologiques.
C’est ainsi que plusieurs carcasses de gorilles et de chimpanzés provenant du
Gabon et de la République du Congo ont été trouvées positives en antigene
capture (Leroy & al., 2004a) (Rouquet & al., 2005). Un tel résultat permit de mettre
en place des mesures préventives afin d’éviter voir de réduire 'apparition

et/ou la propagation des épidémies de I'animal a '’homme.

I.5.4 Stratégies vaccinales et thérapeutiques

Bien que des mesures sanitaires basées sur la mise en quarantaine des malades
suffisent a endiguer les épidémies, I’absence de traitement et de vaccin contre la
tievre Ebola suscite plusieurs interrogations de la part de la communauté
scientifique et des populations touchées par cette terrible maladie.

Plusieurs candidats vaccins sont en cours d’évaluation, mais il va falloir
attendre quelques années avant qu'un vaccin puisse étre utilisé. Certains effets
protecteurs ont été obtenus aprés immunisation de primates ou de cobayes avec
du virus inactivé ou avec les antigenes totaux du virus (Lupton & al., 1980).
Ainsi, un nombre grandissant d’équipes concentre aujourd’hui leurs efforts sur
la mise au point de vaccins. Cependant, les infrastructures nécessaires a la
manipulation du virus Ebola ainsi que le manque de modéles animaux pour
I’évaluation des candidats vaccin freinent considérablement les avancées.
Plusieurs candidats vaccins se sont montrés efficaces chez le cochon d’Inde
mais partiellement voire completement inefficaces chez le macaque (Geisbert &

al., 2002). 11 s’agit de préparations virales inactivées par la chaleur, le formol, ou
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les rayons y (Lupton & al., 1980), de plasmides codant la glycoprotéine (GP) ou
la nucléoprotéine (NP) du virus Ebola (Xu & al., 1998), de particules virales
recombinantes du virus de I'encéphalite équine vénézuelienne exprimant la GP
(Pushko & al., 2000), de vaccins varioliques recombinants exprimant la GP, et
enfin de particules virales Ebola encapsulées dans des liposomes (Rao & al.,
2002). En revanche, un candidat vaccin, basé sur une triple pré immunisation
par de I’ADN codant la GP a 4 semaines d’intervalle suivie d'un boost par un
adenovirus recombinant inactivé exprimant la GP Ebola, protége les macaques
d’un challenge 1 semaine plus tard (Sullivan & al., 2000). Cependant, la faible
dose utilisée pour l'inoculation (6 pfu) ainsi que la durée du protocole
d’immunisation rendent inutilisable ce candidat vaccin.

Une nouvelle étape a été franchie tout récemment avec la mise au point de 2
candidats vaccins qui se montrés efficaces a la fois chez le cochon d’Inde et le
macaque.

Le premier candidat vaccin consiste a obtenir une immunisation unique par une
dose de 2 x 1012 particules de I'adenovirus 5 recombinant, inactivé, exprimant a
la fois la GP et la NP (ADV-GP/NP). Une variante composée de 2 injections a 9
semaines d’intervalle a également été testée. Les 2 variantes assurent une
protection totale et induisent une réponse CD8+IFNy+ et une réponse humorale
aprés un challenge a faible dose (13 pfu) et a forte dose (1500 pfu) 1 ou 4
semaines apres. Aucune modification des lymphocytes T CD4+ n’est observée.
La variante simple offre une protection plus rapide mais moins durable que la
variante double (Sullivan & al., 2003).

Le second candidat vaccin consiste a obtenir une immunisation unique par une
dose de 107 pfu particules du virus de la stomatite vésiculeuse recombinant,
vivant et atténué, exprimant la GP Ebola (VSVAG/ZEBOV). Cette
immunisation assure une protection totale des macaques aprés un challenge a
forte dose (1000 pfu) 28 jours plus tard. Elle induit une augmentation modérée
des IgG anti-GP (essentiellement des anticorps neutralisants), et une forte

augmentation des CD8+IFNy+ et des CD8+TNFy+ ainsi que des CD4+IFNy+ et
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CD4+TNFy+. A ce jour, pres de 30 macaques ont recu cette immunisation,
aucun d’entre eux n'a exprimé un quelconque signe clinique apres challenge
(Jones & al., 2005).

L’exploration plus poussée de l'efficacité de ces deux candidats vaccins se fait
de nos jours par différentes équipes de recherches. L’évaluation sur les étres
humains n’est pas envisageable et celle chez le chimpanzé, génétiquement et
physiologiquement trés proche de I'homme, se heurte a des problémes
d’éthique.

Le degré de parenté entre les chimpanzés et 'homme ainsi que le fait que les
chimpanzés et les gorilles sont les principales victimes des épidémies d’Ebola
constituent indéniablement un intérét majeur pour accélérer les recherches sur

ces candidats vaccins, afin qu’ils soient disponibles dans les meilleurs délais.
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II. Biologie du Virus Ebola

II.1 Le virus

I1.1.1. Morphologie

La forme caractéristique du virus Ebola, comme celle du virus de Marburg, est
celle d'un long filament d’environ 80 nm de diametre et de longueur
extrémement variable pouvant aller de quelques dizaines de nanometres a 10-
15 mm (Murphy & al., 1990). Le pic d'infectivité de ces virus serait associé a une
longueur d’environ 800 nm (Feldmann & al., 1996a). Toutefois, le
pléiomorphisme du virus est tel que des formes en "6", des formes circulaires,

des formes en "U" ou en épingle, et des formes branchées sont fréquemment

observées tant en cultures que sur des coupes histologiques d’organes (Figure

5).

Figure 5 : Images du virus Ebola en microscopie électronique. Les formes filamenteuses

caractéristiques, en 6, et en épingle sont représentées.

I1.1.2 Structure.

Les filovirus sont composés de 7 protéines, et de 2 éléments structuraux
distincts, 1’'enveloppe et le complexe ribonucléocapsidique central (Figure 6).
L’enveloppe virale est constituée par les glycoprotéines associées, sur la face

interne, a 2 autres protéines de structure, la VP24 et la VP40.
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Les spicules qui recouvrent l'enveloppe sont entierement formés par les

glycoprotéines. Le complexe ribonucléocapsidique est composé d'un brin

d’ARN linéaire, de polarité négative, et de 4 protéines virales impliquées dans

la formation de la nucléocapside (Becker & al, 1998) : la protéine L

(correspondant a la polymérase), la nucléoprotéine (NP), une protéine virale de

35 kDa (VP35) et la VP30. La nucléocapside posséde une longueur d’environ 50

nm, présente une forme hélicoidale

(Regnery & al., 1980) ,(Jahrling, 1995).

Figure 6: Structure du virus
Ebola. L représente la protéine L (ou
polymérase), GP la glycoprotéine,

d’une périodicité de 5 nm par tour d’hélice

L GP NP VP35 VP40 VP30 VP24

les VP sont des protéines virales
structurales.

I1.1.3 Le génome du virus Ebola.

Le génome de EBOV et plus
généralement celui des filovirus, est
représenté par un simple brin
d’ARN, linéaire, de polarité
négative, et possede un poids

moléculaire de 18,9 kb (Figure 7).

* *x Kk
3 4 NP [HasfsoH 6P [soj-a4] L F o5

Figure 7: Organisation génomique du virus Ebola,
d’apres Feldmann & al, 1996.). Les astérix indiquent
les chevauchements de génes.

Cette particularité classe les Filoviridae dans 1'ordre des Mononegavirales (virus non ségmentés a

simple brin d’ARN de polarité négative) dans lequel on retrouve également les Paramyxoviridae et

les Rhabdoviridae (Feldmann & al., 1993) ,(Feldmann & al., 1992).

Le génome est composé de 7 genes successivement disposés comme le montre la

Figure 6 : 3’ leader-NP-VP35-VP40-GP-VP30-VP24-L-5 trailer.
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II.2 Génétique et phylogénie

Le virus Ebola est un virus a ARN génétiquement tres stable. Il differe du virus de Marburg
d’au moins 67% au niveau nucléotidique et d’au moins 55% au niveau peptidique (Sarnchez
& al., 1996). La figure 8 indique que EBOV est divisé en 4 espéces distinctes différant I'une
de l'autre de 37 a 41% au niveau nucléotidique et de 34 a 43% au niveau peptidique. Cette

analyse fut réalisée a partir de la totalité du gene codant la GP (Sanchez & al., 1996).
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Figure 8: Arbre phylogénétique des Filoviridae..

A Tl'intérieur de chaque espéce, il y’a une grande stabilité génétique. A titre d’exemple, les

taux de mutations entre les souches Booué 96 (Gabon) et Zaire 76 ne so nt que de 1,7% pour
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la glycoprotéine membranaire (GP), 1,3% pour la nucléoprotéine (NP), 1,2% pour la
protéine virale de structure de 40 KDa (VP40) et 0,9% pour la protéine virale de structure de
24 KDa (VP24), alors que ces souches ont été isolées a plus de 1000 Km et 20 années de
distance (Leroy & al., 2002a). Des différences similaires ont été retrouvées entre les genes des
souches des épidémies de 2001-2003, de la souche Mékouka 94 (Gabon) et de la souche Zaire
76 (Leroy & al., 2004a). De méme, le séquencage de la partie la plus variable de la GP,
portant sur 249 nucléotides, ne montra aucune mutation entre 9 patients (5 convalescents et
4 décédés) prélevés lors de I'épidémie de Kikwit au Zaire (RDC) en 1995 (Rodriguez & al.,
1995). La stabilité génétique du virus Ebola s’exprime également au cours d’une chaine
épidémique. Les gorilles (GOR) et les chimpanzés (CH) (Figure 8), de méme que les
personnes qui décedent de la maladie et ceux qui survivent, sont infectés par des souches
virales génétiquement identiques.

