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INTRODUCTION

En 1967, la communauté scientifique découvre un virus d’un genre nouveau, le virus
Marburg, qui du fait de sa forme caracteéristique filamenteuse au microscope électronique sera
nomme Filovirus [1]. Quelques années plus tard, un virus plus virulent vient s’additionner a
cette famille des Filovirus, le virus Ebola, qui est a ’origine d’épidémies meurtriéres en
Afrique Centrale, avec un taux de létalité atteignant 90% pour certaines épidémies. En effet,
ces deux genres viraux entrainent des fievres hémorragiques chez I’homme et le primate, avec
comme principaux signes de gravité, des hémorragies séveres puis une défaillance

multiviscérale conduisant dans de nombreux cas au déces [2,3].

Mis & part I’épidémie chez des macaques crabiers a Reston aux Etats Unis, causée par une
souche d’Ebola d’origine asiatique non virulente chez ’homme [4], les épidémies humaines
concernent I’Afrique. Jusqu’a 1’épidémie de 2014-2015 en Afrique de 1’Ouest, les Filovirus
étaient une des rares familles de virus pour laquelle nous avions une profonde ignorance. De
nombreuses études récentes ont permis d’approfondir nos connaissances en maticre
d’immunologie et de virologie afin de comprendre la pathogénése du virus Ebola.
Récemment, le réservoir du virus a été identifié comme étant les chauves-souris frugivores
vivant dans les foréts africaines [5]. Ces dernieres contaminent ensuite des petits animaux de
brousse ou des singes, hotes intermédiaires ou accidentels, qui auront un rdle de vecteur de la
maladie & ’homme, mais la transmission directe de la chauve-souris a I’homme est possible

[6]. L’épidémie s’étendra ensuite par transmission interhumaine.

La gravité de I’infection s’explique par la capacité du virus a paralyser de maniere précoce
le systétme immunitaire de I’homme, hote accidentel peu adapté a ce type d’infection virale,
favorisant ainsi la dissémination du virus Ebola et déclenchant par la suite une réaction
immunitaire incontrélée délétere pour I’hote [7,8]. Avec le nombre croissant d’épidémies
centre-africaines et la découverte de 1’existence d’une immunité naturelle protectrice chez
certains africains, la communauté scientifique internationale a travaillé sur la possibilité¢ d’un
vaccin immunisant contre le virus Ebola. La glycoprotéine, protéine de I’enveloppe virale, a
été identifiee comme la protéine-clé immunogéne [9]. Néanmoins, il a fallu attendre la
découverte des vecteurs viraux comme outil de vaccination afin d’obtenir une réelle efficacité
vaccinale chez le primate, dés la premiére injection [10,11]. L’épidémie de 2014-2015, qui fut

la plus importante a ce jour, faisant plus de 11 000 morts, a permis 1’accélération des études
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cliniques afin de commercialiser le plus t6t possible un vaccin efficace et sécuritaire.
Plusieurs vaccins recombinants ont entamé leurs essais cliniques de phase Ill, dans un
contexte épidémique en Afrique, contribuant ainsi a contenir cette épidémie, parallelement

aux méthodes barrieres engagées par le personnel soignant [12].

L’objectif de cette thése est de partir a la découverte du virus Ebola, comprendre les
particularités de ce virus si meurtrier, et sa capacité a déréguler le systéme immunitaire, mais
aussi les stratégies mises en place par I’homme pour développer une vaccination efficace.
Nous aborderons successivement 1’historique des épidémies, la description virale et la
physiopathologie de la maladie a virus Ebola. Puis, on traitera I’'immunologie en détaillant les
stratégies virales d’échappement au systeme immunitaire, les différents profils de réponses
immunitaires et 1’avancée des études cliniques pour la commercialisation d’un vaccin sir et

immunogeéne contre ce Virus.
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PARTIE 1: HISTORIQUE
1. Ladécouverte des Filovirus avec le virus Marburg

En 1967, les scientifiques font la découverte de la famille des Filovirus lorsqu’ils
isolent pour la premiére fois le virus Marburg. Plusieurs travailleurs d’un laboratoire
pharmaceutique allemand souffraient d’une maladie a la méme symptomatologie grave et
inhabituelle, et furent transférés a 1’hopital Marburg. Cette maladie fut décrite comme la
fievre hémorragique de Marburg. La source de la contamination virale fut rapidement
identifiée comme étant des singes verts rapportés d’Ouganda, qui servaient de cobayes pour
I’industrie pharmaceutique productrice de vaccins, ce virus zoonotique se révélant également
tres pathogene chez ces animaux. Des cas semblables sont apparus a Francfort et en
Yougoslavie, du fait de la présence de ces singes originaires d’Ouganda dans les laboratoires
pharmaceutiques. Les singes furent euthanasiés, et une procédure de quarantaine a permis de

contenir 1’épidémie avec seulement 31 cas et une mortalité de 23% [1].

Depuis son apparition en 1967, seulement cing autres épidémies ou contaminations
sporadiques se sont succédees. La premiére a eu lieu en Afrique du Sud en 1975, ou le cas
index, qui est décédé, a contaminé deux autres personnes ayant survécu [13]. Puis en 1980, un
francais séjournant au Kenya ayant visité une grotte africaine hébergeant des chauves-souris,
meurt a I’hopital de Nairobi ou il contamine un médecin qui a survécu [14]. Un petit garcon
suédois nommé Ravn ayant visité cette grotte meurt également de la maladie en 1987,
donnant son nom a une nouvelle souche du virus Marburg [15]. Une autre épidémie eut lieu
de 1998 a 2000 en République du Congo (RDC) ou elle fit 73 cas [16]. La derniére épidémie
qui se deroula de 2004 a 2005 en Angola, est la plus meurtriére avec 227 déces sur 252 cas
(mortalité de 90%) [17]. La découverte de ce virus effrayant a la morphologie inhabituelle,
dont on ignorait tout de 1’histoire naturelle et de son évolution, laissait présager le cours des

évenements similaires avec Ebola.
2. L’Afrique comme lieu d’émergence d’un second Filovirus : le virus Ebola

En 1976, la communauté internationale a été¢ surprise par la découverte d’un second
Filovirus plus meurtrier, le virus Ebola, morphologiquement similaire au virus Marburg, mais
sérologiqguement et genétiquement différent. Deux especes différentes du virus Ebola
circulaient simultanément en Afrique centrale, et furent responsables d’épidémies meurtriéres
de fievre hémorragique. La souche Ebolavirus Zaire circulait au Nord-ouest de la RDC, avec

comme épicentre le village de Yambuku, situé a c6té de la riviere Ebola qui a donné son nom
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au virus, tandis que la souche Ebolavirus Soudan fut a 1’origine d’une épidémie au Sud du
Soudan, proche de la frontiére avec la RDC qui affecta principalement les villes de Nzara et
Maridi. Ebolavirus Zaire est plus meurtrier avec un taux de mortalité de 88% (280 déces) pour
53% pour Ebolavirus Soudan (151 déces). En RDC, la réutilisation de seringues contaminées
par le virus Ebola, pour des injections de chloroquine contre le paludisme, au sein de I'hopital
local de la Mission Catholique de Yambuku fut la source de dissémination de I’infection. De
méme, les premiers cas de I’épidémie au Soudan étaient des employés de 1’usine de coton de
Nzara, et 1’épidémie s’est amplifiée par transmission nosocomiale, lors du transport d’un
patient a ’hopital de Maridi, avec une forte mortalité parmi le personnel soignant du fait de
I’absence de moyens de protection individuelle. Les épidémies, qui ont duré de juin a
novembre 1976, ont néanmoins €été contrdlées par la mise en place des traditionnelles

méthodes de quarantaine [18,19].
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Figure 1. Répartition géographique des principales épidémies a virus Ebola humaines et
animales survenant entre 1976 et 2008. A) En Afrique, on peut voir la répartition géographique
distincte des différentes especes virales : Ebolavirus Zaire (ZEBOV), Soudan (SEBOV), Bundibugyo
(BEBOV) en Afrique centrale et Ebolavirus Cote d’Ivoire (CIEBOV, renommé récemment par les
taxonomistes Ebolavirus Forét de Tai) avec 1 seul cas recensé en Afrique de 1’Ouest. B) Epidémies a
Ebolavirus Reston (REBOV) chez le macaque crabier aux Etats Unis et en Italie par importation de
singes infectés provenant d’un centre exportateur de primates localisé aux Philippines. (D apres
Feldmann, H. et Geisbert, T.W.) [20].

Italy
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En 1977, une petite fille de 9 ans est décédée d’une infection a Ebolavirus Zaire (EBOV)
dans le village de Tandala en RDC, proche de la République Centrafricaine, sans autre
contamination mentionnée. Des études rétrospectives dans cette région ont révélé deux cas
d’infections antérieures a Ebola en 1972. Une analyse sérologique a montré que 7% des

résidents possedaient des anticorps contre le virus [21].

De juillet & octobre 1979, une 2°™ épidémie due a Ebolavirus Soudan (SUDV) a lieu dans
la méme région que la précédente flambée de 1976, a Nzara au Soudan, mais sera beaucoup
moins étendue, faisant 22 morts. Le patient zéro était un travailleur de 1’usine de coton de

Nzara, comme pour 1’épidémie de 1976, dont le plafond était colonisé par des chauves-souris

[22].
3. Apparition d’une nouvelle souche du virus Ebola d’origine asiatique

En 1989, des cas de fievre hémorragique apparaissent chez des macaques crabiers
importés des Philippines, dans un centre de quarantaine animale a Reston en Virginie puis en
Pennsylvanie, aux Etats Unis. Rapidement une nouvelle espéce du virus Ebola est isolée, que
I’on nomme Ebolavirus Reston (RESTV). Ce virus entraine un syndrome hémorragique chez
le singe avec un taux de mortalité de 82%. Il est transmissible a ’homme, puisque des
analyses biologiques ont révélé la présence d’anticorps IgG anti-RESTV chez 4 employés en
contact avec les singes dans le centre de Virginie, 3 employés du centre des Philippines, et le
virus a été détecté dans le sang d’un employé apres une exposition percutanée. Néanmoins, ce
virus est non pathogéne chez I’homme, puisque chez toutes les personnes infectées,
I’infection est asymptomatique, et aucune donnée épidémiologique n’a montré une possible
transmission interhumaine. D’autres cas d’importations simiennes du méme centre philippin
ont été a I’origine de la circulation du virus a Alice au Texas, a Reston en 1990, puis a Sienne
en Italie en 1992, et de nouveau au Texas en 1996. Les singes survivants en contact avec les
singes malades furent euthanasiés et le centre philippin, dont les conditions d’hygiéne étaient

déplorables, fut définitivement fermé en 1997 [4,23].

En 2008, aux Philippines, une souche de RESTV assez similaire a la souche simienne est
isolée chez des porcs malades, co-infectés par le virus du Syndrome Reproductif et
Respiratoire porcin ainsi que par le Circovirus porcin de type 2. Il s’avere finalement que
I’infection a RESTV est asymptomatique chez le porc. De méme, des cas de contaminations
humaines asymptomatiques secondaires a la transmission du virus du porc a I’homme ont

également été identifiés [24,25].

16



4. Laréémergence d’Ebola en Afrique 15 ans plus tard

Depuis I’apparition de la maladie a virus Ebola en Afrique entre 1976 et 1979, il n’y a pas
eu de nouvelles épidémies jusqu’en 1994. Ceci peut s’expliquer par le fait qu’il y ait eu
quelques contaminations sporadiques qui sont passées inapercues au sein des villages, par
absence de structures d’accueil hospitalieres, lieu de dissémination virale par transmission

nosocomiale. Pendant 15 ans, le virus a continué de circuler dans son réservoir naturel.

En 1994, une nouvelle souche du virus Ebola fait son apparition, Ebola Forét de Tai
(TAFV) nommée initialement Ebola Cote d’Ivoire, qui a été découverte par des ethnologues
chez des chimpanzés dont le taux de mortalité était anormalement élevé dans la forét de Tai
en Cote d’Ivoire [26]. L une des scientifiques a été contaminée par cette souche virale lors de
I’autopsie d’un cadavre de chimpanzé et a été transférée en Suisse pour recevoir les soins
nécessaires, ou l’analyse du virus a ¢ét¢ documentée. C’est le premier cas connu de
contamination humaine par le virus Ebola en Afrique de 1’Ouest et le seul cas de

contamination par TAFV [27].

Rapidement, il y a une escalade des épidémies dues a EBOV. En RDC, de janvier a juillet
1995, il y a une eépidémie dans la ville de Kikwit. Le patient zéro travaillait dans la forét aux
alentours de la ville. Malgré des ressources médicales plus perfectionnées, 1’épidémie reste
aussi étendue qu’en 1976 avec 254 morts, car elle a lieu dans une grande ville de plusieurs

milliers d’habitants, et ’infection va disséminer a partir des 2 grands hopitaux de la ville [28].

Trois épidémies d’EBOV vont se succéder dans le Nord Est du Gabon. La premicre qui a
lieu a Mekouka, de décembre 1994 a janvier 1995, a commencé dans 3 camps de mines d’or
dans la forét tropical. Quelques victimes ont rejoint 1’hopital le plus proche localisé a
Makokou ou une deuxiéme vague épidémique a eu lieu. En 1996, une épidémie touche le
village de Mayibout suite au transport et dépecage par 18 enfants du village d’une carcasse de
chimpanzé retrouvé mort, infectant par la suite leurs proches. La troisieme épidémie qui a lieu
d’octobre 1996 a mars 1997, dans la région de Booué, a également pour origine la
contamination d’un chasseur par une carcasse de chimpanzé contaminé. Par la suite, le
transport de plusieurs patients infectés dans la ville de Libreville a permis la dissémination de
I’infection. Un professionnel de santé infecté a Libreville s’est rendu en Afrique du Sud, ou il

a transmis la maladie a I’infirmiére qui le soignait et qui est décédée [29].
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Durant les années 2001 a 2003, les épidémies a EBOV vont se multiplier dans un territoire
géographique relativement limité, au niveau de la frontiere entre le Gabon et la RDC.
L’¢épidémie de Mekambo consiste en fait en 1’apparition de plusieurs épidémies indépendantes
les unes des autres. Le point de départ a été le village de Medemba, qui a fait plusieurs foyers
secondaires aux alentours, notamment a Mekambo. D’autres épidémies eurent lieu
successivement dans les villes d’Ekata, Olloba, Etakangaye et Grand Etoumbi. Les épidémies
avaient pour la plupart, comme origine, la contamination d’un chasseur par une carcasse
d’antilope ou de chimpanz¢ infectés, EBOV étant source d’épidémies importantes dans la
région chez de nombreuses espéces animales (chimpanzé, gorille, antilope) expliquant le
déclin de ces animaux dans ces régions. Les épidémies humaines sont généralement précédées
d’épidémies chez les singes, d’ou I’intérét d’une surveillance démographique de la population
locale simienne. Les épidémies vont ensuite s’étendre de 1’autre coté de la frontiére, en RDC.
Simultanément a 1’épidémie de Mekambo, une autre a lieu dans le village d’Entsiami et aux
alentours. Les séquengages viraux montrent 1’existence de plusieurs souches virales circulant
simultanément. Puis une flambée va affecter les villes de Mbomo et Kelle, entre décembre
2002 et mai 2003. La suivante aura lieu de novembre a décembre 2003 et aura pour point de

départ Mbanza, affectant par la suite Mbomo [30,31].

SUDV va ensuite étre a I'origine de 2 épidémies, une treés étendue dont le point de
départ est le district de Gulu qui s’est propagée ensuite aux districts de Mbarara et Masindi en
Ouganda en 2000-2001 qui fit 224 morts, les chaines de transmission se multipliant lors des
funérailles de patients infectés. La deuxieme en 2004 dans le comté de Yambio au Sud du

Soudan fut relativement limitée, avec 7 morts [32].

En 2007, le virus Ebola n’a pas fini de surprendre, avec 1’apparition d’une nouvelle
espéce virale, Ebola Bundibugyo (BDBV), moins virulente quEBOV et SUDV, avec un taux
de mortalité de 25% faisant 37 morts pour I’épidémie du district de Bundibugyo en Ouganda
[33]. Cette méme année, une épidémie a EBOV de grande ampleur a lieu en RDC. Une étude
a montré que cette épidémie était due a une transmission directe du virus de la chauve-souris a

I’homme [6]. Une seconde épidémie plus limitée a eu lieu entre 2008 et 2009.

En 2011, SUDYV cause le déces d’une fillette de 12 ans dans le district de Luwero en
Ouganda. La suspicion précoce d’une infection a virus Ebola a permis la mise en place rapide
des mesures de prévention nécessaires dés son admission a I’hopital, évitant ainsi 1’éclosion

d’une nouvelle épidémie. [34]
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En 2012, aprés analyse virologique, il s’est avéré que quatre épidémies distinctes de

fievre hémorragique a Filovirus se chevauchant partiellement circulaient en Afrique

¢équatoriale. SUDV fut a ’origine d’une flambée épidémique de juin a octobre 2012 dans le

district de Kibaale en Ouganda, puis de novembre 2012 a janvier 2013 dans le district de

Luwero. De méme, le virus Marburg fit une dizaine de morts en Ouganda. Le virus

Bundibugyo réemergea de juin & novembre 2012 en RDC. [35]

Année

2012
2012
2012
2011
2008
2007
2007
2005
2004

2003
(Nov-déc.)
2003
(Janv-avril)

2001-2002
2001-2002
2000

1996
1996
(Juil.-déc.)
1996
(Janv- avril)
1995
1994
1994
1979
1977
1976

1976

Pays Sous-type du virus NEES Nf)mbre de Tau>_< c,je
de cas deces Iétalité
RDC Ebola Bundibugyo 57 29 51%
Ouganda Ebola Soudan 7 4 57%
Ouganda Ebola Soudan 24 17 71%
Ouganda Ebola Soudan 1 1 100%
RDC Ebola Zaire 32 14 44%
Ouganda Ebola Bundibugyo 149 37 25%
RDC Ebola Zaire 264 187 71%
Congo Ebola Zaire 12 10 83%
Soudan Ebola Soudan 17 7 41%
Congo Ebola Zaire 35 29 83%
Congo Ebola Zaire 143 128 90%
Congo Ebola Zaire 59 44 75%
Gabon Ebola Zaire 65 53 82%
Ouganda Ebola Soudan 425 224 53%
Afrique du Sud Ebola Zaire 1 1 100%
Gabon Ebola Zaire 60 45 75%
Gabon Ebola Zaire 31 21 68%
RDC Ebola Zaire 315 254 81%
Cote d’Ivoire Ebola Forét de Tai 1 0 0%
Gabon Ebola Zaire 52 31 60%
Soudan Ebola Soudan 34 22 65%
RDC Ebola Zaire 1 1 100%
Soudan Ebola Soudan 284 151 53%
RDC Ebola Zaire 318 280 88%

Tableau 1. Chronologie des flambées d’épidémies a virus Ebola de 1976 a 2012. (D apres The
Center for Disease Control), RDC : République du Congo [36].
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5. La Guinée : point de départ de la plus importante épidémie a virus Ebola

L’¢épidémie a virus Ebola en Afrique de I’Ouest a commencé le 26 décembre 2013, dans le
village de Meliandou dans une zone forestiére du Sud Est de la Guinée située au carrefour des
frontiéres avec le Libéria et la Sierra Leone, lorsqu’un petit gar¢on de 2 ans développe les
symptomes de la maladie a virus Ebola et en meurt 2 jours plus tard. C’est le premier cas
d’infection a EBOV en Afrique de 1’Ouest, et le début de la plus longue et importante
¢pidémie a virus Ebola connue a ce jour. L’enfant se serait contaminé en jouant dans un arbre
creux du village ou séjournait une colonie de chauves-souris insectivores. Il contaminera sa
sceur, sa mere et sa grand-mere, qui sera conduite a I’hdpital de Gueckédou pour étre soignée,
et décede dans les semaines qui suivent, en janvier 2014. Fin janvier, le chef du poste de santé
de Méliandou lance une alerte suite au déces de 5 personnes souffrant de diarrhée sévére. Une
équipe se rend sur place a Méliandou pour enquéter, suspectant le choléra, qui sévissait dans
la région. Le résultat positif aux bactéries du choléra va ainsi permettre la conclusion de
I’enquéte et empécher ’identification précoce d’EBOV. Le virus va se propager au sein du
village de Méliandou et a Gueckédou, ou un soignant en contact avec de nombreux patients
va favoriser la dissémination de D’infection aux villages de Macenta, Nzérékoré et
Kissidougou. Pendant 3 mois, la maladie va se répandre silencieusement dans la région située
a la frontiere avec le Libéria et la Sierra Leone. En mars 2014, les hdpitaux vont alerter le
ministére de la santé et les humanitaires présents sur place a Gueckédou depuis 2010 pour une
épidémie de paludisme, de la situation. Une enquéte est menée, des échantillons sont prélevés
et envoyés au laboratoire PS4 de Lyon. Il s’agit d’une sous espéce du virus Ebola Zaire,
génétiquement différente des sous espéces circulant en RDC et au Gabon depuis 1976. Alors
que des cas sont signalés dans la capitale guinéenne Conakry, le 23 mars 2014, I’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) annonce officiellement 1’épidémie a virus Ebola en Guinée. On
comptabilise 49 cas dont 29 décés due a EBOV. La premiere diminution du nombre de cas, la
semaine du 28 avril 2014 a donné lieu a un élan d’optimisme prématuré de la part du
Ministére de la Santé Guinéenne qui affirmait que 1’épidémie était « pratiquement sous
contrble ». L’OMS appela a la prudence, la flambée couvait probablement dans des zones
échappant aux statistiques. L’équipe de riposte devait faire face a une résistance
communautaire importante face aux enquétes épidémiologiques de I’OMS, qui devaient avoir
recours & des indicateurs indirects, sous-estimant I’épidémie. La population tenait les
humanitaires pour responsables de I’implantation de la maladie dans la communauté et de

nombreuses émeutes éclatérent, vandalisant 1’équipement des humanitaires, blessant de
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nombreux volontaires, et tuant un membre de 1’équipe. Lorsque le nombre de nouveaux cas
diminuait, il ré-augmentait rapidement car lorsque 1’épidémie était sous controle dans une
région, cela attirait un mouvement de population créant de nouveaux foyers infectieux. A la

fin de I’année 2014, la plupart des régions de la Guinée étaient touchées par la maladie. [37]
6. Situation au Libeéria

Le 30 mars 2014, deux premiers cas libériens d’Ebola sont notifiés dans le comté de Lofa,
a proximite de la frontiére Guinéenne. La capitale libérienne Monrovia sera tres vite touchée.
Apres une période de stabilisation d’avril a mai 2014, avec quelques cas sporadiques dans le
comté de Lofa, il y a apparition en juin de nouveaux cas & Monrovia. Les épidémiologistes
apprendront plus tard que I’épidémie a couvé plusieurs mois dans la capitale, avant d’éclater
au grand jour en chaines de transmission démultipliées. Le seul hdpital de la ville était
vétuste, ne comportait pas de service d’isolement de patients et le personnel non formé ne
disposait pas d’équipement de protection individuelle adapté. L hopital était devenu le lieu de
transmission privilégiée de la maladie aux soignants, puisque fin septembre on dénombrait
200 professionnels de santé infectés par le virus. L’implication de la présidente du Libéria
devant I’augmentation considérable du nombre de cas, a permis la mise en place précoce de
mesures concretes pour controler 1’épidémie comme la réduction de la mobilité des personnes
malades et des sujets contact, I’obligation de la crémation des dépouilles infectieuses et la
mise en quarantaine du bidonville de West Point ou la transmission était intense. En
septembre 2014, 1’épidémie s’était étendue a I’ensemble du pays, avec 14 nouveaux cas
confirmés dans les 15 comtés du pays, 2000 cas cumulés et 1000 déces. La collaboration
internationale a permis la création & Monrovia de plusieurs centres de traitement et la mise en
place de laboratoires mobiles. L’OMS a envoyé des épidémiologistes qui recherchaient
activement les cas contact afin de les surveiller. Ces mesures ont permis la premiére
diminution du nombre de cas. En novembre, 6 comtés sur 15 comptaient des nouveaux cas,
mais 1’épidémie s’était déplacée de la ville aux régions rurales. Fin décembre, grace a la
participation communautaire, la ville de Monrovia avait pris le dessus sur le virus, restaient

aux humanitaires a déplacer leurs capacités de soins aux régions rurales. [38]
7. Situation en Sierra Leone

L’origine de I’épidémie a été établie dans un village du district de Kailahun, situé a la
frontiére avec la Guinée, lors des funérailles d’une guérisseuse spirituelle ayant contracté

Ebola suite aux soins apportés a des malades en provenance de la Guinée, en mai 2014. Elle

21



sera a ’origine de deux foyers de transmission dans la région de Kailahun et Kenema,
¢picentres de 1’épidémie en Sierra Leone. Les patients furent transportés dans 1’hopital de
Kenema, vétuste et mal equipée, ou de nombreux décés eurent lieu parmi le personnel
soignant, par défaut de matériel de protection. Médecins sans frontiere ouvre des centres de
traitement a Kailahun mais ces derniers sont treés vite submergés par le nombre croissant de
patients. Par manque d’épidémiologistes, de nombreuses failles dans le systeme de détection
des cas contacts, a permis aux chaines de transmission de se multiplier. De plus, la
communauté doutait de la réelle sécurité des centres de soins, suite aux decés de plusieurs
soignants et patients. En septembre 2014, le virus s’est implanté dans la capitale Freewton,
tandis que la situation se stabilisait & Kailahun et Kenema. Mi-octobre, plus de 400 nouveaux
cas suspects étaient notifiés chaque semaine a Freewton et dans les districts occidentaux
environnants, tandis que chaque district du pays notifiait au moins 1 cas. Suite au probléme
majeur de manque de lits pour accueillir les patients, des centres de soins communautaires
sont créés par ’OMS, contenant une dizaine de lits, permettant 1’acces aux médicaments de
base, et isolant ainsi les malades de la communauté. L’opération Western Area Surge a permis
de regagner la confiance de la population, qui va ainsi participer a la notification des cas et
contacts. [39]

Fin juillet, le premier cas nigérien est confirmé. Il y a un petit nombre de cas rapportés

au Mali ainsi qu’au Nigéria et un seul cas au Sénégal.

Le 7 janvier 2015, on recensait plus de 20 000 cas confirmés, probables ou suspects de
maladie a virus Ebola et plus de 8000 décés en Guinée, au Libéria et en Sierra Leone.
L’épidémie semblait étre hors de contrdle, avec la quasi-totalité des districts qui declarait des
cas d’Ebola. Grace aux mesures drastiques prises par ’OMS pour contrdler I’épidémie et
I’aide internationale apportant les moyens matériels nécessaires pour le diagnostic, la prise en
charge et I’isolement des malades, ainsi que la tracabilité des cas contacts par les
épidémiologistes ont permis de faire reculer I’épidémie. Le dernier rapport de I’OMS datant
du 30 mars 2016 montre que 1’épidémie a virus Ebola est terminée, malgré que 2 nouveaux
cas soient encore enregistrés, le suivi rigoureux des chaines de transmission nous permet de
dire que la situation est sous contrdle. L apparition sporadique de nouveaux cas est due a la
persistance du virus Ebola chez des survivants, au niveau testiculaire, le virus pouvant ainsi

étre transmis lors des rapports sexuels.
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Figure 2. Répartition géographique des nouveaux cas et de I’ensemble des cas confirmés en
Guinée, au Libéria et en Sierra Leone au 7 janvier 2015. (D ‘aprés [’OMS) [40]
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8. Les facteurs ayant contribué a I’expansion du virus en Afrique de I’Ouest
L’identification tardive du virus Ebola, aprés 3 mois de circulation virale en Guinée a

permis la propagation silencicuse de 1’épidémie jusqu’en Sierra Leone et au Libéria.
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Lorsque les premiers cas apparurent dans plusieurs grandes villes africaines, 1’épidémie
¢tait devenue hors de controle. L’Afrique équatoriale connait bien les épidémies a virus
Ebola et y est préparée, avec une bonne connaissance clinique de la maladie, la présence
de laboratoires d’analyse permettant une détection précoce du virus, des hopitaux
contenant des services d’isolement et un personnel formé aux dispositifs de protection
individuelle. L’ Afrique de 1’Ouest, qui n’avait subi aucune épidémie a Ebola, ignorait tout
de cette maladie, et ne possédait pas les moyens nécessaires afin de contenir 1’épidémie.
En Afrique équatoriale, les épidémies survenaient généralement dans des zones rurales
isolées, et les traditionnelles mesures de quarantaine au sein des villages permettaient de
les contenir rapidement, contrairement a 1’épidémie d’Afrique de 1’Ouest ou plusieurs
capitales africaines ont été les épicentres et ou la maladie s’est propagée a quasiment la
totalité des districts des 3 pays, submergeant les capacités de riposte. De plus, I’ Afrique de
I’Ouest est une région fortement touchée par les maladies infectieuses endémiques,
comme le paludisme, le choléra ou la fievre de Lassa, dont les symptémes précoces
similaires & ceux de la maladie a virus Ebola, sont sources de confusion. Ainsi, les
premiers cas ont été assimilés a tort a des cas de choléra. Cette région est fortement
touchée par la pauvreté, la guerre civile récente ayant endommagé les infrastructures
sanitaires, les réseaux routiers et de télécommunications. Le manque de ressources pour
accueillir les patients, ainsi que pour leur transport, les difficultés d’émission d’alerte
sanitaire et d’information des populations ont considérablement ralenti la prise en charge
de I’épidémie. Du fait de la pauvreté, la population est trés mobile, constamment a la
recherche d’un travail ou de nourriture, ce qui rend difficile la tracabilité des sujets
contacts a un malade. De plus, les patients malades retournaient dans leur village natal
pour y mourir, favorisant la création de foyers secondaires épidémiques. Le nombre de
professionnels de santé, déja peu nombreux avant 1’épidémie, a rapidement diminué, du
fait de I’absence de protection face a un patient malade. Les croyances traditionnelles de
la population, notamment les rites funéraires, ont favorisé la dissemination virale dans la
communauté, puisque 60% des cas seraient dus a de telles pratiques. La population faisait
confiance aux guérisseurs traditionnels, refusant de se rendre a I’hdpital, pergu comme un
lieu de contagion et de mort, favorisant ainsi la propagation au sein des familles. Les
communautés ont résisté, cachant leur malade chez eux au lieu de les emmener a I’hopital,
ou ils ne revenaient jamais et pensaient méme que les humanitaires avaient apporté cette
épidémie. [42]
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PARTIE 2 : LE VIRUS EBOLA
1. Classification

Quinze virus enveloppés @ ARN monocaténaire classés en 4 familles virales sont
responsables de fievres hémorragiques humaines a la symptomatologie commune comprenant
de la fiévre, des troubles digestifs et des signes hémorragiques. Ces virus sont genéralement
retrouvés dans les régions tropicales d’Afrique, d’Amérique du Sud et d’Asie. La
transmission du virus peut s’effectuer par contact direct avec 1’animal réservoir ou par
I’intermédiaire d’un vecteur arthropode comme les arboviroses de la Fiévre de la vallée du

Rift, la Fievre jaune et la Dengue. [43]

Famille Genre Génome Virus Pathologie

PV Flavivirus | ARN positit | Amaril Fievre jaune
monocatenaire Dengue Dengue
Rift Fiévre de la vallée du Rift
. Congo-Crimée | FH Congo-Crimée
Phlebovirus ARN négatif Hantaan FH a syndrome rénal
VI ECRE Nairovirus gatil . 45y .
Hantavirus monocaténaire Séoul FH a syndrome rénal
Puumala FH a syndrome rénal
Sin Nombre Syndrome pulmonaire & Hantavirus
Lassa FH de Lassa
A Junin FH d’ Argentine
Arenaviridae WACHEWIGN ARN negatn_‘ Machupo FH de Bolivie
monocaténaire X R
Guanarito FH vénézuélienne
Sabia FH du Breésil
Eiloviridae Ebolavirus ARN négatif Ebola Maladie a virus Ebola
Marburgvirus | monocaténaire Marburg Maladie a virus Marburg

Tableau 2. Classification de I’OMS des fiévres hémorragiques virales. [44] FH: fievre
hémorragique

Le virus Ebola appartient a la famille des Filovirus ou Filoviridae, nommée ainsi du fait
de la forme filamenteuse caractéristique des virions formant un « U », un crochet ou un
batonnet, parfois ramifié, visible au microscope électronique, se distinguant ainsi des autres

virus responsables de fievre hémorragique dont la morphologie est sphérique. [45]

Les Filovirus appartiennent a 1’ordre des Mononegavirales, les virus dont I’ARN simple
brin non segmenté est de polarité négative, ordre dans lequel on retrouve entre autres, la
famille Paramyxoviridae comprenant les virus des oreillons et de la rougeole. Les Filovirus
regroupe 3 genres viraux : le genre Cuevavirus qui n’est pas pathogéne chez I’homme, et les

genres Marburgvirus et Ebolavirus tous deux responsables de fievres hémorragiques.
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Le genre Cuevavirus comprend 1’espéce cuevavirus Lloviu, dont le génome a été
découvert en 2002 chez des chauves-souris insectivores présentes dans une grotte espagnole.
Sa pathogénicité chez ’homme est inconnue puisqu’aucun cas humain n’a été rapporté a ce

jour. [46]

Le genre Marburgvirus comprend une seule espéce marburgvirus Marburg qui est
subdivisée en deux souches virales génétiquement distinctes : le virus Marburg (MARV) et le

virus Ravn (RAVV) qui présentent 20% de divergence génétique. [47]
Le genre Ebolavirus regroupe 5 espéces différentes :

- Ebolavirus Zaire (EBOV), la souche virale la plus meurtriére, a été découverte en
1976 en République du Congo et est a 1’origine de I’épidémie de 2014-2015 en
Afrique de I’Ouest.