L’analyse phylogénétique des génes provenant des carcasses animales et des prélevements
humains obtenus pendant les épidémies qui ont sévi dans la région frontaliere du Gabon et
de la République du Congo depuis 2001, a mis en évidence la présence autant de souches de
virales que de carcasses. Ces découvertes ont montré pour la premiere fois que de
nombreuses souches virales circulent au méme moment aussi bien chez les primates que

chez 'homme.

II.3 Physiopathologie de I'infection Ebola

Dans l'infection naturelle, le virus pénetre vraisemblablement par des microlésions
cutanées. A ce niveau, il infecte les monocytes présents dans les vaisseaux capillaires. 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 cellules de la lignée monocytaire constituent les cibles privilégiées du
virus. Il s’agit des cellules de Kupffer (foie), des macrophages de la rate et des ganglions,
des pneumocystes (poumon), des macrophages des cavités pleurale et péritonéale, des
cellules microgliales (tissu nerveux)... La généralisation de l'infection a d’autres types de
cellules, notamment les cellules endothéliales, ne survient que dans le stade terminal de la
maladie, et se produit soit par la circulation sanguine apres libération des virions par
cytolyse des cellules infectées, soit par circulation tissulaire des monocytes infectés.

Les cellules cibles initiales du virus Ebola sont les cellules de lignée monocytaire. Chez le
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cobaye, les premieres cellules monocytaires infectées sont détectées des 24h apres
I'inoculation et restent les seules cibles du virus pendant environ 7 jours ( Connolly & al.,
1999). Diverses techniques utilisant la microscopie électronique ou l'immunohistochimie
démontrent in vivo et in vitro l'infection des cellules du sytéeme des phagocytes mononucléés
(SPM). Chez le cobaye (Ryabchikova & al., 1994), (Skripchenko & al., 1994) ainsi que chez le
singe (P'iankov & al., 1995), les macrophages alvéolaires et péritonéaux sont montrés infectés
par le virus de Marburg. De méme, des expériences identiques, réalisées chez les mémes
espéces animales, montrent que les cellules du SPM sont infectées également par le virus
Ebola (Ryabchikova & al.1996). In vitro, la réplication virale a été mise en évidence dans les
monocytes d’homme (Zlotnik, 1969), de singe (Geisbert & al., 1992), de cobaye ( Ryabchikova
& al,1996) et de hamster (Zaki & al., 1997). La synthése des premiers brins d’ARN
subgénomique (+) a lieu environ 6h apres infection de monocytes in vitro, les premiers
signes de réplication virale apparaissent a 12h, la sortie des virions survient a 24-32h, et les
effets cytopathogénes débutent 5-6 jours apres l'infection des monocytes (Feldmann & al.,
1996b). A T'intérieur des cellules, le virus se réplique soit directement dans le cytoplasme,
soit plus fréquemment au sein de vacuoles bien individualisées et de taille variable. Lorsque
les virus sont enfermés dans des vacuoles, la sortie des virions s’effectue par
bourgeonnement a la surface de la cellule. C’est le cas des monocytes et des cellules
endothéliales au niveau de leur surface apicale. En revanche, lorsque les virus sont situés
directement dans le cytoplasme, la sortie des virions, se produit lors de la cytolyse des
cellules comme c’est le cas des monocytes et des cellules endothéliales au niveau de leur
surface basale.

Les autres cellules infectables par les filovirus ne le sont que tardivement au cours de
'infection naturelle ou expérimentale, le plus souvent au stade terminal de la maladie.
Ainsi, chez le cobaye ou le singe, les cellules endothéliales ( Jaax & al., 1996), (Johnson & al.,
1995), les hépatocytes et quelques rares cellules appartenant au tissu interstitiel du tractus
digestif ou du tissu pulmonaire ne sont infectés qu’a partir de 6-7 jours apres I'inoculation
(Connolly & al., 1999) . En revanche, aucune expérience n’a pu montrer a ce jour que les

lymphocytes étaient infectables.

I1.4 Les protéines du virus Ebola

L’ARN génomique du virus Ebola est transcrit en 7 ou 8 ARN messagers, chacun codant
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une protéine. On distingue la nucléoprotéine (NP), la protéine L (L), la glycoprotéine (GP)
et les protéines virales (VP) de 35 kDa ; 40 kDa ; 30 kDa et 24 kDa.

I1.4.1 La Nucléoprotéine.

Cette protéine résulte de la traduction du 1¢r géne du génome du virus Ebola. Elle
comprend 739 acides aminés et possede un poids moléculaire de 105 kDa.

La NP posseéde une double fonction structurale et fonctionnelle. En premier lieu, elle
constitue 1'élément majoritaire de la nucléocapside ou elle se trouve intimement liée a la
protéine L et aux protéines VP35 et VP30 (Becker & al., 1998). Sa partie C-terminale,
hydrophile et trés acide, interviendrait dans I'assemblage des protéines entre elles (Kiley &
al., 1988), (Elliott & al., 1985). De plus, son caractere phosphorylé lui permet d’entrer en
interaction avec I’ARN afin de former le complexe ribonucléoprotéique. En second lieu, la
conception d'un systeme de réplication et de transcription de minigénomes
monocistroniques artificiels a permis de déterminer que la NP est indispensable a la
transcription, a la réplication et a I'encapsidation des virions ( Miihlberger & al., 1999), (

Miihlberger & al., 1998).

I1.4.2 La protéine L.

Protéine codée par le 7i¢me et dernier gene, la protéine L n’est entiérement identifiée que
chez le virus de Marburg ou elle est composée de 2331 acides aminés (Volchkov & al., 1999a)
(Bukreyev & al., 1995). Elle posséde beaucoup d’homologies avec les autres virus a ARN de
polarité négative et elle est essentiellement localisées dans la région N-terminale (
Miihlberger & al.,, 1992). Méme si son activité n’a pas été démontrée, elle est considérée

comme I"ARN polymérase.

I1.4.3 Les glycoprotéines.

Les glycoprotéines du virus Ebola sont synthétisées a partir du 4i¢me gene, qui est composé
de 2 séquences de lecture ouverte (ORF). La séquence de lecture 1 (ORF I) est responsable
de la synthese d'une glycoprotéine soluble de 50-70 kDa, la sGP. L’ensemble des ORF I et
ORF II gouverne la synthése d'une glycoprotéine membranaire de 150 kDa, la GP, apres
insertion d'une base adénosine supplémentaire au cours de la transcription de I"’ARN

génomique. Deux ARNm monocistroniques sont alors formés, chacun responsable de la
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synthése d"une protéine, la sGP ou la GP. Les 295 acides aminés des parties N-terminales de
la GP et de la sGP sont identiques, et seules les parties C-terminales différent.

La GP est une protéine tres glycosylée qui comporte 676 acides aminés. Les parties N- et C-
terminales sont hydrophobes et trés conservées parmi les différentes especes de EBOV,
alors que le milieu de la protéine est extrémement hydrophile et variable et contient la
majeur partie des carbohydrates (Volchkov & al., 1999b). L’attachement a la membrane a lieu
au niveau de la partie C-terminale hydrophobe de la protéine. Dans 1'enveloppe virale, les
GP s’organisent sous forme d’homotrimeres (Feldmann & al., 1996b), (Sanchez & al., 1998).

La glycoprotéine soluble (sGP) est une glycoprotéine soluble de 50-70 kDa et de 364 acides
aminés synthétisée a partir de ORF 1. C’est un homodimere dont les 2 monomeres, reliés
entre eux par un pont disulfure entre 2 résidus cystéine aux positions 53 et 306, sont
paralleles mais orientés en sens contraire (Volchkova & al., 1998). Seuls les 295 acides aminés
de la partie N-terminale de la sGP sont identiques a la GP. La sGP est retrouvée dans le

milieu de culture de virus ou dans le sang des patients infectés par EBOV (Sanchez & al.,

1996), (Sanchez & al., 1999).

I1.4.4 La protéine virale de 35 kDa (VP35).

Protéine codée par le 2i¢me géne du génome, la VP35 pese 35 kDa et comporte entre 340 et
351 acides aminés. Comme la NP, elle existe aussi bien sous la forme phosphorylée que non
phosphorylée. Mais, contrairement a la NP, seule la forme non phosphorylée est incorporée
dans les virions (Elliot & al., 1993). Elle constitue la protéine la plus solidement ancrée dans
le complexe ribonucléoprotéique et participe par conséquent a la composition de la
nucléocapside (Becker & al., 1998). L’étude de ce minigénome artificiel a montré qu’elle était
également indispensable a la transcription, a la réplication et a I'encapsidation des virions

(Miihlberger & al., 1999).

I1.4.5 La protéine virale de 40 kDa (VP40).

Issue du 3ime gene, cette protéine comporte 326 acides aminés et posséde un poids
moléculaire d’environ 40 kDa (Bukreyev & al., 1993). Sa mobilité électrophorétique est tres
variable selon les especes de EBOV et MBG (Feldmann & al., 1994). La VP40 n’est pas
associée au complexe nucléoprotéique. Sa position sous-membranaire et son extréme

38



Généralités

abondance la font considérer comme une protéine de matrice associée a la membrane.

Enfin, elle aurait un réle dans la régulation de la transcription et de la réplication.

I1.4.6 La protéine virale de 30 kDa (VP30).

Protéine codée par le 5¢me gene, la VP30 a un poids moléculaire de 30 kDa et contient 260
acides aminés (Sanchez & al., 1993). Elle constitue la phosphoprotéine virale la moins
représentée et fait partie des 4 protéines qui forment la nucléocapside. A ce titre, elle aurait
un role dans le déclenchement de 1'encapsidation du génome (Becker & al., 1998). Des études
récentes, portant sur des systemes artificiels, ont démontré que la VP30 était la seule
protéine de la nucléocapside qui n’est pas nécessaire a la réplication ni a la transcription de
minigénomes de virus de Marburg (Miihlberger & al., 1998). Des systemes similaires avec le
virus Ebola ont montré que la VP30 n’était pas non plus nécessaire pour la réplication mais
était au contraire indispensable pour la transcription de minigénomes (Miihlberger & al.,
1999). Dans ce cas, la VP30 agirait soit comme régulateur positif de l'initiation de la
transcription, soit comme facteur d’élongation lors de la synthése de I’ARNm ou lors de la

polyadénylation, soit comme élément de stabilisation des ARNm.

I1.4.7 La protéine virale de 24 kDa (VP24).

Issue de I'expression du 6i*™me géne, la VP24 a une masse moléculaire de 24 kDa et posséde
251 acides aminés (Sanchez & al., 1993). Elle constitue la 2i¢me protéine de matrice et servirait
a lier les protéines membranaires au complexe nucléoprotéique (Bukreyev & al., 1995). Son
role est en fait mal connu, mais des études descriptives indiquent qu’elle interviendrait
dans la pathogénicité. En effet, I'apparition de la pathogénicité au cours de passages
séquentiels du virus Ebola chez le cobaye s’accompagne de mutations de plusieurs

protéines dont les propriétés physico-chimiques ne sont modifiées que pour la VP24

(Volchkov & al., 1994).
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II1. Circulation du virus Ebola

III.1 Diffusion de la maladie dans les populations sauvages

Entre 1994 et 2005, la région frontaliere du Gabon et de la République du Congo a été
touchée par huit (8) épidémies a virus Ebola, suggérant une forte endémicité dans cette
région.

Les différents épisodes épidémiques qui se sont produits entre 2001 et 2003 au Gabon et en
République du Congo ont été associés pour la premiere fois a des mortalités chez les
animaux, principalement les gorilles, les chimpanzés et les céphalophes.

Les enquétes épidémiologiques menées sur 790 prélevement issus d'une vingtaine
d’especes de primates du Cameroun, du Gabon et de la République du Congo (Leroy & al.,
2004b), ont montré que 12,9% des chimpanzés sauvages de ces pays possédent des IgG anti-
Ebola, certains des échantillons positifs datant d’avant les premieres épidémies dans ces
régions. Ces résultats suggerent que ces animaux sont réguliérement en contact avec
I’animal réservoir du virus, que certains d’entre eux développent des infections non létales
et que le virus Ebola est vraisemblablement présent depuis tres longtemps dans le bloc
forestier d”Afrique centrale (Gonzalez & al., 2005).

La découverte de cadavres d’espéces de primates infectées par le virus Ebola suggere
fortement une implication prépondérante de ce virus dans ces mortalités. Entre 2001 et
2003, 50 carcasses de gorilles, 15 carcasses de chimpanzés et 14 carcasses de céphalophes ont
été retrouvées dans la zone d’épidémie du Gabon et de la République du Congo. Sachant
qu'une carcasse disparait complétement en moins de trois semaines en forét tropicale, et
que ces carcasses ont été découvertes a moins de 3-4 heures de marche des villages pour la
plupart d’entre elles, on peut estimer que plusieurs centaines voire milliers d’animaux ont
péri pendant ces deux années dans toute cette région frontaliere du nord-est du Gabon et de
la République du Congo. Par ailleurs, les calculs d'indices de présence des animaux dans
certains endroits (excréments, empreintes de pattes, végétaux brisés par le passage des
animaux, présence de nids ..) ont révélé une hausse importante de la mortalité chez
certaines espéces animales juste avant et pendant les épidémies humaines. Les populations
de gorilles et de céphalophes auraient ainsi chuté de 50 % entre 2002 et 2003 dans le
sanctuaire de Lossi (320 km?) en République du Congo (Rouguet & al., 2005), celles de

chimpanzés de 88 % (Leroy & al., 2004a). Méme si ces résultats restent approximatifs dans la

40



Généralités

mesure ou l'on sait par exemple que la disparition d’un male adulte gorille dominant
provoque l'éclatement du groupe et que les individus dispersés sont alors difficiles a
recenser, ils suggerent fortement que le virus Ebola se manifesterait chez ces populations
animales sous la forme de gigantesques épidémies provoquant la mort de centaines voire
de milliers d’animaux en un laps de temps tres court. Ces résultats interpellent par ailleurs
sur le fait que le virus Ebola pourrait étre a I'origine d’un déclin brutal et rapide, difficile a
compenser, des populations animales dans les zones touchées par les épidémies d"Ebola.
Ces études récentes basées a la fois sur 1'observation de mortalités animales parallelement et
simultanément aux épidémies humaines, et a la fois sur la confirmation biologique au
laboratoire de l'infection Ebola des carcasses retrouvées prouvent et confirment ce que
d’autres études avaient suggéré quelques années auparavant dans d’autres endroits. Tout
d’abord, une équipe de primatologues ont relevé que les densités de populations de gorilles
et de chimpanzés avaient fortement chuté entre 1994 et 1998 dans le bloc forestier de
Minkebe au nord-est du Gabon pres de la frontiere avec le Cameroun (Huijbregts & al., 2003).
La survenue d’épidémies d’Ebola chez 'homme en 1995 et 1996 dans les mémes zones
(Mékouka et Mayibout) laisse supposer que ce dramatique déclin des populations de gorilles
et de chimpanzés dans cette région serait dit au virus Ebola. De méme, une autre étude
conduite dans la forét Tai en Cote d'Ivoire a montré la disparition de 11 membres d'un
groupe de 43 chimpanzés (soit 26% du groupe) dans le seul mois de novembre 1994
(Formenty & al., 1999). L’apparition du seul cas humain d’infection par cote d’ivoire Ebolavirus
et l'analyse positive par immunohistochimie de tissus provenant d'un cadavre de
chimpanzé, deux évenements survenus pendant la méme période et au méme endroit,
suggerent que la disparition d'une partie du groupe de chimpanzés serait également due au
virus Ebola.

La présence d’anticorps spécifiques anti-Ebola chez d’autres especes de singes (5 drills, 1
babouin, 1 mandrill et 1 cercopitheque) suggere que la circulation du virus pourrait étre
beaucoup plus complexe que le simple passage du réservoir aux gorilles et aux chimpanzés.
L’existence de plusieurs especes réservoirs et la possibilité que de nombreuses autres
especes animales soient sensibles au virus et susceptibles de participer a la propagation du

cycle naturel du virus dans la nature ne sont pas a exclure.
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III.2 Emergence du virus chez les animaux

La prise en compte des périodes et des localisations géographiques des différents épisodes
épidémiques survenus au Gabon et en République du Congo entre 1995 et 2003 semblent
montrer un déplacement des épidémies d’Ebola du nord-est du Gabon vers la République
du Congo. Cette évolution a fait émettre I'hypothése chez certains chercheurs que les
gorilles et les chimpanzés seraient victimes d'une seule et méme épidémie se propageant
depuis une dizaine d’années dans un mouvement nord-ouest / sud-est au sein des
populations animales (Walsh & al., 2003). Cette épidémie affecterait de maniere dramatique

les populations lors de son passage.

Fort de ces résultats et afin de comprendre les modes de contamination des grands singes,
nous avons amplifié puis séquencé systématiquement la partie codante de la GP (géne le
plus variable du génome du virus Ebola) a partir des échantillons prélevés chez toutes les
carcasses de gorilles et de chimpanzés. Ces études ont identifié une séquence virale
différente pour chacune des carcasses analysées (Leroy & al., 2004a).

Des séquences différentes ont été obtenues a partir des carcasses appartenant aux mémes
espéces (gorilles ou chimpanzés) découvertes au méme moment a plusieurs centaines de
metres les unes des autres. Précédemment, nous avons évoqué la grande stabilité génétique
du virus qui se manifeste par une absence totale de variation génétique au cours d’une
méme chaine épidémique, méme a la suite de nombreux passages de personnes en
personnes. Par analogie, la présence de nombreuses mutations entre les séquences obtenues
a partir des carcasses animales réfute '’hypothese dune contamination entre animaux de
méme espece qui supposerait au contraire une identité de séquences. La diversité génétique
des souches virales isolées a partir des cadavres indique donc que 1'infection des grands
singes résulterait de contaminations simultanées mais indépendantes les unes des autres a
partir des animaux réservoirs.