- Ebolavirus Soudan (SUDV), a été découvert en méme temps qu’Ebola Zaire en 1976

au Soudan, puis a été retrouvé par la suite en Ouganda.

- Ebolavirus Reston (RESTV), a été découvert aux Etats Unis en 1989, ou il a entrainé
une épidémie de fiévre hémorragique chez des singes importés d’Asie, mais

I’infection chez I’homme demeure asymptomatique.

- Ebolavirus foret de Tai (TAFV), a été découvert pour la premiére fois dans la forét de
Tai en Cote d’Ivoire ou il fut responsable d’épidémies chez le singe. Cette souche,

moins virulente chez I’homme est a 1’origine d’un seul cas de contamination humaine.

- Ebolavirus Bundibugyo (BDBV)a été decouvert en 2008, dans la région de
Bundibugyo en Ouganda. [48,49]

Figure 4. Le virus Ebola Zaire visible au microscope électronique a balayage. (D aprés The
Center for Disease Control) [50].
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2. Structure du virus Ebola

Le virus Ebola est un virus enveloppé d’apparence filamenteuse, dont le génome est
constitué d’ARN monocaténaire de polarité négative, non segmenté. La longueur de la
particule virale est d’environ 130 a 14 000 nm, son diametre est de 80 nm. Le génome fait
approximativement 19 kilobases, et contient 7 genes codant pour les 9 protéines virales. En
effet, le géne de la glycoprotéine (GP) va permettre la synthése de 3 GP différentes grace a

des wvariations dans la transcription de ce gene par I’ARN polymérase virale.

¥ —{INPTTHve3SHIVRAOH P HiEHVS2S - — >

Leader Trailer

Figure 5. Le génome du virus Ebola. ARN simple brin linéaire de polarité négative composé de 7
genes codant pour les 9 protéines virales. (D aprés Viralzone) [51]

L’enveloppe virale est constituée d’une membrane lipidique acquise lors du
bourgeonnement du nouveau virion & partir de la membrane plasmique de la cellule hote. Elle
contient sur son coté externe de la phosphatidylsérine, lipide impliqué dans I’entrée du virus
dans la cellule hote. Elle contient également de nombreux spicules de glycoprotéines
glycosylées qui se composent d’un homotrimere contenant chacun 2 sous unités GP1 et GP2.
Cette glycoprotéine est la seule protéine présente a la surface du virion, et constitue ainsi la
cible privilégiée du systeme immunitaire car est directement accessible aux anticorps

neutralisants.

Sur le coté interne de I’enveloppe virale, il y a les protéines VP40 et VP24 constituant la
matrice hélicoidale protégeant la nucléocapside virale. La protéine VP40 est nécessaire au
bourgeonnement viral, activant le processus d’empaquetage de la nucléocapside virale par la
membrane de I’hote formant un nouveau virion infectieux. Le virus possede une
nucléocapside hélicoidale constituée de nucléoprotéines (NP) et de la protéine VP30 qui va
interagir avec I’ARN et activer la transcription. Le complexe ribonucléoprotéique est
composé de la nucléocapside virale ainsi que du brin d’ARN viral monocaténaire relié a
I’ARN polymérase virale ARN dépendante et a son cofacteur, la protéine VP35 qui controle

ainsi cette enzyme nécessaire a la transcription et la réplication de I’ARN viral [52,53].
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ARN viral monocaténaire entouré dune Protéine VP35 liée ala
nucléocapside hélicoidale (NP, VP30) polymérase

: Polymérase (L)
Matrice (VP40)

Glycoprotéine (GP)

Figure 6. La structure du virus Ebola. Virus filamenteux enveloppé recouvert de spicules formés
par les glycoprotéines virales trimériques entourant la matrice (constituée des protéines VP40 et
VP24) qui recouvre elle-méme la nucléocapside virale hélicoidale (constituée de la NP et de la
protéine VP30) protégeant I’ARN viral monocaténaire relié a la polymérase virale (L) et a la protéine
VVP35. (D ‘aprés The National Institut of Health).

3. Structure de la glycoprotéine virale trimérique

Lors de la synthése de la glycoprotéine virale (GP) par la cellule héte, plusieurs
monomeéres de la GP s’assemblent au niveau du réticulum endoplasmique pour former une
structure trimérique ayant la forme d’un calice. Ce précurseur trimérique va étre clivé par une
protéase furine au niveau de 1’appareil de Golgi et chaque monomere va former 2 sous unités

GP1 extracellulaire et GP2 transmembranaire reliées par un pont disulfure.

La sous-unité GP1 contient un domaine de liaison a un récepteur intracellulaire spécifique
qui est protégé a son apex par une coiffe de glycanes et un domaine de type mucine,
empéchant 1’acces aux épitopes cruciaux par les anticorps neutralisants. Apres protéolyse au
niveau du lysosome, qui va oter la coiffe de glycane et le domaine de type mucine, il y a
découverte du domaine de liaison permettant 1’attachement du virion au récepteur de la

membrane de 1’hote.

La sous-unité GP2 contient la boucle hydrophobe de fusion qui va se relacher lors de la
liaison de GP1 a son récepteur, permettant ainsi la fusion de la membrane virale avec celle de
I’hote. Avant I’interaction avec son récepteur intracellulaire, la base de GP1 forme une pince
qui stabilise la boucle de fusion de GP2 en conformation pre-fusion, I’empéchant de jaillir

prématurément.
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Bien que la GP du virus Ebola appartienne a la classe |, elle se différencie des autres
boucles de fusion de cette classe, comme celles des virus Parainfluenza ou Influenza qui
forment des hélices, mais forme une structure en feuillet béta, comme les virus de classes Il et
111 [54-56].

GP1/GP2 Heterodimer

Fusion loop

&
Cytoplasmic ‘ GP2
tail

GP Trimer

Figure 7. Structure de la glycoprotéine virale trimérique aux sous unités constituées
d’hétérodimeéres GP1 et GP2. GP1 contient le domaine de liaison au récepteur de la cellule héte
(RBD) protégé par la coiffe de glycane et le domaine de type mucine. GP2 contient la boucle de fusion
permettant le rapprochement et la fusion des membranes. (D aprés Moller-Tank, S. et Maury, W.)
[57].

4. Polymorphisme de la glycoprotéine

La GP est codée par le 4eme géne du virus Ebola. Contrairement au virus Marburg,
dont le géne de la GP va coder pour un unique cadre de lecture de 2043 nucléotides qui sera
traduit en la GP virale transmembranaire, celui du virus Ebola est composé de deux cadres de
lecture se chevauchant partiellement et dont les variations d’expression vont conduire a la
synthese de trois GP différentes. Ce mécanisme de variation d’édition lors de la transcription
d’un geéne viral a été décrit pour la premiére fois chez des virus de la famille des

Paramyxoviridae concernant leur gene P.

Ainsi, on voit comment a partir d’un génome relativement simplifi¢é comportant 7 génes,
en ¢laborant différentes stratégies d’expression d’un gene viral, le virus Ebola s’est adapté

afin de diversifier ses fonctions par synthése de différentes protéines.
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Figure 8. Les stratégies d’expression du géne de la glycoprotéine (GP) des virus Ebola et
Marburg. A) Le géne de la GP du virus Marburg comporte 1 seul cadre de lecture (ORF pour Open
Reading Frame) dont I’expression conduit a la synthése de la GP virale transmembranaire
contrairement a celui du virus Ebola qui comporte deux cadres de lecture (ORF | et ORF 1) dont les
variations d’expression permettent la synthése de différentes GP. B) Variation dans la transcription du
géne de la GP. La modification du nombre d’adénosines synthétisées par I’ARN polymérase virale
décale le cadre de lecture et permet la synthese des différentes GP (SGP, GP, ssGP) (D ‘aprés Volchkov
etal.) [58].
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4.1. La glycoprotéine sécretée sGP

C’est la GP majeure, correspondant a 70% des GP synthétisées. Il s’agit d’une
glycoprotéine soluble de 364 acides aminés, dont le domaine C terminal permettant I’ancrage
a la membrane virale a été tronqué, puisque seul le premier cadre de lecture ORF | (open
reading frame 1) du gene 4 est exprimé (cf figure 8). Cette glycoprotéine sécrétée non
structurale, car non liée au virion infectieux, est produite en absence de modifications au
niveau du site d’édition. La synthése de la sGP a partir de la pré-sGP par clivage par une
protéase furine, libére le peptide A dans la circulation générale. La sGP va ensuite s’assembler

en homodimeres qui seront sécrétés en grande quantité dans la circulation générale.
4.2. La glycoprotéine transmembranaire virale GP1,2

Elle correspond environ a 25% des GP synthétisées. L’ajout d’une adénosine sur I’ARNm
par I’ARN polymérase virale qui va « patiner » au niveau du site d’édition, structure en
épingle a cheveux constitué de 7 uridines consécutives, va décaler le cadre de lecture,
fusionnant ainsi les deux cadres de lectures ORF | et ORF Il dont I’expression conduit a la
formation de la glycoprotéine virale transmembranaire de 676 acides aminés qui est ancrée
dans I’enveloppe virale. La pré-GP1,2 est ensuite clivée par une protéase furine, permettant la
formation des 2 sous unités GP1 et GP2 reliées par un pont disulfure. La métalloprotéase
TACE (tumor necrosis factor a-converting enzyme) peut cliver la partie membranaire de la
GP synthétisée, lors de sa liaison a la membrane plasmique, conduisant a la libération de
I’ectodomaine GP1,2A de la glycoprotéine transmembranaire dans la circulation générale. Le

pont disulfure peut ensuite étre rompu, permettant le relargage de GP1 soluble.
4.3. La petite glycoprotéine sécrétée ssGP

Dans environ 5% des cas, ’ajout de deux adénosines ou la délétion d’une adénosine au
niveau du site d’édition permet la lecture par I’ARN polymérase d’un troisieme cadre de
lecture ORF 11l qui sera raccourci par rapport a la lecture entiére d’ORF 1. 1l y a formation
d’une petite protéine tronquée ssGP, constituée de 298 acides aminés, dont le role

physiologique n’est pas encore connu [58-60].
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5. Les différentes fonctions de la GP1,2 virale

5.1. Entrée cellulaire

La particularité du virus Ebola est sa capacité a lier différents récepteurs présents sur de
nombreux types cellulaires afin d’infecter ces cellules. La GP1,2 est responsable de
I’attachement du virus a la cellule cible et de la fusion des membranes. Elle va ainsi se lier
entre autres, aux récepteurs DC-SIGN, augmentant 1’infectivit¢ des cellules voisines
(«en trans »). La sous-unité GP2 contient le peptide de fusion permettant I’entrée du virus,
qui sera libéré apres clivage d’une séquence peptidique précise par des cathepsines. La souche
Reston contient des variations suboptimales dans la séquence contenant le domaine de

clivage, ce qui peut expliquer en partie sa moindre pathogénicité chez ’homme [61,62].
5.2. Cytotoxicité de la GP1,2 transmembranaire

La cytotoxicité du virus Ebola dépend du niveau d’expression de la GP1,2, et plusieurs
études ont relié celle-ci au domaine de type mucine riche en sérine-thréonine et hautement
glycosylé présent sur la sous-unité GP1. L’inoculation du géne de la GP1,2 d’EBOV dans des
cellules endothéliales humaines, conduit a une perte importante de I’intégrité¢ vasculaire, qui
n’est pas obtenue avec 1’inoculation du gene de la GP d’Ebola Reston, non pathogéne chez
I’homme. Bien que I’effet cytotoxique de la GP1,2 ait été démontré in vitro, la GP1,2 ne suffit

pas a elle seule pour expliquer la pathogénicité du virus Ebola in vivo [63,64].

La cytotoxicité de la GP1,2 est également attribuable au domaine extracellulaire de la GP2
qui entraine une diminution sélective de I’expression des molécules de surface essentielles
pour I’adhésion cellulaire, leur viabilité et la signalisation immunitaire, comme les intégrines
a5B3, conduisant a I’arrondissement des cellules et a leur détachement. La GP1,2 va lier la
dynamine, protéine impliquée dans le trafic cellulaire, perturbant ainsi le transport de ces
molécules d’adhérence a la surface des cellules. Elle va se fixer également a des molécules
présentes au niveau de la membrane plasmique, déclenchant I’endocytose de certains
récepteurs. La sGP et la GP1,2A n’ont pas d’effet cytotoxique, ce qui montre la nécessité de

I’intégrité du domaine transmembranaire de la GP.[65,66].

Il existe des mécanismes permettant de contréler la toxicité cellulaire de la GP1,2 du virus
Ebola, afin d’établir un juste équilibre permettant la réplication virale dans des conditions
optimales. Au stade précoce de I’infection, la synthése de GP1,2 est mesurée, du fait de la

production majeure, lors de la transcription, de la sGP, empéchant la surexpression de GP1,2.
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Un autre mécanisme régulateur fait intervenir la métalloprotéase TACE qui va tronquer
GP1,2 présent au niveau membranaire, pour augmenter 1’excrétion de GP1,2A, empéchant
ainsi GP1,2 d’exercer sa cytotoxicité [67,68].

5.3. Immunogénicité

La GP1,2, seule protéine de I’enveloppe virale, s’est révélée étre une protéine fortement
immunogeéne lors des essais d’immunisation sur les petits animaux et les primates dont
I’homme, avec production massive d’anticorps neutralisants, constituant ainsi un antigene de
choix pour la vaccination. Néanmoins, les épitopes fortement immunogenes sont situés sur le
domaine de type mucine, dont la lourde glycosylation empéche 1’accés aux anticorps
neutralisants [69-71].

5.4. Inhibition du systéme immunitaire

La GP1,2, par son domaine de type mucine, va perturber le processus de reconnaissance
d’antigéne et d’activation du systéme immunitaire, par inhibition du trafic cellulaire
permettant 1’acheminement de 1’antigene a la surface de la cellule, et par inhibition de
I’expression cellulaire du complexe majeur d’histocompatibilité de type 1 (CMH-1) impliqué

dans la présentation de I’antigéne au systeme immunitaire [66,72].

La GP transmembranaire posseéde une séquence semblable a la séquence
immunosuppressive retrouvée chez les rétrovirus oncogénes qui va inhiber in vitro la
prolifération des lymphocytes et des cellules mononuclées ainsi que la production de

cytokines pro-inflammatoires [73].