La différenciation des souches virales résulterait alors probablement d"une adaptation avec
I'hote naturel du virus qui serait subdivisé en de nombreuses sous-especes ou de nombreux
groupes génétiques différents. Par conséquent, les épidémies d"Ebola chez les grands singes
ne résulteraient pas de la propagation d'une seule épidémie d’individu a individu, mais
plutot de contaminations massives et simultanées de ces primates a partir de I'animal

réservoir a la faveur de conditions environnementales particulieres (les épidémies
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surviennent toujours au méme moment de 'année, pendant les périodes de transition entre
la saison seche et la saison des pluies). La contamination de I'homme s’effectue alors dans
un second temps, généralement au contact des cadavres animaux.

S’il apparait que les épidémies chez les primates surviennent principalement lors des
changements de saisons, on ne connait cependant pas exactement les conditions
environnementales requises pour leur émergence, ni quel est I'hote, réservoir naturel du
virus, qui contamine ces derniers. Les recherches sont en cours pour tenter de caractériser

ces parametres

II1.3 Travaux effectués sur la recherche du réservoir du virus Ebola

Le réservoir (hote naturel) du virus Ebola reste encore inconnu. Depuis la premiére
épidémie en 1976, de nombreuses études ont été initiées, aussi bien sur le terrain de
I"épidémie qu’au laboratoire, afin de pouvoir identifier 'animal, vertébré ou invertébré, qui
pourrait héberger de maniere asymptomatique le virus.

La premiere étude de terrain remonte a I'épidémie de Yambuku, en 1976 en République
Démocratique du Congo (RDC). Elle consistait a tenter d’infecter in vitro des lignées
cellulaires sensibles au virus Ebola, telles que les cellules épithéliales de reins de singes
(cellules véro). Pour cela, différents arthropodes capturés autour et dans les habitations des
malades, étaient regroupés, puis écrasés. Le milieu de suspension obtenu était ensuite
déposé sur des cellules véro. Des prélevements de sang étaient également effectués chez les
vertébrés capturés aux alentours des maisons et des villages, puis les cellules véro infectées
par le sérum apres centrifugation du sang total (Johnson & al., 1978). Aucun isolement viral
n‘a pu étre obtenu a partir des animaux capturés comprenant 818 punaises de lit, 1500
moustiques, 10 cochons domestiques, 1 vache, 7 chauves-souris, 123 rongeurs, 8 écureuils, 6
singes cercopitheques, et 2 petites antilopes. Une étude similaire, portant sur un échantillon
de 499 vertébrés, a pu étre effectuée au moment de 1'épidémie de 1976 au Soudan ; elle ne
fournit également que des résultats négatifs (Arata & al., 1977).

Apres le cas isolé d’infection par zaire Ebolavirus survenu a Tandala, RDC, en 1977 (Heymann
& al., 1980), d’'importantes investigations furent entreprises en 1979 dans une vaste région
du nord de la RDC englobant Tandala et Yambuku distants d’environ 300 Km. Cette étude,
réalisée entre juin et aott 1979, pendant la saison seéche, concerna une premiére région

centrée sur Yambuku s’étendant sur une superficie de 2800 km? et renfermant une
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population d’environ 50000 habitants, et une deuxieme région centrée sur Tandala définie
par une superficie de taille équivalente a la précédente et renfermant une population de
80000 habitants (Breman & al., 1999). La collection d’animaux capturés au cours de cette
étude comportait 267 primates, 463 chauves-souris, 661 rongeurs, 173 autres mammiferes,
67 oiseaux, et 33 reptiles et amphibiens. La non plus, aucun isolement viral n'a pu étre
obtenu.

Deux autres études de terrain furent réalisées en 1995 autour de Kikwit immédiatement
apres 'épidémie. Les captures de 2814 vertébrés (Leirs & al., 1999) et de 27843 arthropodes
(Reiter & al., 1999) se sont échelonnées respectivement sur 3 et 6 mois apres la fin de
I'épidémie. L'isolement viral fut tenté a partir des 2 catégories d’animaux, et les dosages
d’'IgG spécifiques pour zaire Ebolavirus ne furent pratiqués que chez les vertébrés. Aucune
réponse IgG ne fut détectée, et aucun isolement viral ne fut obtenu sur cellules véro. La
collection de vertébrés était notamment constituée de 1759 rongeurs, 539 chauves-souris,
114 insectivores, 184 oiseaux, 127 reptiles et amphibiens. Les arthropodes comprenaient
15118 moustiques, 124 phlébotomes, 6538 punaises de lit, 144 puces, 103 poux, et 5816
tiques.

Dans la forét Tai, Cote d'Ivoire, 1642 vertébrés (652 chauves-souris, 283 rongeurs, 398
insectivores, 27 singes et 282 oiseaux) ont été capturés puis autopsiés entre 1996 et 1997
(Formenty & al., 1999). Les organes ont été prélevés puis analysés par les mémes méthodes
que celles décrites précédemment. Excepté une sérologie Ebola positive mise en évidence
chez un singe colobe bai (Colobus badius), aucune réponse IgG ne fut détectée ni aucun
isolement viral sur lignées cellulaires ne fut obtenu.

Enfin, une derniere étude, au cours de laquelle 242 vertébrés (24 chiropteres, 163 rongeurs
et 56 insectivores) furent capturés, a été menée en République Centrafricaine (RCA) en 1998
(Morvan & al., 1999). Les analyses réalisées sur les organes prélevés ont permis cette fois-ci
d’amplifier des petites séquences génétiques du virus Ebola a partir d’organes de 6 souris
(Mus setulosus et Praomys sp) et d'une musaraigne (Sylvisorex ollula). Cependant, bien que
ces résultats constituent a 1'heure actuelle la seule preuve biologique d’indicateurs de
présence du virus chez des animaux sains, 'absence de réponse sérologique spécifique,
I'absence de particularité nucléotidique dans les séquences virales amplifiées, les échecs
d’isolement viral et la non reproductibilité des résultats ne permettent pas d’énoncer que
ces animaux suspects sont le réservoir du virus Ebola.
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Simultanément aux études de terrain, l'infection expérimentale de nombreuses especes
animales et végétales a été tentée (Turell & al., 1996) (Swanepoel & al., 1996). Entre autres,
nous pouvons citer différentes espéces de rongeurs (souris, mulots, rats, cochons d’inde ...),
de chiropteres (chauves-souris), d’oiseaux (pigeons essentiellement), de reptiles (tortues,
serpents, geckos, grenouilles), de mollusques (escargots essentiellement), d’arthropodes
(araignées, cafards, fourmis, mille-pattes, moustiques, papillons ...) et plus de 33 variétés de
plantes appartenant a 24 espéces différentes (tomates, concombres, blé, coton, lupin, mais,
tabac ...).

Les tentatives d’inoculation des rongeurs, oiseaux, reptiles, mollusques et végétaux se sont
toutes soldées par un échec. De méme, les tentatives d’inoculation d’arthropodes par voie
intra-thoracique avec zaire Ebolavirus ou reston Ebolavirus n’ont pu mettre en évidence une
quelconque réplication virale.

En revanche, certaines especes de chiropteres (du genre Epomophorus et Tadarida) ont
développé une virémie transitoire pendant pres de 4 semaines aprés inoculation par voie
intraveineuse. Cependant, compte tenu du manque de reproductibilité de ces expériences,
des conditions tres particulieres de I'infection (dose et voie d’inoculation etc.), ces résultats
ne permettent pas de retenir non plus les chauves-souris comme réservoir du virus Ebola.
Cependant, elles ouvrent des perspectives de recherche que les études ultérieures
pourraient explorer.

C’est pourquoi, malgré quelques résultats positifs, malheureusement fragmentaires et
partiels, donc non reproductibles, la problématique du réservoir du virus Ebola reste a
I'heure actuelle un probleme majeur de santé publique. Cette thése est une contribution a la

recherche du réservoir " hote naturel " du virus Ebola, afin de mieux comprendre les
modalités d’apparition, de transmission et de propagation des épidémies.

La connaissance du réservoir du virus Ebola constitue un intérét majeur pour la mise en
place des stratégies préventives, thérapeutiques et vaccinales pour lutter contre cette

terrible maladie.

45



Production scientifique

SCIENTIZI2UE



Production scientifique

I/ Introduction générale

Plusieurs pays des régions forestiéres équatoriales de 1’ Afrique sont touchés depuis pres de
trois décennies par des épidémies de fievre hémorragique a virus Ebola. Ce virus, a la forme
caractéristique de filament, posséde pour matériel génétique de ’ARN, et est subdivisé en
quatre especes dont trois sévissent en Afrique. L'infection de 1’homme par le virus Ebola
s’exprime globalement par un syndrome fiévreux aigu accompagné de troubles digestifs
graves et de signes hémorragiques divers et multiples. Cette maladie est une zoonose
transmise a 1’homme de maniere accidentelle et épisodique par contact direct avec un
animal infecté, et se manifeste le plus souvent sous la forme de flambées épidémiques tuant
entre 50% et 80% des personnes malades. Tres tot, de nombreuses études ont été initiées
dans le but d’élucider les modalités de circulation du virus dans son milieu naturel : Quel
est le réservoir du virus Ebola ? Quelles sont les différentes especes animales sensibles au
virus ? Quelles sont les conditions environnementales propices aux transmissions
interspécifiques ? Comment et aupres de quels animaux ’homme se contamine t-il ?

Autant de questions, auxquelles nous apportons des éléments de réponse, a travers les
différents articles présentés ci-dessous.

Les études de terrain et de laboratoire ont été effectuées selon la méthodologie décrite a la

page suivante.
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II/ Méthodologie

II.1 Etude de terrain

Au cours des années 2002 et 2003, nous avons effectué 3 missions de captures d’animaux
dans deux zones forestiéres touchées par les différentes épidémies a virus Ebola survenues
entre 2001 et 2004. Les captures d’animaux se sont effectuées dans un rayon d"une dizaine
de kilometres autour d’une carcasse de gorille infectée par le virus Ebola, se sont étendues
sur 3 semaines, et ont débuté seulement quelques jours apres la découverte de la carcasse
animale. Les conditions étaient donc réunies pour que les captures se déroulent au plus fort
de la circulation du virus dans son milieu naturel.

Les trois sites de capture choisi, le village Ekata situé a 75 kilomeétres de la ville de
Mékambo au nord-est du Gabon, le district de Mbomo (60 Km d’Olloba, village frontalier
entre le Gabon et le Congo Brazzaville) et le sanctuaire de Lossi (12 km de Mbomo), dans la
cuvette ouest du Congo Brazzaville, présentent une végétation constituée en majorité des
Marantaceae et Zingiberaceae. Le climat est de type équatorial, avec deux saisons séches
(Décembre a Février et Juin a Aott) et deux saisons de pluies (Mars a Mai et Septembre a
Novembire).

Les précipitations moyennes sont de 1'ordre de 1500 mm par an et la température moyenne
est de 24°C. L’humidité relative excede souvent 80%. Lorsque la présence d’une carcasse en
zone d’épidémie est établie, sa localisation précise est effectuée a partir du GPS (Global
Positioning System).

Nous avons eu recours aux filets pour capturer les oiseaux et les petits mammiferes volants
(chauves-souris), et aux pieges de type Shermann pour la capture des petits mammiferes
terrestres (souris, musaraigne etc.).

Au total, 1030 animaux ont été capturés, autopsiés et analysés. Les captures et les analyses
de laboratoire se sont échelonnées sur 4 années.

Apres notification de la date de capture en zone d’épidémie de chacune des especes
animales, un numéro d’identification a été attribué a chaque espece, par exemple CHAO001,
pour l'animal numéro 1, qui est une chauve-souris, SOU002, pour l'animal numéro 2, qui
est une souris, OIS004 pour 1’animal numéro 4, qui est un Oiseau etc. La famille, le genre et

I'espece ont été répertoriés pour chaque espece animale, ainsi, CHAO0O1, appartient a la
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tamille des Pteropodidae, au genre Epomops et a 1'espece franqueti. SOU002, appartient a la
famille des Muridae, au genre Praomys et a l'espece tullbergi. 11 en est de méme pour

Hypsignathus monstrosus, Alethe iademata, Lissonycteris angolensis etc (tableau I).

date  Numéro famillle genre espéce sexelocalisat type

03-févr-03 CHA001 Pteropodidae Epomops franqueti M | Lossi Mammifere

03-févr-03 SOU002 Muridae Praomys tulbergi F Lossi Rongeur
03-févr-03 CHAOO03 Pteropodidae Hypsignathus monstrosus M = Ekata Mammifere
03-févr-03 0I1S004 Turdidae Alethe lademata M | Mbomo  Oiseau
03-févr-03 SOU005 Pteropodidae Lissonycteris angolensis @M = Ekata Mammifére

Tableau I : Identification des petits mammiferes capturés en zone d’épidémie.

Une localisation fine de chaque animal capturé a été faite grace a l'utilisation du GPS
(Tableau II). Les données indiquant la longitude et la latitude ont permis de mieux affiner
cette localisation des animaux. Enfin, nous avons précisé I'ordre, selon qu’il s’agisse d'un

mammifére, d'un oiseau, d"un rongeur etc. (tableau II).

GPS N : 00'40+/-2 E : 14'15+/-2

longitude latitude
Numeéro lieu deg N min sec degE min sec type
CHAO001 Lossi 0 40 31 14 17 36 Mammi
SOuU002 Lossi 0 41 20 14 17 33 rongeur
CHAO003 Ekata 0 40 31 14 15 29 Mammi
0OI1S004 Mbomo 0 41 31 14 17 26 Oiseau
SOU005 Ekata 0 41 22 14 15 28 Mammi

Tableau II : Données GPS obtenues pour chaque espéece animale.

II.2 Etude au laboratoire
Les échantillons biologiques (sérums et parties d’organes) provenant des zones

épidémiques sont transférés dans leur totalité au laboratoire de sécurité maximale (niveau 4
ou P4).

Les sérums sont utilisés pour la recherche d’antigenes et d’anticorps spécifiques du virus
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Ebola. Les broyats d’organes d’animaux (foie et rate en particulier) sont utilisés pour
extraire I’ARN viral nécessaire a 'amplification par PCR des séquences spécifiques du virus
Ebola a partir d’amorces dégénérées. Plusieurs autres analyses sont également effectuées a
partir des broyats d'organes de chauves-souris, notamment les études
immunohistochimiques et les tentatives d’isolement viral. Les fragments amplifiés trouvés
positifs sont ensuite extraits puis séquencé. Un arbre phylogénétique est enfin constitué afin
de comparer les séquences obtenues a partir d’organes de chauves-souris aux séquences de
Zaire Ebolavirus, espece qui prédomine au cours des épidémies apparues au Gabon et en

République du Congo.

ITI/ Résultats

Les résultats obtenus a l'issu des études de terrain et de laboratoire, sont contenus dans les

articles présentés et commentés ci-dessous, selon la chronologie:
ITI.1 Surveillance des mortalités animales (Article 1)
II1.2 Diffusion de la maladie Ebola chez les especes sensibles (Article 2)

IIL.3 La place du chien dans la transmission et la propagation des épidémies a virus

Ebola ? (Article 3)

II1.4 L’histoire naturelle du virus Ebola (Article 4)

IIL.5 La chauve-souris frugivore : potentiel candidat "réservoir du virus

Ebola " (Article 5)
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IT1.1 Surveillance des mortalités animales

ARTICLE1:

Rouquet P., Froment ].M., Bermejo M., Kilbourne A., Karesh W., Kumulungui
B., Yaba P., Délicat A., Rollin P.E., Leroy E.M. (2005).

Wild Animal Mortality Monitoring and Human Ebola Outbreaks, Gabon and
Republic of Congo, 2001-2003. Emerg. Inf. Dis., 11: 283-290.

Voir article joint séparément
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RESUME

N

Au cours des épidémies humaines et animales de fievres hémorragiques virales a virus
Ebola apparues entre 2001 et 2003 au Gabon et en République du Congo, nous avons mis en
place un réseau de surveillance des mortalités animales en collaboration avec les Ministéres
Gabonais et Congpolais de la Santé, et ceux des Eaux et Foréts ainsi qu’avec le WWF (World
Wildlife Fund), le WCS (Wildlife Conservation Society) et ECOFAC (Ecosystemes Forestiers
d’Afrique Centrale).

A chaque découverte de carcasse animale, notre équipe s’est déplacée pour effectuer des
prélevements pour que soient réalisées des analyses biologiques. C’est ainsi qu’au cours des
épidémies d’aotit 2001 a juin 2003, plusieurs carcasses d’animaux ont été retrouvées dans
deux sites, 'un a Ekata, village situé a une soixantaine de kilometre de Mékambo, chef lieu
du département de la Zadié dans la province de 'Ogooué Ivindo (Gabon) et I'autre dans la
cuvette Ouest de la République du Congo, notamment au district de Mbomo et dans le
sanctuaire de Lossi, ou la population de primates (Gorilles, Chimpanzés et Céphalophes)
aurait baissé de presque 50% entre 2002 et 2003.

Apreés analyse de 21 carcasses de primates au laboratoire, 14 carcasses dont 10 gorilles, 3
chimpanzés et 1 céphalophe, ont été trouvées PCR positives pour le virus Ebola. Ces
résultats indiquent dans un premier temps que la plupart des épidémies humaines
correlent avec une forte mortalité animale, et que 'homme est contaminé en manipulant des
cadavres animaux, les grands singes en particulier.

Ces résultats interpellent en outre la communauté nationale et internationale sur
'observation selon laquelle une détection rapide des causes de mortalité permettrait de
mettre en place des mesures préventives a 1'égard des populations humaines dans le but de

limiter I’ampleur des épidémies chez '’homme, voire d’éviter leurs apparitions.
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III.2 Diffusion de la maladie Ebola chez les especes
sensibles.

ARTICLE 2

Leroy E.M., Telfer P., Kumulungui B., Yaba P., Rouquet P., Roques P,
Gonzalez J.P., Ksiazek T.G., Rollin P.E., Nerrienet E. (2004)

A Serological Survey of Ebola Virus Infection in Central African Non-human
primates. J. Infect. Dis., 190: 1895-1899.

voir article joint séparément
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RESUME

Entre 1985 et 2000, une enquéte sérologique menée sur 790 prélevements issus d'une
vingtaine d’espeéces de primates du Cameroun, du Gabon et de la République du Congo, a
montré que 12,9% des chimpanzés sauvages du Cameroun, du Gabon et de la République
du Congo possedent des IgG anti-Ebola, certains des échantillons positifs datant d’avant les
premieres épidémies dans ces régions. Ces résultats suggerent que ces animaux sont
régulierement en contact avec l'animal réservoir du virus, que certains d’entre eux
développent des infections non létales et que le virus Ebola est vraisemblablement présent
depuis trés longtemps dans le bloc forestier d’Afrique centrale. La présence d’anticorps
spécifique anti-Ebola chez d’autres espéeces de singes (5 drills, 1 babouin, 1 mandrill et 1
cercopitheque) suggere que la circulation du virus pourrait étre beaucoup plus complexe
que le simple passage du réservoir aux gorilles et aux chimpanzés.