6. Implication de la sGP dans la pathogéneése du virus Ebola

6.1. Modulation de la réponse immunitaire spécifique

= Détournement des anticorps neutralisants

La sGP et la GP1,2 qui partagent la méme partie N terminale, possedent ainsi des épitopes
communs, conduisant a une réaction croisée des anticorps circulants neutralisant la GP virale.
Du fait de la synthese en grande quantité de la sSGP comparé a la GP1,2, elle sera rapidement
sécretée dans la circulation générale, et va ainsi absorber une grande partie des anticorps
neutralisants, empéchant la clairance des virions infectieux. Ainsi, la protéine sGP est capable
d’inhiber I’activité de neutralisation spécifique du virus Ebola par un sérum de survivant. La

GP1,2A possede également cette fonction de leurre des anticorps [74].
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= Subversion de la réponse humorale

Des études récentes évoquent le réle de sGP dans la subversion antigénique. En effet, la
SsGP présente en grande quantité dans le sang va étre reconnue préférentiellement par le
systeme immunitaire, biaisant la réponse humorale, par multiplication massive des
lymphocytes B producteurs d’anticorps reconnaissant des épitopes spécifiques a sGP ou
partagés entre sGP et GPI1,2, diminuant ainsi la production d’anticorps neutralisants
spécifiguement GP1,2. De méme, chez les personnes vaccinées avec GP1,2, le contact
ultérieur avec le virus Ebola qui produit la sGP, peut rediriger la réponse immunitaire vers des
épitopes partagés entre sGP et GP1,2 d’ou la nécessité d’obtenir une forte réponse

immunitaire vaccinale permettant d’éliminer le virus rapidement [75,76].
6.2. Controéle de la cytotoxicité induite par GP1,2

La sGP pourrait également avoir un réle dans la diminution de la cytotoxicité engendrée
par GP1,2. En effet, tandis que la GP1,2 est cytotoxique sur les cellules endothéliales,
augmentant ainsi la perméabilité vasculaire, I’administration de la sGP va restaurer la fonction

barriere des cellules endothéliales et aurait également un rdle anti-inflammatoire [77].

La sGP aurait également un role structural, remplacant la sous unité GP1 en s’assemblant
avec GP2, ce qui pourrait réduire la cytotoxicité du fait de ’absence du domaine de type

mucine de GP1 cytotoxique [78].
6.3. Autres réles présumés non établis

Des études avaient mentionné 1’inactivation des neutrophiles par fixation de sGP au
récepteur CD16b appartenant a la famille des récepteurs FcyRIIL Or, il s’est avéré que 1’étude
était biaisée et que la liaison au récepteur FcyRIII du neutrophile était due a la portion Fc de
I’anticorps anti-sGP présent dans 1’étude, puisque 1’utilisation de fragments Fab n’a pas

retrouve cette liaison sGP-neutrophiles [79].

Une hypothése a été soulevée, sur le role possible de sGP dans I’apoptose des
lymphocytes B et T, du fait de la présence de sGP en grande quantité dans le sang et de
I’absence d’infection des cellules lymphocytaires par le virus Ebola. Il s’est avéré que la sGP
n’induisait pas d’apoptose par la voie extrinseéque, et il n’existe pas de preuve a ce jour de son

implication dans I’activation de la voie intrinséque de 1’apoptose [80].
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Figure 9. Les multiples roles de la glycoprotéine soluble. La transcription du géne de la GP conduit
majoritairement a la production de sGP (A). Une protéase de type furine va cliver la pré-sGP (B)
produisant ainsi la sGP et le peptide A qui va bloquer I’entrée du virus Ebola dans la cellule (I). La
sGP va s’assembler en homodiméres qui sont rapidement sécrétés dans la circulation générale. Le role
de la sGP comme antigéne leurre pour les anticorps neutralisants (C) et son implication dans la
subversion antigénique (D) sont bien établis. Son réle dans I’inactivation des neutrophiles (F) et
I’induction de I’apoptose (G) est controversé. L’assemblage de sGP avec la GP2 induit probablement
une diminution de la cytotoxicité virale (H) (D aprés de la Vega et al.) [76].

7. Pathogénicité des différentes espéces du virus Ebola

7.1. Taux de mortalité

Seules trois especes, EBOV, SUDV et BDBV sont responsables d’épidémies humaines en
Afrique. Les souches EBOV et SUDV sont les plus meurtriéres, avec des taux de mortalité
qui sont respectivement de 79 % et de 63%. La premiére infection a EBOV en 1976 présentait
un taux de mortalité plus €levé, de 88%, du fait de la réutilisation d’aiguilles contaminées,
diffusant I’infection qui était plus grave car la contamination se faisait par voie parentérale. La
souche BDBV est peu agressive avec un taux de létalité moyen de 38%. RESTV fortement
mortel chez le singe, est non pathogéne chez I’homme, I’infection étant asymptomatique. La

souche TAFV n’a infecté qu’une seule personne, et n’a pas entrainé de décés. Elle fut
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responsable d’épidémies de fievre hémorragique chez le chimpanzé en Cote d’Ivoire, avec un
taux de mortalité de 25% [26,81].

Taux de mortalité des différentes espéces du virus Ebola chez I’homme

Ebola Zaire Ebola Soudan Ebola Bundibugyo Ebola Foret de Tai Ebola Reston

79% 63% 38% 0% 0%

Tableau 3. Comparaison des taux de mortalité entre les différentes espéces du virus Ebola [81].

Il est difficile de comparer les variations des taux de mortalité entre les différentes espéces
virales, étant donné les régions et contextes différents des épidémies successives. Les
différents degrés de pathogénicité constatés entre les différentes souches virales dépendent
des mutations présentes sur les sept génes codant pour les protéines virales. Il est clair que des
mutations du gene de la GP, qui est responsable en grande partie de la cytotoxicité et de la
virulence du virus Ebola, induisent des différences de pathogénicité, bien que non suffisantes
pour expliquer les différences entre EBOV et RESTV. Des mutations des genes codant pour
VP24 et VP35 qui induisent une immunosuppression par inhibition de la réponse a
I’interféron, vont également faire varier le taux de mortalité. De méme, chez le cobaye, une
mutation au niveau du géne de la protéine VP24 de la souche d’Ebola sauvage non pathogene
chez le cobaye a montré une virulence accrue, malgré un méme niveau d’inhibition de la
réponse a I’interféron que la souche adaptée au cobaye, ce qui laisse supposer que VP24

pourrait étre impliquée dans le passage de la barrieére d’espece [82-84].
7.2. Contagiosité du virus Ebola

La pathogénicité du virus Ebola est limitée par sa faible contagiosité. Les estimations du
taux de reproduction de base (R0) du virus Ebola au cours de I’épidémie de 2014-2015, qui
correspond au « nombre moyen de cas secondaires générés par une personne durant la période
ou elle est infectieuse » a montré un RO moyen de 1,51 pour la Guinee, 2,53 pour la Sierra
Leone et 1,59 pour le Libéria. Si on compare au RO de la rougeole, qui est de 18, le virus
Ebola est considéré comme peu contagieux, du fait de sa transmission uniquement par
contact, et non par voie aérienne, et de 1’absence de contagiosité en période d’incubation,
permettant la mise en quarantaine des cas contacts a une personne malade, avant qu’ils ne

soient eux-mémes contagieux [85].
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PARTIE 3 : CYCLE DE REPLICATION VIRALE
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Figure 10. Etapes de I’infection de la cellule hote par le virus Ebola. La glycoprotéine virale est
une protéine-clé intervenant a chaque étape de I’infection cellulaire. Elle va permettre 1’adhésion a la
cellule, I’internalisation du virus Ebola et sa liaison au récepteur intracellulaire Niemann Pick C1 va
catalyser la fusion des membranes cellulaire et virale. (D aprés Coté et al.) [86].

Du fait de la dangerosité du virus Ebola pour I’homme, sa manipulation ne peut se faire
que dans des laboratoires de niveau de biosécurité 4. La plupart des études de pathogénicité
ont été effectuées en utilisant des virus pseudotypés exprimant les protéines d’enveloppe du
virus Ebola ou par transfection de génes viraux d’intérét dans des cellules in vitro, permettant

d’étudier les interactions des protéines virales avec la cellule hote [87].
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1. Entrée dans la cellule héte

1.1. Adhésion cellulaire

L’utilisation de particules pseudo-virales exprimant la GP transmembranaire, seule
protéine présente sur I’enveloppe virale ayant vraisemblablement un rdle dans 1’entrée du
virion, a démontré le large tropisme cellulaire du virus Ebola qui peut ainsi infecter, entre
autres, les cellules de la lignée monocytaire, les cellules endothéliales, épithéliales et les
hépatocytes. En revanche, les lymphocytes ne sont pas des cellules permissives pour le virus
[74,88].

Contrairement a la plupart des virus enveloppés, les résidus aminoacides de la GP du virus
Ebola n’interagissent pas avec un récepteur membranaire spécifique de la cellule héte [57].

Le virus va se lier a sa cellule cible a travers 2 types de liaison relativement peu spécifiques :

= Les glycanes de la GP virale vont interagir avec des lectines de type C
Exemples de récepteurs lectines de type C: DC-SIGN retrouvés sur les cellules
dendritiques, DC-SIGNR sur les cellules endothéliales, L-SIGN dans le foie et les
ganglions lymphatiques, hMGL sur les macrophages.

Des modifications de glycosylation de la GP virale modifieraient 1’affinité pour
certains récepteurs, le domaine de type mucine se révélant nécessaire a la liaison avec

le récepteur lectine [89].

= Les phosphatidylsérines de 1’enveloppe virale vont interagir avec différents récepteurs.
Exemples de récepteurs a la phosphatidylsérine : T-cell Immunoglobulin and mucin
domain TIM-1 et TIM-4, complexe protéique composé de Gas 6 ou protéine S et de la
famille des récepteurs tyrosine kinase TAM (Tyro3, Axl et Mer).
Cette interaction entre les phosphatidylsérines de 1’enveloppe virale et leur récepteur
est d’ailleurs retrouvée chez de nombreux virus enveloppés [90].

De plus, le récepteur a du folate est un co-facteur important mais non nécessaire a I’entrée

virale [91].

Ainsi, le large tropisme cellulaire du virus Ebola peut s’expliquer par sa capacité a se lier
a différents types de récepteurs présents sur les lignées cellulaires a infecter, par liaison a sa
GP, aux phospatidylsérines de I’enveloppe virale ou aux deux. La liaison de la GP virale a son

récepteur membranaire n’activera pas cette derniére, mais va activer le récepteur de type
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lectine qui va déclencher une cascade de signalisation intracellulaire conduisant au processus

d’endocytose.

coprotein
ylations

Figure 11. Adhésion du virus Ebola a la cellule cible. Liaisons aspécifiques des glycanes de la GP
virale avec les récepteurs membranaires de type lectine et des phosphatidylsérines de 1’enveloppe
virale au récepteur TIM ou aux récepteurs tyrosine kinase TAM. (D aprés Moller-Tank et Maury) [57]

1.2. Endocytose

Les deux mécanismes d’endocytose spécifiques les plus employés par les virus sont les
vésicules tapissées de clathrines et 1’endocytose dépendant de la cavéoline. Malgré que
certaines études utilisant les virus pseudotypés exprimant la glycoprotéine virale aient
mentionné des voies d’internalisation utilisant des vésicules tapissées de clathrine ou de
caveoline [92,93], la voie principale d’internalisation du virus Ebola est la macropinocytose
avec formation de vesicules de 200 a 10 000 nm, compatible avec la taille de ’ordre du
micromeétre des virions. L’utilisation d’une voie par rapport aux autres dépend de la taille des

particules et des récepteurs présents sur la cellule héte [94,95].

Contrairement au virus de la stomatite vésiculaire (VSV) exprimant sa GP native qui lie
spécifiquement le récepteur LDL cholestérol permettant I’entrée cellulaire par endocytose par
manteau de clathrine, le VSV recombinant exprimant la GP du virus Ebola n’interagit pas
fortement avec un récepteur cellulaire spécifique, déclenchant ainsi 1’internalisation par le

mécanisme aspécifique de la macropinocytose.

La macropinocytose est un moyen d’internalisation qui doit étre stimulé par la cellule
cible (sauf dans les cellules dendritiques ou elle est constitutive). La liaison de la GP virale a
son récepteur membranaire va activer la voie de signalisation P13 Kinase, stimulant la
macropinocytose par mobilisation du cytosquelette d’actine. Des inhibiteurs de cette voie de
signalisation empécheraient ainsi 1’infection cellulaire par le virus. La présence du récepteur

protéine kinase AxI sur la cellule cible, qui agirait comme un co-récepteur, en se liant aux
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phosphatidylsérines de 1’enveloppe viral favoriserait le mécanisme de macropinocytose

augmentant ainsi 1’infectivité [96-97].

Il existe également un mécanisme d’internalisation résultant de I’interaction de TIM-1
avec les phosphatidylsérines de 1’enveloppe virale, indépendamment de la présence de la GP

virale, par mimétisme apoptotique [98].
1.3. Trafic intracellulaire

La particule filovirale internalisée doit ensuite étre acheminée jusqu’au compartiment
cellulaire ou se situe le matériel et I’environnement nécessaires a 1’activation de la GP virale.
Pour cela, la particule virale va transiter a travers le systeme de trafic vésiculaire de la cellule.
Le transport du virus Ebola au sein des vésicules d’endosomes va nécessiter la présence de
petites protéines GTPases, dénommées Rab5 et Rab7 qui en fonction de leur association au
GTP ou GDP vont réguler le transport vésiculaire. La régulation des Rab se fait grace aux
Guanine Echang factor (GEG) et GTPases Activating Proteins (GAP). La maturation de
I’endosome précoce s’effectue lors de la substitution de la protéine Rab5 associée a cette
vésicule par la protéine Rab7 permettant la transformation en endosome tardif.

Le virus Ebola contrairement au virus Marburg nécessite un complexe protéique formé de
différentes sous-unités nommé HOPS (homotypic fusion and vacuole protein sorting), pour
réguler la fusion des membranes au niveau du lysosome. En fait, le complexe HOPS va
interagir avec les protéines Rab, régulant la transition des endosomes et avec les protéines

SNARE responsables de la fusion des vésicules [95].

Ce transit intracellulaire a pour objectif d’accéder a des compartiments contenant deux
facteurs cellulaires essentiels pour la fusion de la membrane des Filovirus avec celle de I’héte,

les cathepsines et la protéine Niemann-Pick C1.
1.4. Activation de la glycoprotéine virale

La particularité de la GP du virus Ebola est que sa maturation par clivage, libérant le
peptide de fusion, n’a pas lieu par les protéases furine lors de la synthése de nouveaux virions
par la cellule-héte, mais par des protéases endosomales apres ’entrée cellulaire du virus. En
effet, la libération du peptide de fusion ne sert pas a I’interaction avec la cellule-hdte puisque
I’entrée se fait par endocytose aspécifique, ne nécessitant pas 1’activation de la GP virale.

Cette activation a lieu au niveau du lysosome afin d’assurer la fusion membranaire.
y
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Une fois le virus internalisé et acheminé au compartiment cible, le clivage de la GP virale
s’effectue par des protéases endosomales qui agissent a pH acide, en particulier les
cathepsines B et L. La cathepsine B a un rdle essentiel, tandis que la cathepsine L est
accessoire mais son activité augmente 1’infection cellulaire. Des études ont montré que des
thermolysines bactériennes et des protéases presentes dans les cellules VeroE6 peuvent se
substituer a ces cathepsines. Les protéases vont cliver les régions variables de GP1 (domaine
de type mucine et coiffe de glycosylation) découvrant ainsi le domaine N terminal de GP1 lié
a GP2 par un pont disulfure [99-101].

1.5. Fusion de la membrane virale et de la membrane cellulaire

La libération du domaine N terminal du fragment GP1 expose une région se liant
spécifiqguement a une protéine lysosomale, le récepteur Niemann-Pick C1 (NPC1), dont le
role physiologique est d’assurer le transport du cholestérol dérivé des LDL, des lysosomes au

compartiment intracellulaire [102].

Cette liaison de GP1 & NPC1 est essentielle a la fusion de la membrane des Filovirus avec
celle de la cellule cible puisque des études ont montré que I’absence de NPC1 conférait une
résistance des cellules a I’infection par les Filovirus. L’expression de cette protéine est
nécessaire, qu’elle soit fonctionnelle ou non. L’utilisation d’antagonistes spécifiques de ce
récepteur n’interférant pas avec la fonction essentielle de transport du cholestérol de NPC1
semble étre une piste thérapeutique intéressante. Une étude récente a montré que le virus
Lassa possédait un mécanisme similaire de fusion virale grace a I’existence d’un récepteur

lysosomal spécifigue LAMP1 liant la GP1 virale a pH acide [103,104].