Ces résultats obtenus a partir des carcasses animales montrent également que les grands
singes des foréts d’Afrique centrale sont particulierement exposés au virus Ebola.
L’existence de plusieurs especes réservoirs et la possibilité que de nombreuses autres
espéces animales soient sensibles au virus et susceptibles de participer a la propagation du

cycle naturel du virus dans la nature ne sont pas a exclure.
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II1.3 La place du Chien dans la transmission et la propagation des épidémies a virus
Ebola

ARTICLE 3

Allela L., Boury O., Pouillot R., Delicat A., Yaba P., Kumulungui B., Rouquet P., Gonzalez
J.P., Leroy E.M. (2005).

Ebola Virus Antibody Prevalence in Dogs and Human Risk, Emerg. Infect. Dis., 11 : 385-390.

Voir article joint séparément

55



Production scientifique

RESUME

Au cours des épidémies survenues au Gabon et en République du Congo en 2001 et 2002,
plusieurs chiens ont été observés en train de consommer des restes d’animaux infectés par
le virus Ebola, sans présenter de signes cliniques visibles. Afin de vérifier si les chiens ont
bien été en contact avec le virus, nous avons recherché la présence d’anticorps spécifiques
du virus Ebola dans leur sang. Le pourcentage de chiens porteurs de tels anticorps est
apparu croitre de maniere linéaire et significative a mesure que I'on s “approche des foyers
épidémiques: de 9% dans les deux grandes villes du Gabon (Libreville et Port-Gentil), pour
atteindre 32% dans les villages (Ekata) ou des cas humains ont pu étre imputés a une source
de contamination animale. Les chiens pourraient donc étre infectés par le virus Ebola, et
peut étre aussi excrété du virus pendant un temps donné, devenant de fait une source
potentielle d’infection pour 'homme. Ceci pourrait expliquer certaines contaminations
humaines non élucidées. Il apparait donc aujourd’hui nécessaire de prendre en compte ce

risque dans les mesures de lutte contre les épidémies.
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II1.4 L’histoire naturelle du virus Ebola

ARTICLE 4

Pourrut X., Kumulungui B., Wittmann T., Moussavou G., Délicat A., Yaba P., Nkoghe D.,
Gonzalez ]J.P., Leroy E.M. (2005).

The natural history of Ebola virus in Africa. Microbes Infect., 7: 1005-1014.

Voir article joint séparément
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RESUME

Depuis la découverte du virus Ebola en 1976, 13 flambées épidémiques (9 dues a Ebola zaire
et 4 a Ebola soudan) et 2 cas isolés (1 dG a Ebola zaire et 'autre a Ebola cote d’ivoire) ont affecté
le continent africain en 3 périodes distinctes : 3 flambées entre 1976 et 1979, 4 entre 1994 et
1997 et 6 entre 2000 et 2004. Au total, le virus Ebola est responsable d’environ 1850 malades
dont pres de 1300 déces

Cet article fait le point sur I’ensemble des connaissances disponibles a 'heure actuelle sur
'histoire naturelle du virus Ebola en Afrique. Bien que quelques zones d’ombre persistent
encore, il met particulierement en lumiére les avancées importantes qui ont été réalisées ces
dernieres années sur les modalités de circulation du virus dans son milieu naturel. Malgré
une apparente disparité géographique des épidémies et une diversité génétique évidente
entre les 3 especes "africaines", le virus Ebola évolue et sévit au sein d"une entité écologique
homogene représenté globalement par le bloc forestier des zones équatoriales de I’ Afrique.
Certes, le réservoir du virus n’est pas encore identifié. Mais, les étapes qui conduisent a
I'apparition des épidémies chez I'homme a partir du réservoir sont globalement élucidées.
Plusieurs especes animales comme les grands singes sont naturellement infectées par le
virus et contractent vraisemblablement le virus directement a partir du réservoir. Ces
animaux intermédiaires développent la maladie, puis décedent pour la plupart d’entre eux.
Morts, ils constituent autant de sources potentielles de contamination pour I’homme qui,
contaminé lors d'un contact, diffuse a son tour la maladie dans son écosysteme. Ces
animaux accidentellement infectés participent ainsi a la diffusion du virus dans d’autres
niches écologiques liées a leurs milieu et mode de vie spécifiques a chacun d’entre eux.
Cependant, la multiplicité des especes animales permissives au virus, la diversité de
sensibilité de ces espéces au virus ainsi que la grande disparité dans les modes de vie de ces
especes animales témoignent de la complexité potentielle du (ou des) cycle(s) de
transmission du virus Ebola au sein de son milieu naturel.

La connaissance du réservoir et du cycle naturel du virus permettra sans doute de
concevoir puis de mettre en place des stratégies adaptatives de prévention des épidémies
chez 'homme ainsi que des stratégies visant a diminuer 1'incidence du virus sur certaines
especes animales telles que les grands singes dont les populations sauvages se trouvent tres
sérieusement menacées dans les régions endémiques.
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III.5 La chauve-souris frugivore : potentiel candidat réservoir du virus Ebola

ARTICLE 5

Leroy E.M., Kumulungui B., Pourrut X., Rouquet P., Hassanin A., Yaba P., Délicat A.,
Paweska ]J.T., Gonzalez].P., Swanepoel R. (2005)

Fruit bats as reservoirs of Ebola virus. Nature. 2005 ; 438: 575-576.

Voir article joint séparément
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RESUME

Nous avons effectué entre 2001 et 2003, des captures d’animaux en zones forestieres
touchées par les différentes épidémies a virus Ebola, survenues dans la cuvette Ouest de la
République du Congo. Au total, 1030 animaux ont été capturés, autopsiés puis analysés.
Des analyses effectuées en sérologie et en biologie moléculaire, il ressort que trois especes
de chauves-souris frugivores ont présenté des anticorps de type IgG anti-Ebola et certaines
d’entre elles ont présentées des marqueurs d’infections Ebola dans leurs organes,
notamment au niveau du foie et de la rate, deux organes intervenant dans la
physiopathologie du virus. Il s’agit de Hypsignathus monstrosus, Epomops franqueti et
Moyonicteris torquata.

Le séquencage des fragments amplifiés a confirmé la spécificité des séquences. L’analyse
phylogénétique de ces séquences par les méthodes bayésienne et maximum de parcimonie
montre 'appartenance de ces séquences a I'espece zaire du virus Ebola. Ces trois especes de
chauves souris sont donc des porteurs asymptomatiques du virus Ebola.

Nous présentons dans cet article, pour la premiere fois, la chauve-souris frugivore comme
un potentiel candidat " réservoir " du virus Ebola.

Nous confortons cette hypothese des chauves-souris comme réservoir des virus Ebola et
probablement Marburg, en prenant pour exemple plusieurs virus appartenant a des
familles génétiquement proches des Filoviridae, telles que les Paramyxoviridae et les
Rhabdoviridae, ayant pour réservoir des chauves-souris, comme le virus de la rage, le virus
de Hendra ou le virus Nipah.

L’identification récente des chauves-souris en tant que réservoirs du virus Ebola permettra
de concevoir puis de mettre en place des stratégies adaptatives de prévention des épidémies
chez 'homme ainsi que des stratégies visant a diminuer 1'incidence du virus sur certaines
espéces animales telles que les grands singes dont les populations sauvages se trouvent tres

sérieusement menacés dans les régions endémiques.
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IV/ Discussion

IV.1 Surveillance des mortalités animales.

Entre 2001 et 2003, de nombreux animaux morts ont été retrouvés dans les foréts des
régions touchées par les épidémies a virus Ebola. Au total, 50 carcasses de gorilles, 15
carcasses de chimpanzés et 14 carcasses de céphalophes ont été retrouvées dans la zone
épidémique du Gabon et de la République du Congo (Leroy & al., 2004a).

Ces carcasses étaient toutes dans un état de décomposition tel que seuls des échantillons de
muscle, de peau, ou voire des os ont pu étre prélevés.

En fonction de leur état de décomposition, 22 carcasses ont été découvertes, prélevées puis
analysées dans notre laboratoire entre 2001 et 2003. Sur les 22 carcasses analysées, 10
animaux (6 gorilles, 3 chimpanzés et 1 céphalophe) ont été diagnostiqués positifs pour
l'infection Ebola, ce qui indique que ces trois espéces animales sont naturellement infectées
par le virus Ebola et qu’elles développent dans la plupart des cas une infection létale
(Rouquet & al., 2005). Ces résultats confirment les observations faites chez différents singes
pour qui l'infection expérimentale par le virus Ebola conduit a une infection mortelle.
Cependant, la rapidité et la gravité de la maladie lors des infections expérimentales
dépendent de la dose et de la voie d’entrée du virus ainsi que de I'espéce virale.

Ces résultats obtenus a partir des carcasses animales montrent que les grands singes des
foréts d”Afrique centrale sont particulierement exposés au virus Ebola.

Une fois infectés, ces animaux intermédiaires développent la maladie, puis décedent
rapidement pour la majorité d’entre eux. Morts, ils constituent alors des sources potentielles
de contamination pour I’homme qui diffuse ensuite la maladie a ses proches.