Membrane
cellulaire

l.’
e
—’ } HRI
GPI

HR2
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Membrane
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Figure 12. Le mécanisme de fusion membranaire. L’activation de GP1 par sa liaison au récepteur
NPC1 va permettre le relachement du peptide de fusion présent sur GP2 qui va s’insérer dans la
membrane de I’hote. La forte interaction entre les séquences peptidiques HR1 et HR2 va permettre le
repli de GP2, conduisant ainsi a la fusion de la membrane virale avec celle de 1’héte (D ’aprés Coté et
al) [86].
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Une fois GP1 activé par sa liaison a NPC1, elle ne restreint plus la sous unité GP2 qui
étend sa boucle hydrophobe, insérant son peptide de fusion dans la membrane cellulaire. Le
changement conformationnel de GP2 en milieu acide, d’une forme métastable a une forme
stable de basse énergie par relachement du peptide de fusion va libérer 1’énergie nécessaire a
la fusion des membranes. GP2 va ensuite se replier adoptant une conformation a six hélices,

permettant la fusion des membranes, libérant la particule virale dans le cytoplasme [105].
2. Transcription et réplication

La transcription et la réplication du virus Ebola ont lieu dans le cytoplasme, apres
libération du génome viral. La transcription est médiée par le complexe VP30-VP35-
polymérase virale. L’ARN polymérase ARN dépendante va synthétiser un ARN messager de
polarité¢ positive complémentaire du brin d’ARN viral, qui sera ensuite traduit en protéines
virales. La phosphorylation de VP30 va entrainer sa dissociation du complexe, signal de la
réplication de I’ARN viral négatif, qui sera de nouveau incorporé dans les virions infectieux
[106].

3. Assemblage et libération du virion infectieux

Initialement décrit sur la protéine structurale Gag du VIH, des motifs peptidiques
conservés ont été retrouvés chez la majorité des virus enveloppés. Ces séquences sont
nommees les domaines tardifs ou L domaine (late domain), du fait de leur implication dans la
phase tardive du bourgeonnement viral. Ces motifs sont normalement impliqués dans les
interactions entre les protéines cellulaires, démontrant ainsi que les protéines virales par
I’intermédiaire de ce domaine L peuvent interagir avec les protéines de 1’hote afin de
détourner la machinerie cellulaire pour assembler les virions infectieux et permettre leur
bourgeonnement. Ainsi, 1’assemblage et la libération du virus Ebola a partir de la membrane

plasmique requiert une interaction entre les protéines du virus et de la cellule hote [107,108].

Lors de I’assemblage, la polymérase est associee au complexe ribonucléoprotéique grace a
son interaction avec VP35. La nucléoprotéine va servir de noyau pour I’assemblage de la
nucléocapside, nécessitant les protéines VP35 et VP24, La protéine de matrice VP40 a un réle
majeur dans 1’assemblage et la libération du virus Ebola, car son expression in vitro dans des
cellules de mammiféres entraine la libération de particules pseudo-virales filamenteuses. Elle
va interagir avec la nucléocapside afin de 1’acheminer a la membrane plasmique, et permettre

son incorporation au sein du virion infectieux [109,110].
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Aprés synthese de la protéine VP40 monomérique, cette derniére va exploiter la voie de
transport rétrograde puis va cibler les radeaux lipidiques de la membrane plasmique qui vont
servir de plateformes pour 1’assemblage des virions. L’interaction ¢électrostatique entre
I’extrémité C terminale cationique des dimeres de VP40 aux phosphatidylsérines anioniques
de la membrane cellulaire va permettre un changement de conformation de VP40, qui forme
un hexameére ou un octameére, lorsqu’elle est liée a de I’ARN. L’oligomérisation de VP40 va
permettre I’insertion de la boucle hydrophobe, présente sur son extrémité C terminale, dans la
membrane cellulaire, permettant ainsi I’ancrage de VP40, facilitant la libération future du
virion. L’assemblage de plusieurs hexameéres de VP40 conduit & la formation de particules
pseudo-virales filamenteuses, apportant la force motrice nécessaire pour la courbure de la
membrane plasmique nécessaire au bourgeonnement viral, avec 1’aide des protéines de 1’hote
[111,112].

La protéine VP40 contient deux domaines L constitués des motifs peptidiques PTAP et
PPPEY, permettant le recrutement des protéines de 1’hote, indispensables a 1’assemblage et au
bourgeonnement viral. Le motif PTAP va lier la protéine Tsg101 (tumor susceptibility gene
101), sous-unité du complexe protéique ESCRTL1 (endosomal sorting complex required for
transport) impliqué dans le tri des protéines de la cellule hote. La liaison a Tsgl01l va
permettre I’assemblage du complexe ESCRTI au site de bourgeonnement cellulaire puis la
formation du complexe ESCRT2 et enfin ESCRT3 contenant la protéine ATPase Vps4
nécessaire au désassemblage d’ESCRT3, permettant son utilisation pour la libération d’autres
virions. Des mutants d’ESCRT3 et Vps4 entrainent 1’arrét du bourgeonnement viral a un stade
tardif. Le second motif PPPEY du domaine L du virus Ebola va lier une ubiquitine ligase
Nedd4, nécessitant 1’oligomérisation de VP40. Ainsi le virus Ebola, comme la plupart des
virus enveloppés, va recruter des facteurs cellulaires qui agissent normalement dans la
formation de corps multivésiculaires a partir du lysosome. Ces protéines cellulaires vont aider
a initier le processus d’assemblage des virions médié par la protéine VP40, par
ubiquitinylation de cette dernicre, processus permettant d’initier le bourgeonnement a partir
de la membrane plasmique. Puis, le recrutement des complexes ESCRT notamment ESCRT3
et Vps4 qui sont nécessaires a la derniére étape du bourgeonnement viral, permet le
relachement du virus & partir de la membrane plasmique. Ainsi, la machinerie cellulaire de tri
protéique serait donc impliquée dans le bourgeonnement et la libération du virus Ebola,

nécessitant la présence d’actine pour les mouvements cellulaires [113,114].

43



PARTIE 4 : EPIDEMIOLOGIE ET CYCLE DE TRANSMISSION VIRALE
1. Aire de répartition géographique de la maladie a virus Ebola
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Figure 13. Répartition geéographique des épidémies de maladie a virus Ebola humaines et
animales ainsi que de la séroprévalence dans la population. (D ‘aprés I’OMS, 2007) [115].

Sur cette carte, on peut voir que les épidémies a virus Ebola chez I’homme sont
concentrées en Afrique Centrale et en Afrique de I’Ouest, avec comme épicentre les villages
ruraux situées a la lisiere de la forét tropicale dense et humide, comme la forét du Bassin du
Congo ou la forét de Tai en Cote d’Ivoire, véritable niche écologique du virus Ebola. De plus,
dans de nombreux pays de cette région africaine, il existe une preuve sérologique de
circulation de ce virus dans la population. L’espéce Ebolavirus Reston est la seule souche
d’origine asiatique, retrouvée aux Philippines, ou elle est responsable d’épidémies chez le
singe et le porc d’élevage [24]. L aire de répartition géographique du virus Ebola semble étre
comprise entre les 5°™s paralléles Nord et Sud situés de part et d’autre de I’équateur.
Néanmoins, la découverte récente du génome d’un Filovirus chez des chauves-souris, en
Europe, pourrait laisser supposer que cette famille virale a une répartition géographique
beaucoup plus vaste que celle revélée par la présence des épidémies, circulant

« silencieusement » au sein de son espéce réservoir. De plus, on peut voir que la répartition
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géographique des épidémies a virus Ebola chez I’homme et 1’animal est corrélée a 1’aire de
répartition des chauves-souris frugivores, corroborant ainsi 1’hypothése qu’elles constituent le

réservoir naturel du virus Ebola et la source de contamination animale et humaine.
2. Espece réservoir du virus Ebola

Les chauves-souris frugivores de la famille des Pteropodidae seraient les hotes naturels du
virus Ebola. En effet, en étudiant des milliers de petits vertébrés sains capturés pres de
carcasses de primates infectés, les chercheurs ont isolé des anticorps spécifiques IgG dirigés
contre EBOV et des fragments du génome viral dans le foie et la rate de trois especes de
chauve-souris frugivores. Pour autant, la présence du virus Ebola vivant réplicatif n’a jamais
été retrouvée chez les chauves-souris, contrairement au virus Marburg [5]. De méme, 1’espéce
Roussette d’Egypte a ¢été identifiée comme étant le réservoir naturel du virus Marburg
[116,117]. Le séquencage des fragments génomiques montre une grande stabilité du virus
Ebola, suggérant une faible multiplication virale au sein de 1’hdte réservoir sans véritable
pression de sélection [118]. Les chauves-souris sont des animaux qui hébergent de nombreux
virus, tels que les Rhabdovirus ou Paramyxovirus, sans développer les symptdmes de la
maladie, car ces espéces ont co-évolué depuis des millions d’années avec ces virus,
permettant une adaptation compléte de ces derniers a leur héte. Elles sont porteuses saines du
virus Ebola, ne présentant ainsi pas de signes évolutifs de la maladie. Elles ont donc un role
majeur dans la persistance du virus dans 1’environnement. La baisse de la population de ces
chauves-souris en Afrique ces derniéres années a réduit la capacité d’hébergement du virus
Ebola, qui a ainsi subi un goulot d’étranglement génétique, réduisant la diversité génétique
virale [119].

Les grands singes ne constituent pas le réservoir naturel du virus, ce sont des hotes
accidentels, qui au contact du virus Ebola, développent la maladie et décedent en quelques

jours.
3. Hotes intermédiaires

De méme, des séquences génomiques du virus Ebola ont été isolées dans des organes de
plusieurs especes de rongeurs et petits mammiferes, avec absence de réplication virale et
d’anticorps spécifiques, évoquant un cycle incomplet de réplication virale. Ces especes
seraient vraisemblablement des hétes intermédiaires du cycle du virus Ebola [120]. Les

séquences virales se sont intégrées dans le génome de I’hdte, ce qui est plutdt rare pour les
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virus de mammiféres non rétroviraux, leur réplication n’étant pas nucléaire et ceux-ci
nécessitent la cooptation de la réverse transcriptase endogéne pour former des transcrits
d’ADN viraux [121]. Ceci souligne ainsi la coévolution de ces petits mammiféres avec le

virus sur une longue période, de plusieurs millions d’années [122].
4. Transmission virale de I’espéce réservoir aux animaux de brousse

Les chauves-souris sont des vecteurs de la maladie Ebola et sont sources d’épizooties,
contaminant différentes espéces au régime frugivore, comme les grands singes ou les
antilopes. 1l y a un pic de mortalité chez les grands singes a la fin de la saison séche, ou les
ressources se raréfient, et ou les chauves-souris et autres espéces frugivores entreraient en
compétition pour manger les mémes fruits, occasionnant des rapprochements entre les deux
especes. La saison séche est aussi la période des mises bas de chauve-souris, conduisant a des
changements immunitaires avec reprise de la réplication du virus Ebola et apparition d’une
virémie. La contamination se ferait par consommation de fruits souillés par le sang ou les

liquides placentaires de la chauve-souris lors de la mise bas [123].

Aux Philippines, en plus d’infecter le singe crabier, RESTV peut également infecter le
porc de maniére asymptomatique. L’étude a montré que les porcs contaminés excrétant le
virus par leur nasopharynx, ont transmis Ebola a plusieurs fermiers travaillant sur
I’exploitation qui présentaient une sérologie positive, démontrant ainsi qu’une transmission du
porc a I’homme est possible. Les élevages de porcs contaminés étaient situés a coté de vergers
abritant de nombreuses chauves-souris, probable source de contamination virale [25]. De
méme, une étude chez le chien a montré une séroprévalence a virus Ebola plus élevée dans les
villages africains ayant subi une épidémie (32%), comparée a ceux vivant en milieu urbain
(8%). La preuve scientifique n’a pas été apportée de la possible transmission Vvirale du chien a
I’homme. Néanmoins, ils constituent un indicateur indirect de la circulation du virus Ebola
[124].

5. Transmission de ’animal 4 ’Homme

Le virus est également zoonotique puisque ’homme est un hote accidentel qui va étre
contaminé par contact avec les carcasses d’animaux infectés comme les primates, les
antilopes, les porcs épics ou les petits rongeurs. Ainsi, en 1994, une ethnologue suisse a été

contaminée par le virus Ebola lors de 1’autopsie d’un chimpanz¢, et de nombreuses épidémies
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humaines ont débuté par la manipulation et le dépegage de carcasses d’animaux retrouvés

morts ou tues lors de la chasse [28].

De plus, en 2009, des chercheurs de I’IRD ont montré que les chauves-souris peuvent
directement transmettre le virus Ebola a I’homme. Ainsi elles furent a I’origine de I’épidémie
de 2007 en Républiqgue du Congo, ou la migration annuelle des chauves-souris eétait
particulierement massive cette année-la, constituant ainsi une importante source de nourriture
pour le village ou est née 1’épidémie. Le patient zéro était une fillette de 4 ans dont le pére
vendait des chauves-souris fraiches au marché, la fillette s’étant contaminée en effectuant de
longs trajets dans les bras de son pére [6]. De méme, des chauves-souris ont été retrouvées
dans I’usine de coton de Nzara, point de départ de la premicre épidémie a SUDV et plusieurs
cas de contaminations humaines a virus Marburg ou Ebola, par contact avec des chauves-

souris ou leurs déjections dans des grottes africaines ont été rapportés.
6. Eco-épidémiologie

La perturbation de 1’écosystéme forestier par ’homme ces dernieres années augmente
le risque de contact entre le réservoir du virus et I’homme. La création de routes forestiéres et
de villages le long de ces routes permet la pénétration de I’homme dans un écosysteme fermé,
ou le virus circulait dans son réservoir sauvage jusque-la peu accessible. Le défrichement di
aux activités agricoles et I’exploitation forestieére va dégrader le milieu forestier, conduisant a
une migration de la faune aux lisiéres habitées, a 1’origine d’un rapprochement entre les hotes
intermédiaires et 1’homme. La surveillance microbiologique chez ces populations
intermédiaires permet de détecter précocement de possibles épidémies animales, permettant
de mettre en place des mesures de prévention adaptées afin d’éviter la transmission a
I’homme [118].

7. Transmission interhumaine

Tant que les sujets infectés ne présentent pas de symptdmes, ils ne sont pas
contagieux. L’homme se contamine par contact direct de sa peau lésée ou d’une de ses
muqueuses avec du sang, des organes, des sécrétions ou liquides biologiques (sueur, urine,
salive, selles, vomissures, lait maternel et semence) de personnes ou d’animaux de brousse
infectés comme les singes, les chauves-souris frugivores, les antilopes des bois ou les porcs
¢épics malades ou morts. L’homme peut également se contaminer par ingestion de viande de

brousse crue contaminée, mais également lors de sa manipulation au cours de la chasse, son
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dépecage et sa transformation pour sa consommation. La contamination peut également étre
indirecte, par contact avec des surfaces ou des matériaux comme le linge de lit ou des

vétements souillés par des liquides biologiques contaminés [125].

Les rites funéraires jouent un réle important dans la transmission du virus en Afrique.
Lors des cérémonies funéraires de lavement de la dépouille, les proches sont en contact direct
avec le défunt. En effet, lors de la mort d’un individu infecté, la charge virale est a son point

culminant, c’est pourquoi les défunts sont fortement contagieux pour leurs proches [126].

Lors des premiéres épidémies a virus Ebola, la transmission était essentiellement
nosocomiale, dans les établissements de soins et hopitaux locaux, contaminant le personnel de
santé, qui ne disposait pas d’équipements de protection individuelle, et les patients sains, par

réutilisation d’aiguilles contaminées notamment [18,22].

La contamination se faisant par contact direct avec les liquides biologiques d’un
patient infecté, la transmission sexuelle a donc été évoquée. Une étude récente chez 68
survivants du virus Ebola lors de I’épidémie de 2014-2015 en Sierra Leone a montré que le
virus pouvait persister dans la semence des patients pendant 1 an. Cette transmission sexuelle
a été la source de nouveaux cas d’Ebola en janvier 2016, du fait de la persistance du virus
Ebola au niveau testiculaire, alors qu’on annongait la fin de 1’épidémie apres 1’arrét de toutes
les chaines connues de transmission, et la fin des 42 jours correspondant au double de la durée
de la période d’incubation. De méme, un médecin américain ayant contracté Ebola a subi une
réactivation virale plusieurs mois aprés sa guérison, au niveau de son ceil, qui est devenu
inflammatoire, sans que le virus ne soit excrété dans les larmes et les tissus extérieurs de I’ceil

[127-129].