Au cours de nos travaux, nous avons montré pour la premiere fois que les épidémies
humaines qui ont récemment touché le Gabon et la République du Congo correlent avec
une forte mortalité animale, principalement les gorilles, les chimpanzés et les céphalophes
(Rouquet & al., 2005).

La découverte de cadavres de ces trois especes infectées par le virus Ebola suggere
fortement une implication prépondérante de ce virus dans ces mortalités.

Sachant qu'une carcasse disparait complétement en moins de trois semaines en forét
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tropicale, et que ces carcasses ont été découvertes a moins de 3-4 heures de marche des
villages pour la plupart d’entre elles, on peut estimer que plusieurs centaines voire milliers
d’animaux ont péri pendant ces deux années dans toute cette région frontaliere du nord-est
du Gabon et de la République du Congo. Par ailleurs, les calculs d’indices de présence des
animaux dans certains endroits (excréments, empreintes de pattes, végétaux brisés par le
passage des animaux, présence de nids ...) ont révélé une hausse importante de la mortalité
chez certaines especes animales juste avant et pendant les épidémies humaines. Les
populations de gorilles et de céphalophes auraient ainsi chuté de 50 % entre 2002 et 2003
dans le sanctuaire de Lossi (320 km?) en République du Congo, celles de chimpanzés de 88
% (Leroy & al., 2004a). Méme si ces résultats restent approximatifs dans la mesure ou 1'on
sait par exemple que la disparition d'un male adulte gorille dominant provoque
I'éclatement du groupe et que les individus dispersés sont alors difficiles a recenser, ils
suggerent fortement que le virus Ebola se manifesterait chez ces populations animales sous
la forme de gigantesques épidémies provoquant la mort de centaines voire de milliers
d’animaux en un laps de temps tres court. Ces résultats interpellent par ailleurs sur le fait
que le virus Ebola pourrait étre a l'origine d'un déclin brutal et rapide, difficile a
compenser, des populations animales dans les zones touchées par les épidémies d"Ebola.

Ces études récentes basées a la fois sur 1'observation de mortalités animales parallelement et
simultanément aux épidémies humaines, et a la fois sur la confirmation biologique au
laboratoire de l'infection Ebola des carcasses retrouvées prouvent et confirment ce que
d’autres études avaient suggéré quelques années auparavant dans d’autres endroits. Tout
d’abord, une équipe de primatologues ont relevé que les densités de populations de gorilles
et de chimpanzés avaient fortement chuté entre 1994 et 1998 dans le bloc forestier de
Minkebe au nord-est du Gabon pres de la frontiere avec le Cameroun (Huijbregts & al., 2003).
La survenue d’épidémies d’Ebola chez 'homme en 1995 et 1996 dans les mémes zones
(Mékouka et Mayibout) laisse supposer que ce dramatique déclin des populations de gorilles
et de chimpanzés dans cette région serait dit au virus Ebola. De méme, une autre étude
conduite dans la forét Tai en Cote d'Ivoire a montré la disparition de 11 membres d'un
groupe de 43 chimpanzés (soit 26% du groupe) dans le seul mois de novembre 1994
(Formenty & al., 1999). L’apparition du seul cas humain d’infection par cote d’ivoire Ebolavirus
et l'analyse positive par immunohistochimie de tissus provenant d'un cadavre de
chimpanzé, deux évenements survenus pendant la méme période et au méme endroit,
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suggerent que la disparition d'une partie du groupe de chimpanzés serait également due au
virus Ebola.
Ces résultats, nous amene a interpeller les populations vivant en zone d’épidémie sur les

risques qu’elles encourent en manipulant tout animal trouvé mort dans la forét.

IV.2 Diffusion de la maladie Ebola chez les espéeces sensibles

Nous avons montré a 1'issu d'une enquéte sérologique menée sur plusieurs prélevements
issus d'une vingtaine d’espéces de primates du Cameroun, du Gabon et de la République
du Congo que 12,9 % de chimpanzés possedent des IgG anti-Ebola (Leroy & al., 2004b).
Certains de ces échantillons trouvés positifs avaient été prélevés avant les premieres
épidémies dans ces régions. Ces résultats montrent que ces primates sont régulierement en
contact avec 'animal réservoir du virus, que certains d’entre eux développent des infections
non létales et que le virus Ebola est vraisemblablement présent depuis trés longtemps dans
le bloc forestier d’Afrique centrale. La présence d’anticorps spécifiques anti-Ebola chez
d’autres especes de singes (5 drills, 1 babouin, 1 mandrill et 1 cercopithéque), suggere que la
circulation du virus pourrait étre beaucoup plus complexe que le simple passage du
réservoir aux gorilles et aux chimpanzés. L’existence de plusieurs especes réservoirs et la
possibilité que de nombreuses autres especes animales soient sensibles au virus et
susceptibles de participer a la propagation du cycle naturel du virus dans la nature ne sont

donc pas a exclure.

En prenant en compte les périodes et les localisations géographiques des différents épisodes
épidémiques survenus au Gabon et en République du Congo entre 1995 et 2003, nous
observons un déplacement des épidémies d’Ebola du nord-est du Gabon vers la République
du Congo. Cette évolution a fait émettre 'hypothese chez certains chercheurs que les
gorilles et les chimpanzés seraient victimes d"une seule et méme épidémie se propageant
depuis une dizaine d’années dans un mouvement nord-ouest / sud-est au sein des
populations animales (Walsh & al., 2003). Cette épidémie affecterait de maniere dramatique
les populations lors de son passage.

Le virus Ebola est un virus a ARN génétiquement tres stable. A titre d’exemple, les taux de
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mutations entre les souches Booué 96 (Gabon) et Zaire 76 ne sont que de 1,7% pour la
glycoprotéine membranaire (GP), 1,3% pour la nucléoprotéine (NP), 1,2% pour la protéine
virale de structure de 40 KDa (VP40) et 0,9% pour la protéine virale de structure de 24 KDa
(VP24), alors que ces souches ont été isolées a plus de 1000 Km et 20 années de distance
(Leroy & al., 2002a). Des différences similaires ont été retrouvées entre les génes des souches
des épidémies de 2001-2003, de la souche Mékouka 94 (Gabon) et de la souche Zaire 76 (Leroy
& al., 2004a). De méme, le séquencage de la partie la plus variable de la GP, portant sur 249
nucléotides, ne montra aucune mutation entre 9 patients (5 convalescents et 4 décédés)
prélevés lors de 1'épidémie de Kikwit au Zaire (RDC) en 1995 (Rodriguez & al., 1999).

Fort de ces résultats et afin de comprendre les modes de contamination des grands singes,
nous avons amplifié puis séquencé systématiquement la partie codante de la glycoprotéine
membranaire (GP), qui est le gene le plus variable du génome du virus Ebola a partir des
échantillons prélevés chez toutes les carcasses de gorilles et de chimpanzés. Ces études ont
identifié une séquence virale différente pour chacune des carcasses analysées (Leroy & al.,
2004a). Des séquences différentes ont été obtenues a partir des carcasses appartenant aux
mémes especes (gorilles ou chimpanzés) découvertes au méme moment a plusieurs
centaines de metres les unes des autres. Précédemment, nous avons évoqué la grande
stabilité génétique du virus qui se manifeste par une absence totale de variation génétique
au cours d'une méme chaine épidémique, méme a la suite de nombreux passages de
personnes en personnes. Par analogie, la présence de nombreuses mutations entre les
séquences obtenues a partir des carcasses animales réfute ’hypothese d’une contamination
entre animaux de méme espece qui supposerait au contraire une identité de séquences. La
diversité génétique des souches virales isolées a partir des cadavres indique donc que
I'infection des grands singes résulterait de contaminations simultanées mais indépendantes
les unes des autres a partir des animaux réservoirs. La différenciation des souches virales
résulterait alors probablement d’une adaptation avec 1'hdte naturel du virus qui serait
subdivisé en de nombreuses sous-espéces ou de nombreux groupes génétiques différents.
Par conséquent, les épidémies d’Ebola chez les grands singes ne résulteraient pas de la
propagation d’'une seule épidémie d’individu a individu, mais plutdét de contaminations
massives et simultanées de ces primates a partir de 'animal réservoir a la faveur de
conditions environnementales particulieres (les épidémies surviennent toujours au méme

moment de I'année, pendant les périodes de transition entre la saison seche et la saison des
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pluies). La contamination de I'homme s’effectue alors dans un second temps, généralement
au contact des cadavres animaux.

S’il apparait que les épidémies chez les primates surviennent principalement lors des
changements de saisons, on aimerait connaitre cependant les conditions environnementales
requises pour leur émergence, de méme que l'animal réservoir naturel du virus, qui

contaminerait ces derniers.

IV.3 La place du chien dans la transmission et la propagation des épidémies Ebola ?

Au cours des derniéres épidémies survenues au Gabon et en République du Congo,
plusieurs chiens ont été observés en train de consommer des restes d’animaux infectés par
le virus Ebola, sans présenter de signes cliniques visibles. Afin de vérifier si les chiens ont
bien été en contact avec le virus, avons recherché la présence d’anticorps spécifiques du
virus Ebola dans leur sang.