Les femmes enceintes sont susceptibles de transmettre le virus au feetus, avec risque
de fausse couche spontanée ou de mort feetal in utero. De méme, les femmes allaitant leur

enfant peuvent les contaminer, le virus pouvant étre excrété dans le lait maternel.

Les moustiques ou autres insectes ne sont pas des vecteurs de la maladie a virus Ebola.
Ainsi, le virus Ebola ne se réplique pas, apres inoculation intrathoracique chez plusieurs
arthropodes. Seules quelques espéces de mammiferes comme les singes, certaines especes de
rongeurs, les chauves-souris et ’homme ont montré la capacité de devenir infectées et

propager le virus Ebola [130].
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Concernant la transmission par voie aérienne, lors de 1’épidémie a RESTV aux Etats-
Unis, un singe infecté situé dans une cage séparée, a contaminé d’autres singes sans qu’il n’y
ait de contact direct entre eux, soulignant la possibilité d’une transmission aérienne d’Ebola.
De méme, une étude chez le primate non humain a montré une contamination des animaux
apres inhalation de particules aérolisées contenant le virus EBOV [131,132]. Pour autant, le
virus Ebola ne serait pas contagieux par voie aérienne chez I’homme, mais uniquement par
dép6t de gouttelettes chargées de virus sur une peau lésée ou des muqueuses, lors de
I’éternuement notamment. Les scientifiques ont émis I’hypothése de possibles mutations
virales a ’origine d’un changement du mode de transmission virale, permettant ainsi sa
transmission par voie aérienne. Du fait de la facilité d’expansion du virus dans une population
par contact direct, de la stabilité virale ces derniéres années avec un taux relativement
constant de mutations malgré une réplication intense au cours de I’épidémie de 2014-2015, et
le fait qu’il faudrait de nombreuses mutations sur une longue période pour pouvoir changer

son mode de transmission, cela semble ainsi peu probable.

Cycle enzootique Cycle épizootique

Un nouvel élément de preuve désigne L'épizootie provoquée par les ebolavirus se manifeste de I'exception du virus Reston qui n'est a l'origine d'aucune
avec une forte probabilité les facon sporadique, entrainant une forte mortalité chez les pathologie détectable chez I'étre humain. On ne sait
chauves-souris comme les primates non humains et les céphaloph que rien du méc de du virus chez 'étre
réservoirs-hotes des ebolavirus, bien susceptible de précéder l'apparition de cas chez I'étre humain, déclenchant des vagues de transmission

que les modes locaux de maintenance humain. Les dues aux ebol it intert etune

et de transmission enzootiques du virus chez I'atre humain une forme aigué de maladie, a

au sein des populations de

chauves-souris demeurent inconnus.
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Figure 14. Le cycle naturel du virus Ebola. Au sein de sa niche écologique, la forét tropicale
africaine, le virus Ebola circulerait dans son réservoir naturel, la chauve-souris. De maniére
sporadique, lors de la raréfaction des ressources, ces derniéres entreraient en compétition avec des
animaux de brousse possédant le méme régime alimentaire, a 1’origine d’un rapprochement entre ces
especes, menant a la contamination. L’homme va se contaminer par contact direct avec des carcasses
d’animaux de brousse retrouvées dans la forét ou aupres de 1’espece réservoir. L’épidémie va ensuite
se propager par transmission interhumaine (d’aprés The Center For Disease Control) [133].
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PARTIE S5 : EVOLUTION VIRALE
1. Origine des Filovirus

Bien que les premiers cas d’infection a Filovirus aient été découverts récemment, chez le
primate, il y a presque 50 ans, 1’analyse phylogénétique regroupant les séquences génomiques
des difféerentes especes des virus Ebola et Marburg semblent indiquer que ces virus circulent
depuis plusieurs milliers d’années. Auparavant, on pensait que les Filovirus, y compris le
virus Lloviu découvert en 2003 et appartenant au genre Cuevavirus, partageaient un ancétre
commun datant de 10 000 ans environ, estimé a partir du taux de substitutions non synonymes
du géne de la GP du virus Ebola et Marburg, qui est de I’ordre de 3,610 par site par an
(évolution 100 fois plus lente que les Rétrovirus) et du degré de divergence entre les deux
séquences virales [134]. En 2014, une étude comparant les sequences des cing especes du
virus Ebola, estimait 1’age de 1’ancétre commun du virus Ebola a 1257 ans. [135] Carroll et al.
ont estimé que I’ancétre commun des différents variants de la souche EBOV datait de 1960
ans, alors qu’il était de 1173 ans pour SUDV et 1979 ans pour RESTV [49]. Une étude
récente a pourtant démontré que les Filovirus infectent les mammiféres depuis beaucoup plus
longtemps, estimant 1’age de I’ancétre commun a 16 a 23 millions d’années. Les chercheurs
ont trouvé des genes fossiles de Filovirus intégrés dans I’ADN de quatre espéces de rongeurs
différents. Cette insertion génétique a probablement eu lieu chez ’ancétre commun de ces
rongeurs, datant I’infection virale avant I’époque du Miocéne, période a laquelle les rongeurs
ont évolué en différentes espéces, vu la probabilité infinitésimale que le geéne viral s’insere au
méme endroit chez les quatre especes, sur des milliards de paires de base. Le matériel
génétique ressemblant davantage au virus Ebola qu’au virus Marburg, cela montre que les

deux lignées virales avaient déja divergé au cours du Miocéne [122].
2. Taux de mutations

Une étude conduite rétrospectivement, séquencant les 249 nucléotides de la GP virale
a montré 1’incroyable stabilité du virus Ebola lors de 1’épidémie de 1994 au Kikwit, qui a duré
6 mois, suggérant que le virus Ebola a tres peu évolué au cours des épidémies sporadiques
antérieures [136]. En 2013, Caroll et al. ont montré en séquencant le génome entier des
souches EBOV, SUDV et RESTYV la relative stabilité du virus Ebola, avec respectivement
7.06 x10™ 0.46 x 10* and 8.21 x10* substitutions par site par an, la souche SUDV ayant

un taux d’évolution beaucoup plus lent, ce qui en fait la souche la plus ancienne [49].
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3. Diversité génétique

Si on considére que les chauves-souris sont le réservoir naturel du virus, il est intéressant
de noter qu’Ebolavirus Zaire a subi récemment un goulot d’étranglement génétique,
probablement du fait de la réduction importante du nombre de chauves-souris, suite aux
variations climatiques et aux activités humaines. En effet, le séquencage du géne de la
polymérase d’EBOV chez ces chauves-souris montre un ancétre commun récent. Ceci
pourrait expliquer le fait que toutes les épidémies d’Ebola depuis 2001 sont dues a des virus

ayant évolué a partir de cet ancétre commun récent, Circa, qui date de 1999, probablement
introduit par les chauves-souris.
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Figure 15. Arbre phylogénétique comparant les séquences des différents Filovirus. Etablissement

des relations de parenté par comparaison de trente et une séquences de génome entier de Filovirus
grace au logiciel Clustal Omega 1.2. (D aprés de la Vega et al.) [81].
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4. Pression de sélection

Bien que les ratios inférieurs a 1 d’EBOV (0.229), SUDV (0,328) et RESTV (0,329)
montrent que la GP virale ne subit pas d’importantes pressions de sélection, d’autres analyses
ont montré que certains acides aminés de la GP étaient sous sélection positive. On peut penser
que certaines mutations au niveau de la GP, qui est impliquée dans la liaison du virus a la
cellule-hdte et la fusion membranaire, a permis le passage de la barriére d’espéce des
chauves-souris aux primates. L’adaptation du virus Ebola aux primates a été a ’origine de
I’incroyable réduction de diversité génétique depuis 1970, seule une petite proportion de la
population virale initiale a su s’adapter a son hote, subissant des pressions de sélection

extrémes.
5. Origine et évolution du virus Ebola au cours de I’épidémie de 2014-2015

La souche guinéenne du virus Ebola responsable de 1’épidémie de 2014-2015 en Afrique
de I’Ouest est issue du virus Ebola Zaire présent en Afrique centrale, qui aurait migré vers
I’Ouest au cours de I’année 2004. L’épidémie est due a une transmission unique de 1’animal a
I’homme, ayant conduit & une propagation interhumaine. Deux lignées virales divergentes
vont ensuite s’étendre de la Guinée a la Sierra Leone. Etant donné que 1’épidémie en Afrique
de I’Ouest, a touché un plus grand nombre de patients, sur une plus longue période, comparée
aux épidémies antérieures, on peut s’attendre raisonnablement, a ce que le virus, dont I’ARN
polymérase fait déja de nombreuses erreurs de réplication, du fait de la réplication intense,
subisse un plus grand nombre de mutations. Bien que 1’étude menée par Gire et al alarmait
quant a I’augmentation du taux de mutation de la souche guinéenne Makona (deux fois plus
élevé par rapport au taux de mutations de base), de nombreuses études ont démenti son
affirmation [137]. L’étude la plus récente, basée sur le génome entier, mentionnait un taux
d’évolution de 1.23x1073, montrant une relative stabilité virale au cours de cette épidémie &
grande échelle. Malgré une dispersion spatiale importante, 1’évolution virale est caractérisée
par une dérive génétique neutre. Bien que peu probable, I’accumulation de mutations
combinée a la sélection naturelle et la dérive génétique, pourrait conduire a une transmission
aéroportée du virus Ebola. De méme, il est important de surveiller I’évolution virale et les
mutations avec sélection positive d’épitopes cruciaux afin d’évaluer la perte possible
d’efficacité des traitements expérimentaux et des tests diagnostiques bases sur le séquengage

du génome viral [81].
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PARTIE 6 : LA MALADIE A VIRUS EBOLA
1. Aspects cliniques de la maladie a virus Ebola

*Durée de 2 a 21 jours (moyenne 8 jours)
* Phase asymptomatique

_Période | . patient non contagieux
d'incubation )

*Du ler jour au 5éme jour
« Apparition brutale de symptomes pseudo-grippaux
Phase 1 « Confusion possible avec les maladies épidémiques locales

* Du 3éme jour au 7éme jour
* Troubles digestifs (du 3eme au 5eme jour)
« Le patient survivant (30%) : symptomatologie modérée et amélioration a partir de J5

Phase 2|, £ryption cutanée (du 5éme au 7éme jour) J

*Du 7éme jour au 12éme jour
» Hémorragies diffuses (30-50% des patients, majoritairement ceux dont l'issue est fatale)
« Choc, défaillance multiviscérale, encéphalopathie

Phase 3 | . 7094 de décés pour une infection a Ebola Zaire )

Figure 16. Les différentes phases cliniques de la maladie a virus Ebola. A partir de symptémes
relativement aspécifiques, la maladie a virus Ebola se distingue des autres pathologies épidémiques
présentes en Afrique, par la présence d’une éruption cutanée caractéristique fréquente et de signes
hémorragiques, généralement frustes et peu fréquents. La contagiosité augmente avec la progression
de la maladie et I’intensification de la réplication virale.

La période d’incubation, qui est définie comme le temps écoulé entre I’infection par le
virus Ebola et I’apparition des premiers symptomes, s’échelonne entre 2 et 21 jours, variant
notamment en fonction du mode de contamination par le virus Ebola (environ 6 jours par une
injection contaminée, 10 a 13 jours par contact direct avec 1’hdte infecté), avec une moyenne
de 8 jours. Tant qu’elles ne présentent pas de symptomes, les personnes infectées n’excretent

pas le virus dans leurs fluides corporels, et ne sont donc pas contagieuses.

Au stade précoce, les signes cliniques de la maladie sont aspécifiques, d’ou la difficulté de
differencier la maladie a virus Ebola des autres maladies infectieuses epidémiques en Afrique
(paludisme, fiévre typhoide, choléra...). Les premiers symptomes sont de type pseudo-
grippaux avec apparition brutale d’une forte fiévre, malaise, asthénie intense, myalgies,

arthralgies, céphalées persistantes et parfois pharyngite accompagnée de toux.

La maladie peut progresser, avec 1’apparition environ 3 a 5 jours plus tard de la deuxieme

phase de la maladie qui est caractérisée par des symptdmes gastro-intestinaux avec une
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anorexie, des douleurs abdominales, des diarrhées aqueuses profuses (jusqu’a 5 litres par jour,
symptomatologie semblable au choléra) et des vomissements, pouvant mener a la
déshydratation du patient. Une éruption cutanée non prurigineuse de type morbilliforme
apparait parfois aux environs du 5°™ au 7*™ jour, suivie d’un érythéme violacé pouvant se

généraliser a I’ensemble du corps.

Une fois la maladie installée, la coagulation intravasculaire disséminée va conduire a la
formation de caillots, qui en obstruant les capillaires sanguins, vont entrainer la nécrose de
nombreux organes, comme le foie, les reins, la rate ou le cerveau, aboutissant entre autres a
une insuffisance rénale et hépatique, renforcées par la cytotoxicité propre du virus Ebola. Les
symptdémes neurologiques sont fréquents lors des infections a Filovirus. Le patient va étre
prostré, aura un comportement passif, un visage inexpressif, mais peut également devenir
agité et colérique, ou présenter des troubles de la mémoire. Les premiéres infections a virus
Marburg, du fait de la découverte de D’atteinte cérébrale lors de I’autopsie des patients

décédés, étaient a tort assimilées au virus de la Rage.

La troisiéme phase de la maladie & partir du 6°™ jour, est caractérisée par la présence de
signes hémorragiques généralement discrets, présents chez environ 30 a 50% des patients. Ils
peuvent étre frustes, comme des ecchymoses, des pétéchies, hémorragies conjonctivales,
épistaxis, saignements des gencives, oraux ou vaginaux, puis ils deviennent généralisés avec
principalement un méléna (appelée « diarrhée rouge » dans les pays africains), hématémese
ou vomito negro, fortement contagicux. Au stade terminal de la maladie, 1’hypotension
réfractaire accompagnée de la coagulation intravasculaire disséminée aboutit a un état
semblable a un choc septique, pouvant entrainer un collapsus et une défaillance multiviscérale
conduisant a la mort du patient. L’atteinte cérébrale terminale peut conduire a une perte de

conscience, a des crises épileptiques, puis a 1’état de mort cérébral.

Les enfants présentent plus de symptomes respiratoires tels que toux ou dyspnée, ainsi que

des symptdmes gastro-intestinaux et moins de signes neurologiques ou de saignements.

Chez les patients survivants (environ 30% pour EBOV), les symptémes sont relativement
frustes tels que fébricule, conjonctivite, céphalée, diarrhée legére, pendant plusieurs jours,
puis I’amélioration de 1’état général survient aux environs du 5eme jour, suivie d’une phase de
convalescence de 1 a 3 semaines, avec persistance d’une asthénie, anorexie, d’arthralgies et
de myalgies pendant environ 6 mois. Les survivants peuvent également avoir des sequelles

neurologiques, hépatiques ou oculaires.
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Concernant 1’épidémie en Afrique de 1’Ouest, la maladie est mortelle pour environ 70%
des patients, avec développement précoce de signes cliniques graves, le décés survenant
3éme

généralement entre le 7°™ et 12°™ jour. Presque tous les patients survivant au 13°™ jour,

survivront a I’infection a virus Ebola [138-140].

2. Physiopathologie

Ebola virus

Macrophage "‘] Cellule dendritique
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Figure 17. Roéle des macrophages et des cellules dendritiques dans la pathogénése du virus
Ebola. La pathogénicité du virus Ebola résulte de sa cytotoxicité directe sur les cellules infectées, et
de sa capacité a déréguler le systtme immunitaire, entrainant a la fois une immunosuppression puis
une réaction inflammatoire systémique incontrélée a 1’origine des symptomes cliniques graves de la
maladie. Les cellules présentatrices d’antigéne (CPA) sont des cibles précoces du virus, leur infection
conditionnant par la suite 1’évolution de la maladie. La sécrétion de chimiokines par les macrophages
va permettre le recrutement d’autres cellules immunitaires permettant la diffusion de I’infection par la
voie lymphatique. La cellule dendritique dont la maturation est défaillante, n’active pas le systéme
immunitaire adaptatif mais participe a [’apoptose des lymphocytes naifs, conduisant &
I’immunosuppression. La sécrétion d’autres médiateurs vont altérer les systémes vasculaires et de la
coagulation, qui associée a la cytotoxicité propre du virus sur de nombreux organes, conduit a la
défaillance multiviscérale terminale responsable de la mort du patient. (D’aprés Bray et Geisbert)
[141].
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Les données physiopathologiques proviennent principalement de I’infection des modéles
animaux de laboratoire par EBOV, des études in vitro dans des laboratoires de biosécurité 4
sur des cellules infectées par le Filovirus, ainsi que des quelques données recueillies au cours

des épidémies a virus Ebola.
2.1. Entreée virale

Le virus va pénétrer dans I’organisme a travers une muqueuse, une bréche dans la peau,
ou par insertion parentérale. Les cellules présentatrices d’antigéne (CPA) telles que les
cellules dendritiques (CD) et les macrophages sont les premieres cibles virales, privilégiées du
fait de I’expression de facteurs d’adhérence comme les récepteurs DC-SIGN ou Tyro3. La
réplication précoce du virus Ebola au sein de ces cellules immunitaires va inhiber la mise en
place d’une réponse immunitaire efficace, permettant la diffusion de I’infection au sein de
I’organisme, déclenchant par la suite une réaction inflammatoire inappropriée, contribuant a la
pathogénése du virus Ebola [141,142].

2.2. Réponse inflammatoire dérégulée

La liaison de la GP virale aux macrophages déclenche la production massive et dérégulée
de cytokines pro-inflammatoires, d’oxyde nitrique et de chimiokines qui seront responsables
de ’augmentation de la perméabilité vasculaire, d’une vasodilatation et du recrutement de
cellules cibles immunitaires supplémentaires, qui une fois activées, sécréteront, elles aussi des
médiateurs de I’inflammation. De méme, la GP1,2A tronquée par la métalloprotéase TACE et
sécrétée par les cellules infectées peuvent activer les CPA par liaison a leur récepteur de type
Toll 4 (TLR4), amplifiant la réponse inflammatoire [143].

2.3. Immunosuppression

Le virus engendre une paralysie précoce du systeme immunitaire inné. Ainsi, les CPA
sollicitées ne pourront pas limiter la réplication virale du fait d’une inhibition de la production
de I’interféron (IFN) de type | antiviral par la protéine VP35 du virus Ebola, de maniére
similaire a la protéine NS1 du virus Influenza. La protéine VP24 du virus Ebola, blogue quant
a elle la réponse cellulaire a ’IFN dans les cellules infectées et voisines. Le virus Ebola va
¢galement déclencher 1’apoptose des cellules NK (Natural Killer), contribuant ainsi a affaiblir
de maniere tres efficace la mise en place de la réponse antivirale précoce. [83,84]
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Le virus va également inhiber I’activation de la réponse immunitaire spécifique. Les CD
infectées ne parviennent pas a subir une maturation efficace, du fait de la sécrétion
inappropriée de cytokines sous I’influence des protéines virales VP35 et VP24, et par défaut
de cellules NK activatrices de leur maturation. Les CD sont donc dans I’incapacité a présenter
I’antigéne aux lymphocytes naifs de manicre efficace, étape essentielle a I’initiation de la

réponse adaptative [144,145].

Le défaut de maturation de la CD empéchant la présentation efficace de 1’antigene aux
lymphocytes, la sécrétion de facteurs solubles par les macrophages comme 1’oxyde nitrique et
le facteur de nécrose tumorale o (TNF-0) pro-apoptotiques, ainsi que la liaison du peptide
immunosuppresseur présent sur I’extrémité carboxy-terminale de la GP virale, aux
lymphocytes naifs, bien que le virus n’infecte pas ces derniers, contribueraient a déclencher
une apoptose massive «spectatrice» de ces lymphocytes, renforcant ainsi
I’immunosuppression. Cette lymphopénie est d’ailleurs retrouvée dans d’autres fievres
hémorragiques virales. Le virus a également développé de nombreux mécanismes afin

d’échapper a la réponse humorale (cf. partie immunologie) [146,147].
2.4. Diffusion virale

Du fait de I’incapacité du systeme immunitaire inné a exercer son activité antivirale, par
inhibition de I'IFN principalement, le virus va infecter la plupart des cellules immunitaires
recrutées grace a la sécrétion de chimiokines, lors de la réponse inflammatoire initiale. Les
CD infectées survivent plus de 6 jours, permettant au virus de diffuser au sein de ces cellules
immunitaires vers les ganglions lymphatiques régionaux, puis dans la circulation sanguine,
pour ensuite atteindre le foie, la rate et d’autres organes. Au fur et & mesure de la diffusion
virale, la réplication intense du virus Ebola va entrainer une réponse inflammatoire

systémique incontrdlée, délétére pour 1’hote, contribuant a I’issue fatale de la maladie [8].
2.5. Cibles cellulaires

De nombreux virus fortement pathogénes peuvent également déclencher une tempéte
cytokinique, mais la gravité particuliere de la maladie a virus Ebola est due au large tropisme
cellulaire du virus. De nombreux types cellulaires peuvent étre infectés, comme les cellules
endotheliales, les fibroblastes, les hépatocytes, cellules corticales surrénales et les cellules
épithéliales. Au stade précoce de la maladie, le virus va infecter principalement les

macrophages, le foie et la rate, ceci grace a la présence des récepteurs de type lectine présents
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sur ces différents types cellulaires, augmentant ainsi 1’avidité de la liaison a la GP virale. Au
stade terminal de I’infection, la plupart des tissus et organes sont saturés par le virus. Une
infection fatale montre de nombreuses nécroses multifocales, principalement dans des tissus
comme le foie, les reins ou la rate, sites de réplication virale privilégiés, conduisant a une

insuffisance fonctionnelle de ces organes [88].
2.6. Dysfonctionnement gastro-intestinal

Les troubles digestifs typiquement retrouvés lors de 1’infection, peuvent conduire a une
importante hypovolémie, contribuant a I’hypotension présente dans la maladie. lls seraient
dus a I’action cytotoxique du virus sur les cellules épithéliales du tractus gastro-intestinal ainsi

qu’a I’augmentation des cytokines circulantes agressant ces cellules.
2.7. Anomalies de la coagulation

Suite a la dérégulation cytokinique, les macrophages infectés vont sécréter le facteur
tissulaire qui déclenche la voie de la coagulation extrinséque. La sécrétion incontrolée de
facteur tissulaire par les macrophages ainsi que le défaut de synthése par le foie de la protéine
C anticoagulante, par insuffisance hépatique, vont conduire a une réaction de coagulation
intravasculaire disséminée (CIVD) qui aboutit a la formation de caillots dans de nombreux

capillaires, responsables de multiples sites de nécrose au sein de différents organes [148].
2.8. Atteinte de ’intégrité vasculaire

Les cellules endothéliales sont des cibles privilégiées du virus, du fait de la présence de
récepteurs DC-SIGNR liant la GP. Cette derniere exerce son effet cytotoxique sur les cellules
endothéliales, déclenchant 1’arrondissement de ces cellules et leur détachement par réduction
des intégrines, molécules nécessaires a 1’adhésion des cellules entre elles et permettant
I’intégrité de la barriére vasculaire. L’action synergique des cytokines pro-inflammatoires,
comme ’oxyde nitrique ou le TNF-a agissant sur la perméabilité, I’intégrité vasculaire et de
I’action cytotoxique directe du virus Ebola vont induire la perte de la fonction barriere des
cellules endothéliales. Cette atteinte vasculaire, avec la consommation importante de
thrombine par la CIVD, ainsi que le défaut de synthése de facteurs de la coagulation, du fait
de la nécrose des hépatocytes par le virus, vont étre responsables des signes hémorragiques
caractéristiques de la maladie. Pour autant, lors d’autopsies de patients décédés d’Ebola,
’atteinte vasculaire n’a pas été retrouvée. De méme, chez le primate, 1’infection des cellules

endotheliales par le virus Ebola était rare, limitée aux stades terminaux de la maladie. La
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CIVD conjuguée au défaut de synthése hépatique des facteurs de la coagulation auraient ainsi

un role prédominant dans I’apparition des symptdmes hémorragiques [63, 149]
2.9. Hypotension et défaillance multiviscérale

Du fait de ’augmentation de la perméabilité vasculaire, de ’atteinte infectieuse du rein et
de la corticosurrénale, ne permettant plus la synthése d’aldostérone et d’autres molécules
chimiques nécessaires au maintien d’une tension artérielle normale lors d’une perte hydrique
importante, la tension artérielle va brusquement chuter au stade terminal de 1’infection, ce qui
peut entrainer un choc semblable a un choc septique, a I’origine d’un collapsus vasculaire et

d’une defaillance multiviscérale responsable de la mort du patient.

3. Diagnostic de la maladie a virus Ebola

3.1. Quelle méthode de diagnostic utiliser ?

Puisque les symptdbmes précoces de la maladie a virus Ebola sont relativement
aspécifiques, il est important d’éliminer une autre étiologie par [’établissement d’un
diagnostic preécis, afin de mettre rapidement en place des soins de support et d’isoler le patient

pour éviter la création de multiples chaines de transmission.

Période de I’infection Tests de diagnostic possibles

Quelques jours aprés ’apparition des Tests primaires : Réaction en chaine par polymérase (RT-PCR),
symptdmes test ELISA de capture d’antigéne, IgM ELISA, isolement du virus

Plus tard dans I’évolution de la maladie

R Tests secondaires : Anticorps IgM et 1gG ELISA
ou apres récupération

Rétrospectivement chez les patients

s Test d’immunohistochimie, RT-PCR, isolation du virus
décédés

Tableau 4. Tests diagnostiques effectués en fonction de la période de I’infection virale. Ces tests
doivent étre suffisamment sensibles et spécifiques pour apporter un diagnostic fiable, du fait des
conséquences importantes d’un diagnostic erroné sur le patient et la société (d’aprés The Center for
Disease Control) [150].
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» Tests primaires de détection de I’infection virale aigue
e Transcription inverse suivie d’une réaction en chaine par polymérase (RT-
PCR)

Ce test permet la détection du génome viral dans le sang ou les tissus du patient et est
spécifique s’il est effectué au moins 72h apreés le début des symptomes. La réverse
transcriptase permet de transformer I’ARN viral en ADN qui sera ensuite amplifi¢ par
réaction en chaine par polymérase pour pouvoir étre détecté. Différents tests existent utilisant
les amorces de différents génes viraux et recemment un systeme PCR multiplex automatisé a
été développé [151,152].

C’est la méthode de référence utilisée lors des épidémies car elle est plus sensible,
permettant une détection du virus 24 a 48 h avant la méthode de détection par capture
d’antigene, et ce test est également positif plus longtemps, jusqu’a 3 jours apres I’élimination
de I’antigéne viral. De I’ARN du virus Ebola a méme ¢été détecté jusqu’a 1 an aprés
I’apparition des symptomes, dans la semence d’un patient survivant, cette technique
permettant ainsi de contréler une possible transmission sexuelle du virus Ebola. Elle a comme
principaux avantages, le suivi de I’évolution de la maladie par quantification de la charge
virale par PCR quantitative (2logl0 fois supérieure chez un patient non survivant) et le
séquengage de I’ADN permet également de typer la souche virale épidémique et d’étudier la
phylogénie. Les résultats de la PCR sont disponibles en 1 a 6 heures [153].

e Détection d’antigéne viral par la méthode ELISA

Au stade précoce de la maladie, des titres élevés de Filovirus infectieux sont présents
dans le sang et les tissus des patients, suggérant que la détection d’antigene viral est adaptée a
un diagnostic précoce. Ce test a montré son efficacité clinique sur le terrain lors de plusieurs
épidémies au Congo, Gabon et en Ouganda. 11 est encore utilisé lorsque I’on veut confirmer le
résultat du diagnostic par PCR. Différents tests ont été développés, utilisant différents
anticorps monoclonaux reconnaissant spécifiqguement des épitopes de protéines antigéniques
du virus Ebola, comme la GP ou NP [154].

L’antigéne et ’ARN viraux sont détectables dans le sang du 3*™ 6ome

jour au 7-1 jour apres

I’apparition des symptomes.
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Figure 18. La méthode de capture d’antigéne ou ELISA «sandwich». (D’aprés Jeffrey
M.Vinocur) 1) La plaque est revétue d’un anticorps de capture. 2) Lors du dépot de 1’échantillon, tout
antigene présent va se lier a son anticorps de capture spécifique. 3) On ajoute un anticorps de détection
qui se lie a I’antigene. 4) On rajoute ensuite un anticorps secondaire contenant une enzyme, qui se lie a
I’anticorps de détection. 5) Un substrat est ajouté, et est converti par I’enzyme en une forme détectable
(fluorescence ou signal électrochimique)

» lIsolement du virus

On effectue des cultures cellulaires puis on isole le virus ou on étale directement le
sérum du patient sur une lame afin de détecter le virus par microscopie électronique. Le virus
Ebola se réplique dans une grande variété de lignées cellulaires, mais en pratique on utilise
souvent les cellules Vero E6. Les contraintes de cette technique est 1’acheminement des
échantillons dans le respect de la chaine du froid, jusqu’aux rares laboratoires BSL-4 présents
cause lors de I’analyse morphologique de ces Filovirus. Pour obtenir I’identification
sérologique de I’espéce concernée, on effectue un test d’immunohistochimie, technique
largement répandue pour le diagnostic post-mortem, avec un panel d’anticorps monoclonaux
reconnaissant spécifiquement I’antigéne d’une espeéce concernée, que l’on couple a un
anticorps, contenant une enzyme convertissant un substrat en une forme détectable, ou

marque par un fluorophore [155].

» Tests secondaires de détection de I’infection virale

Ces tests permettent de confirmer ou suivre 1’évolution de I’infection, en mesurant la
réponse immunitaire de 1’hote par la détection des anticorps spécifiques dirigés contre le virus
Ebola. Les tests immuno-enzymatiques ELISA sont sensibles et spécifiques et ont supplanté
le test d’immunofluorescence indirecte (IFAT) pour le diagnostic, qui consistait a utiliser des
anticorps rabiques marqués a la fluorescéine ayant une affinité pour les anticorps anti-EBOV
présents dans le sérum du patient, eux-mémes liés a I’antigéne du virus Ebola Zaire produits
par des cellules HelLa.

61



e Le test ELISA de détection des IgM utilise des cellules Vero E6 comprenant
I’antigéne d’Ebola Zaire pour détecter les IgM spécifiques a cette souche. Ces IgM
sont détectables & partir du 2°™ jour aprés I’apparition des symptomes et persistent
jusqu’au 30°™ & 168°™ jour apres I’infection.

e Le test ELISA de détection des IgG (affinité plus importante pour le virus) utilise des
particules virales obtenues apres détersion du virus. Il est plus spécifique que I'I[FAT,
ces IgG sont détectables entre le 6°™ et 18°™ jour et le test reste positif sur plusieurs
annees. Il est utilisé pour connaitre la séroprévalence dans une population donnée.

[156]

> Deéveloppement de tests de diagnostic rapide

e eZYSCREEN®

Développé en France, par le commissariat aux énergies atomiques (CEA), eZYSCREEN®
a été testé en conditions reelles dans les centres de Traitement Ebola en Guinée, de fin 2014 a
aoQt 2015, ou il a fait ses preuves, avec une excellente spécificité et une sensibilité adaptée a
ce type de test rapide. Un résultat négatif doit cependant étre vérifié, ce n’est pas un test
d’exclusion. Le marquage CE a été obtenu en octobre 2015 et sa production est effectuée par
le laboratoire VEDALAB. Il permet la détection d’antigénes viraux par la présence
d’anticorps monoclonaux se liant aux protéines virales, a partir du préleévement d’une goutte
de sang, de plasma ou d’urine du patient. Ces tests sont adaptés au terrain, car il ne nécessite
pas de matériel sophistiqué, ni de personnel spécialisé pour leur utilisation, répondant ainsi

aux criteres OMS de mise au point d’un test de diagnostic rapide.