Des résultats préliminaires ont montré que 4 sur 5 chiens prélevés dans le village de
Mayibout, touché par une épidémie d’Ebola en 1996, possédaient des taux élevés
d’anticorps anti-Ebola. Une étude sérologique de grande envergure a donc été effectuée
entre mai et aotit 2003 dans le département de la Zadié, zone touchée par 1'épidémie
d’Ebola ayant sévi au Gabon en 2001-2002. Sur un total de 439 chiens prélevés puis
analysés, le pourcentage de chiens porteurs d’anticorps anti-Ebola est apparu croitre de
maniere linéaire et significative & mesure que 1'on s “approche des foyers épidémiques.

De 9% dans les deux grandes villes du Gabon (Libreville et Port-Gentil), pour atteindre 32%
dans les villages (Ekata) ot des cas humains ont pu étre imputés a une source de
contamination animale. Les chiens pourraient donc étre infectés par le virus Ebola, et peut
étre aussi excrétés du virus pendant un temps donné, devenant de fait une source
potentielle d’infection pour I'homme. Ceci pourrait expliquer certaines contaminations
humaines non élucidées. Il apparait donc aujourd’hui nécessaire de prendre en compte ce

risque dans les mesures de lutte contre les épidémies.

IV .4 L’histoire naturelle du virus Ebola

Les travaux de recherche que nous avons effectué dans le cadre de la préparation de cette
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these, sont une contribution a la compréhension de I'histoire naturelle du virus Ebola en
région tropicale.

L’histoire naturelle du virus Ebola comprend l'identification du réservoir naturel du virus,
la circulation du virus au sein de son hote naturel, le passage du virus de celui-ci a des
espéces animales intermédiaires et sensibles au virus (c’est-a-dire développant une infection
mortelle) et enfin la contamination de 'homme a partir de I'hote naturel ou a partir des
especes intermédiaires.

Depuis la découverte du virus Ebola en 1976, 13 flambées épidémiques ont affecté le
continent africain en 3 périodes distinctes (3 flambées entre 1976 et 1979, 4 entre 1994 et 1997
et 6 entre 2000 et 2004).

Cette description montre une tendance a une spécificité régionale des especes du virus
Ebola : céte d’Tvoire Ebolavirus en Afrique de I'ouest ; soudan Ebolavirus en Afrique de l'est et
zaire Ebolavirus en Afrique centrale.

Cependant, malgré cette relative spécificité géographique, le contexte écologique des

" africaines " du virus Ebola est relativement

épidémies humaines dues aux espéces
homogene et englobe diverses régions forestieres situées autour de 1'équateur. Ces régions
possedent des caractéristiques écologiques et climatiques similaires : La végétation y est
dense, et le climat de type tropical, chaud et humide comprenant deux pics de
précipitations séparés par deux saisons seches.
Au total, le virus Ebola est responsable d’environ 1850 malades dont pres de 1300 déces,
soit une létalité de 70%, correspondant au pourcentage de mortalité de I'espéce Ebola-Zaire,
qui sévit de facon endémique au Gabon et en République du Congo. Face a ce fort taux de
mortalité, il devient plus que nécessaire aux responsables de la politique en matiere de
Santé Publique des pays touchés par des épidémies a virus Ebola, de prendre toutes les
dispositions nécessaires afin de controler les risques d’apparition et de propagation des
épidémies.

Nos travaux montrent que contrairement aux épidémies antérieures, la contamination de

I'homme, lors des épidémies de 2001 a 2005, est survenue suite a la manipulation de

carcasses infectées de Gorilles, Chimpanzés et de Céphalophes.
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IV.5 La chauve souris frugivore: potentiel candidat " réservoir du virus Ebola " ?

Nous avons effectué entre 2001 et 2003, des captures d’animaux en zones forestieres
touchées par les différentes épidémies survenues entre 2001 et 2005. Ces captures
d’animaux se sont effectuées dans un rayon d’'une dizaine de kilomeétres autour d’une
carcasse de gorille infectée par le virus Ebola, elles se sont étendues sur 3 semaines, et ont
débuté seulement quelques jours apres la découverte de la carcasse animale. Les conditions
étaient donc réunies pour que les captures se déroulent au plus fort de la circulation du
virus dans son milieu naturel.

Au total, 1030 animaux ont été capturés, autopsiés puis analysés. Les captures et les
analyses se sont échelonnées sur 4 années.

Des analyses effectuées en sérologie et en biologie moléculaire, il ressort que trois espéeces
de chauves-souris frugivores ont présenté des anticorps de type IgG anti-Ebola et certaines
d’entre elles ont présentées des marqueurs d’infections Ebola dans leurs organes,
notamment au niveau du foie et de la rate, deux organes intervenant dans la
physiopathologie du virus. Il s’agit de Hypsignathus monstrosus, Epomops franqueti et
Moyonicteris torquata .

Le séquencage des fragments amplifiés a confirmé la spécificité des séquences. L’analyse
phylogénétique de ces séquences par les méthodes bayésienne et maximum de parcimonie
montre "appartenance de ces séquences a l'espece zaire du virus Ebola. Ces trois especes de
chauves souris sont donc des porteurs asymptomatiques du virus Ebola.

Les enquétes épidémiologiques menées sur le terrain ont montré que les mortalités des
grands singes dues au virus Ebola surviennent principalement pendant les périodes de
transition entre les saisons séches et les saisons humides, 8 un moment de 'année ou les
ressources alimentaires se raréfient. L’appauvrissement en ressources alimentaires
favoriserait la consommation de mémes fruits au méme moment par différentes especes
animales au régime alimentaire de type frugivore telles que les chauves-souris et les grands
singes. Ces rassemblements augmenteraient alors la probabilité de contact entre ces deux
especes. De plus, un certain nombre d’événements comportementaux et physiologiques se
produisent chez les espéeces de chauves-souris incriminées pendant cette période tels que
I'appauvrissement alimentaire, les compétitions intra spécifiques entre males, et les mises
bas groupées des femelles. Ces évenements participeraient a modifier la nature et le niveau

des réponses immunitaires, propices a la reprise de la réplication virale dans les organes
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N

cibles voire a l'apparition de virus dans la circulation sanguine. La contamination des
grands singes interviendrait alors a la faveur de contacts directs avec le sang et/ou les tissus
placentaires des femelles chauves-souris au moment de la parturition.

L’identification récente des chauves-souris en tant que réservoirs du virus Ebola permettra
de concevoir puis de mettre en place des stratégies adaptatives de prévention des épidémies
chez 'homme ainsi que des stratégies visant a diminuer 1'incidence du virus sur certaines
espéces animales telles que les grands singes dont les populations sauvages se trouvent tres

sérieusement menacées dans les régions endémiques.

70



Conclusion

71



Conclusion

Nous avons présenté dans cette thése 1'ensemble des connaissances acquises a 'heure
actuelle sur l'histoire naturelle du virus Ebola en Afrique équatoriale. Bien que quelques
zones d’ombre persistent encore, notre étude met particulierement en lumieére les avancées
importantes qui ont été réalisées ces dernieres années sur les modalités de circulation du
virus dans son milieu naturel. Malgré une apparente disparité géographique des épidémies
et une diversité génétique évidente entre les 3 especes "africaines", le virus Ebola évolue et
sévit au sein d’une entité écologique homogene représenté globalement par le bloc forestier
des zones équatoriales de I’ Afrique. Bien que, le réservoir du virus Ebola ne soit pas encore
totalement identifié, nous avons pour la premiere fois présenté la chauve-souris frugivore
comme un candidat potentiel " réservoir " du virus Ebola. Nous confortons cette hypotheése
des chauves-souris comme réservoir des virus Ebola, en prenant pour exemple plusieurs
virus appartenant a des familles génétiquement proches des Filoviridae, telles que les
Paramyxoviridae et les Rhabdoviridae, qui ont pour réservoir des chauves-souris, I'exemple du
virus de la rage (Amengual & al., 1997), du virus de Hendra (Halpin & al., 2000) ou du virus
Nipah (Johara & al., 2001).

L’identification des chauves-souris frugivores comme candidat potentiel " réservoir " du
virus Ebola, permettra d’explorer les mécanismes immunologiques de cet " hote réservoir
asymptomatique et ce, dans le but de mettre en place des stratégies thérapeutiques et
vaccinales afin de lutter contre cette terrible maladie.

Les étapes qui conduisent a 'apparition des épidémies chez 'homme a partir du réservoir
sont globalement élucidées. Plusieurs especes animales comme les grands singes sont
naturellement infectées par le virus et contractent vraisemblablement le virus directement a
partir du réservoir. Ces animaux intermédiaires développent la maladie, puis décedent
pour la plupart d’entre eux. Morts, ils constituent autant de sources potentielles de
contamination pour ’homme qui, une fois contaminé lors d’un contact, propage a son tour
la maladie dans son écosysteme. Ces animaux accidentellement infectés participent ainsi a
la diffusion du virus dans d’autres niches écologiques liées a leurs milieu et mode de vie
spécifiques a chacun d’entre eux. Cependant, la multiplicité des especes animales
permissives au virus, la diversité de sensibilité de ces especes au virus ainsi que la grande
disparité dans les modes de vie de ces espéces animales témoignent de la complexité
potentielle du (ou des) cycle(s) de transmission du virus Ebola au sein de son milieu
naturel.
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La connaissance du réservoir et du cycle naturel du virus permettra sans doute de
concevoir puis de mettre en place des stratégies adaptatives de prévention des épidémies
chez 'homme ainsi que des stratégies visant a diminuer 1'incidence du virus sur certaines
especes animales telles que les grands singes dont les populations sauvages se trouvent tres

sérieusement menacées dans les régions endémiques.
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