Figure 19. Le test de diagnostic rapide eZYSCREEN®. La simplicité d’emploi de ce test en fait un
outil important pour le diagnostic rapide de la maladie a virus Ebola. Les résultats du test sont obtenus
en 10 a 15 minutes, ce dernier se révelant positif lorsque deux bandes colorées apparaissent [157].
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e ReEBOV®

Développé par la firme américaine Corgenix Medical Corp, testé en février 2015 dans 2
centres de traitement Ebola sierra-léonais, ce test a montré une sensibilité de 100% et une
spécificité de 92%. Il consiste a prélever une goutte de sang du patient que 1’on dépose sur
une bandelette, mise dans un tube a essai ou elle va réagir avec des anticorps monoclonaux
associés a des nanoparticules d’or liant spécifiquement la protéine VP40 virale. Si le test est

positif, une bande rose se forme en 15 minutes environ sur la bandelette de papier [158].

e Test japonais

L’équipe du professeur Jiro Yasuda a développé un test capable de détecter le virus Ebola
en moins de 12 minutes. Les résultats sur 100 prelevements effectués en mars 2015 étaient
identiques aux résultats par la traditionnelle méthode de RT-PCR. Le test utilise la technique
RT-LAMP qui consiste a désactiver le virus potenticllement présent dans 1’échantillon
sanguin, a transcrire I’ARN viral en ADNc par inclusion de la réverse transcriptase dans
I’échantillon dans lequel on ajoute des amorces, I’ADN polymérase et d’autres substances qui

vont amplifier les génes viraux, qui une fois chauffé & 60-65°C, trouble I’échantillon [159].

3.2. Quel patient diagnostiquer ?

Situation du patient Prise en charge du patient

Patient symptomatique a risque | Nécessité de mise en place rapide d’un diagnostic par RT-PCR

identifiable de contamination dans les e Possibilité de faire un diagnostic rapide (résultat en 15 min), mais doit

21 jours précédents (méme faible) étre confirmé par RT-PCR.

e Si RT-PCR négatif lorsqu’il est effectué <72 h apres ’apparition des
symptomes, refaire un autre test aprés 72h.

e Si RT-PCR négatif lorsqu’il est effectué >72h aprés le début des
symptomes, le patient n’est pas malade.

Patient asymptomatique a risque e Pas de mise en place de diagnostic.
identifiable de contamination dans les e Surveillance de I’apparition des symptomes (test si symptomes),
21 jours précédents possibilité de mise en quarantaine dans un centre de soin avant

I’apparition des symptomes si risque de contamination élevé

Patient symptomatique sans risque e Pas de mise en place de diagnostic de la maladie & virus Ebola.

identifiable de contamination dans les e Diagnostic de la maladie épidémique régionale la plus probable en

21 jours précédents fonction de la symptomatologie (paludisme, fiévre de Lassa, fiévre
typhoide...)

Tableau 5. Résumé des recommandations pour la gestion des patients en attente de diagnostic,
en fonction de I’évaluation du risque potentiel d’exposition au virus Ebola. (D ‘aprés The Center
for Disease Control) [160].
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Les symptomes retenus pour la maladie a virus Ebola sont : fievre, maux de téte sévére,

faiblesse, douleurs musculaires, vomissements et diarrhée.

Un risque élevé de contamination est défini comme :

Une exposition percutanée (par piqure d’aiguille), une exposition des muqueuses ou
un contact direct sans équipement de protection individuelle (EPI) avec du sang ou des
liquides biologiques de personnes malades symptomatiques.

Un contact direct avec un cadavre sans EPI dans un pays ou la transmission est
intense, et ou les cas sont trés répandus dans les zones urbaines, avec mesures de
controle incertaines.

Un patient ayant vécu sous le méme toit et fourni des soins directs a une personne

malade symptomatique.

Un risque intermédiaire de contamination est défini comme :

Un

Un voyage dans un pays ou la transmission est intense, ou les cas sont tres répandus
dans les zones urbaines et ou les mesures de contrdles de la maladie sont incertaines.
Un contact direct avec un EPI approprié avec une personne malade symptomatique ou
ses fluides corporels.

Un patient ayant été en contact étroit (1 métre du malade) pendant une période
prolongée sans EPI.

risque faible de contamination est défini comme :

Un voyage dans un pays ou la transmission est intense, avec des cas dans les zones
urbaines ou les mesures de contrble sont incertaines, sans exposition connue au virus
Ebola.

Un contact direct bref (serrer la main) sans EPI avec une personne au stade précoce de
la maladie.

Une proximité (méme piéce) sur une période breve sans que ce soit une zone de soins
avec une personne symptomatique.

Une personne ayant été en contact direct ou avec des fluides d’une personne malade
avec EPI sans transmission ou cas répandus dans le pays.

Un patient ayant voyagé dans un avion avec une personne symptomatique.
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De plus, une personne ayant été en contact direct avec un animal tel que le primate ou la

chauve-souris provenant des zones endémiques d’Afrique, est considéré comme a risque

de la maladie a virus Ebola.

Il'y a absence de risque de contamination par le virus Ebola dans les situations suivantes :

Un contact avec une personne asymptomatique ayant été en contact avec une personne
malade symptomatique, ou tout contact avec une personne malade avant qu’elle ne
soit symptomatique.

Un voyage dans un pays ou la transmission est intense il y a plus de 21 jours, ou
voyage dans un pays comportant quelques cas de malades sans transmission urbaine,
et sans qu’il y n’y ait eu d’exposition

Un voyage a c6té d’une personne provenant d’un pays ou la transmission est intense

[160].

3.3. Anomalies biologiques d’un patient infecté par Ebola

Numération formule sanguine : Le patient va présenter une leucopénie attribuable a
la lymphopénie suite a I’apoptose massive des lymphocytes ainsi qu'une thrombopénie
due a la CIVD. L’hématocrite est également anormal.

Anomalies de la coagulation : Le taux de pro-thrombine et le temps de céphaline
activé sont généralement augmentés, avec présence de produits de dégradation de la
fibrine, de D-dimeres dus a la CIVD.

Atteintes d’organes : Du fait des necroses multifocales hépatiques, il y a une
augmentation des transaminases (ASAT et ALAT). L’atteinte rénale entraine une
protéinurie mais également la possibilit¢é d’une insuffisance rénale qui peut étre
précoce dans 1’évolution de la maladie, caractérisée par une augmentation de la
créatininémie et de I’'urémie.

Anomalies électrolytiques : Du fait des manifestations gastro-intestinales on observe

souvent une hyponatrémie et une hypokaliémie [155].

65



PARTIE 7 : MESURES DE PREVENTION

”4

1. Stratégies établies par ’OMS pour prévenir la transmission du virus Ebola
I’homme

Prévalence du virus Ebola
chez la chauve souris
o ! Nombre de cas d'Ebola chez

le primate non humain Vg s . 2
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Figure 20. Courbes des épidémies a virus Ebola chez I’homme et I’animal. La prévalence du virus
Ebola chez les chauves-souris frugivores varie en fonction de la saison et de la proportion de jeunes
chauves-souris non immunisées qui vont se contaminer auprés d’adultes porteurs sains. Lors de
I’augmentation de la circulation du virus chez les chauves-souris, ces derniéres vont contaminer les
primates par contact direct ou indirect via leurs liquides biologiques, a 1’origine d’épidémies animales
a grandes échelles. L’homme va se contaminer directement auprés de chauves-souris ou auprés des
primates infectés, lors de la chasse notamment, ou lors de séjours prolongés dans des grottes ou des
mines colonisées par ces chauves-souris. (D aprés I’OMS) [162].

1.1. Phase pré-epidemique

e Systeme de surveillance sanitaire de la faune sauvage

Les épidémies animales a virus Ebola précedent les cas de contamination humaine. 1l faut
mettre en place un systeme de surveillance sanitaire des populations animales sauvages et
alerter les autorités sanitaires et les populations locales en cas de mortalité anormalement

élevée de ces animaux.

e Appliquer les précautions standards d’hygiéne dans tous les lieux de soins
Afin d’éviter la transmission du virus Ebola au personnel soignant, qui est en premiere

ligne, il faut appliquer ces précautions standards lors de soins apportés a tout patient.
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e Education sanitaire sur les risques liés a la manipulation de la faune sauvage
Etant donné qu’il n’y a pas encore de traitement ou vaccin conventionnés, une meilleure
connaissance par la population des facteurs de risque et des mesures de protection individuelle

constitue un enjeu majeur afin d’enrayer les épidémies.

Il faut informer les populations a risque, les chasseurs et personnes vivant aux abords des
foréts, des risques de contamination par la faune sauvage, notamment les chauves-souris et les
primates, qui sont les principaux vecteurs de la maladie. Il faut éviter tout contact avec des
animaux retrouvés morts et ne pas vendre ou manger ces animaux. Lors de la chasse dans des
régions présumées porteuses du virus Ebola, éviter de chasser des animaux malades ou au
comportement étrange et ne pas toucher directement les carcasses des animaux chassés, porter

des gants et des vétements protecteurs.

En ce qui concerne la consommation de viande de brousse et de produits animaliers (lait,
sang) dans des régions épidémiques, bien cuire ces aliments avant leur consommation et
porter des gants pendant leur préparation. Ne pas préparer de plats a base de viande crue de

chauve-souris ou de primates.
1.2. Alerte sanitaire

Dés qu’un cas de virus Ebola est suspecté, une équipe de scientifiques avec un équipement
de protection adapté, est envoyé sur place pour enquéter, évaluer le risque, prélever des

¢chantillons et mettre en ceuvre des mesures de contrdle jusqu’aux résultats du laboratoire.
1.3. Phase épidémique

e Coordination des mesures de controle de I’épidémie et mobilisation des
ressources
Mettre en place la logistique concernant les equipements de protection individuelle, la

création de centres de traitement Ebola, I’aide par du personnel soignant formé.

e Création d’un systéme de surveillance des cas contact d’un patient diagnostiqué
Des épidémiologistes effectuent des enquétes sur le terrain afin de détecter et surveiller les
cas contacts sur une période de 21 jours apres leur dernier contact possible avec le patient

malade. II faut isoler ces patients s’ils deviennent symptomatiques.

e Education sanitaire sur les mesures de précaution afin d’éviter la transmission
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Il faut informer la population locale sur les modes de transmission de la maladie. En
période épidémique, se laver les mains régulierement a 1’eau et au savon, éviter également
tout contact avec du sang ou des fluides corporels de personne malade ainsi qu’avec tout objet

susceptible d’avoir été en contact avec ces fluides corporels.

Expliquer qu’une personne décédée du virus Ebola demeure contagieuse, qu’il faut
s’abstenir de rituels funéraires ou de cérémonies d'enterrement nécessitant de toucher la
dépouille sans aucune protection. Mettre en place des mesures de prévention adaptées afin
d’effectuer ces cérémonies funéraires de manicre sécuritaire tout en respectant la dignité du

défunt.

Il faut décrire a la population les symptdmes de la maladie a virus Ebola et conduire
immeédiatement au centre médical le plus proche, toute personne présentant ces symptémes,
en s’abstenant de tout contact rapproché avec cette personne, afin qu’elle puisse étre mise en
quarantaine, en attendant le diagnostic. Il faut également désinfecter a 1’eau de javel tout objet
ou piéce souillée par des liquides biologiques du patient malade et surveiller I’apparition des

symptdmes de la maladie chez les proches du patient infecté pendant les 3 semaines suivantes.

Pour les touristes, ils doivent également surveiller toute fievre supérieure ou égale a 38°
survenant dans les 21 jours suivant un voyage dans un pays ou une épidémie d’Ebola est en
cours et le signaler immédiatement au SAMU en mentionnant le voyage en zone endémique.
Rester a domicile en attendant les secours, et éviter le contact avec son entourage. Il existe
une fiche résumée de conseils aux voyageurs devant se rendre dans un pays concerné sur le

site du Ministére de la Santé.

Des recommandations ont été établies par I’'OMS pour éviter la contamination par voie
sexuelle des partenaires des patients survivants au virus Ebola. Ils doivent utiliser des
préservatifs dans les 3 mois suivants 1’apparition des symptdmes et jusqu’a ce que I’analyse
de sperme ait donne par deux fois a une semaine d’intervalle un résultat négatif de détection

du génome viral [161].

e Moyens de protection dans les centres medicaux de soins

Dans les centres médicaux de traitement de patients infectés par Ebola, il faut avant tout
éviter I’infection nosocomiale pour le personnel soignant, visiteurs et autres patients en attente
de diagnostic. Il existe une zone a haut risque, contenant les patients infectés, dont 1’acces est

strictement réglementé, et une zone intermédiaire pour les patients en attente de diagnostic.

68



Le personnel soignant doit vétir un équipement de protection individuelle lors des soins
apportés a des patients atteints d’Ebola. De plus, il faut s’assurer de la bonne mise en place
des précautions standards d’hygiéne : établir des points d’eau propre afin d’assurer le lavage
et la désinfection des mains avant et apres tout contact avec un malade, utiliser des seringues a
usage unique que 1’on jettera sans les recapuchonner dans un container adapté, aux parois
résistantes a la perforation, qui sera ensuite brulé dans un incinérateur. 1l faut isoler le malade
et laver et désinfecter le linge ou matériel souillé par de I’eau de javel diluée, tout en prenant
les précautions nécessaires pour éviter la transmission. On évitera chez les malades d’avoir
recours au traitement par voie parentérale, tant que cela est possible, pour éviter le risque de
contamination du personnel soignant par accident d’exposition au sang. On utilisera un
incinérateur pour briler les déchets contaminés dont les cendres seront enterrées dans une
fosse adéquate et on maintiendra un niveau de sécurité optimal sur le site d’élimination des

déchets.

Vétements de protection contre Ebola
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Figure 21. Equipement de protection individuelle porté par le personnel soignant lors de
I’épidémie & virus Ebola. [162]
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PARTIE 8 : LES TRAITEMENTS EXPERIMENTAUX

Actuellement, il n’y a pas de médicament commercialisé pour le traitement de la maladie
a virus Ebola ou le traitement prophylactique post-exposition, chez les personnes en attente de
diagnostic. La prise en charge d’un patient infecté par le virus Ebola se limite a la mise en
place de soins de support. L’OMS, au cours de I’épidémie de 2014-2015, dans un besoin
croissant de médicament antiviral efficace, a autorisé a usage compassionnel, 1’utilisation de
traitements expérimentaux développés contre le virus Ebola, testés jusque-la uniquement sur
des modeles animaux. D’autres médicaments antiviraux commercialisés pour d’autres

pathologies, ont été testés pour leur activité potentielle sur le virus Ebola [163].
1. Transfusion de sang et de plasma de convalescent

En 1977, du sérum d’un patient convalescent associ¢ a de I’interféron humain ont été
administrés a un chercheur anglais, accidentellement contaminé lors de la manipulation du
virus Ebola. L’initiation de la thérapie a permis la décroissance rapide de la virémie ainsi que

le ralentissement de 1’évolution de la maladie virale, permettant la survie du chercheur [164].

Lors de I’épidémie de Kikwitt en 1995, 8 patients infectés par le virus Ebola recoivent des
transfusions de sang a partir de 5 échantillons de patients convalescents. Seul 1 patient sur les
8 transfusés décede, ce qui fait un taux de mortalité de 12,5%, largement inférieur au taux de
mortalité moyen de 1’épidémie de Kikwitt qui est de 80%. Les patients transfusés éetaient
séverement malades, certains présentant des manifestations hémorragiques. Il est difficile
d’évaluer I’impact des transfusions sur la survie de ces patients, ces derniers recevant des
soins médicaux intenses. De plus, ces patients qui étaient a un stade tardif de la maladie,
auraient peut-étre survécus, méme en 1’absence de transfusion, le pourcentage de survie étant
plus élevé avec le temps. On ignore si cet effet bénéfique est attribuable aux anticorps ou aux

protéines anticoagulantes présentes dans le sang de convalescents [165,166].

Chez le primate non humain (PNH), la transfusion de sang de macaques convalescents a
des animaux naifs peu de temps apres un challenge létal par le virus Ebola, a permis
I’acquisition de titres d’anticorps comparables a ceux associés a une protection vaccinale

efficace, mais a échoué a protéger les macaques contre cette injection létale [167].
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Lors de I’épidémie de 2014-2015, une étude non randomisée en Guinée sur 84 patients
ayant recu deux doses consécutives de plasma de convalescents, n’a pas montré de réduction

statistiquement significative de la mortalité chez ces patients [168].
2. Traitement par anticorps

Le traitement par anticorps vise a neutraliser le virus, empéchant ainsi sa réplication et sa
diffusion au sein de I’organisme, et a alerter le systétme immunitaire de la présence d’un
intrus, permettant ensuite 1’élimination du pathogéne par celui-ci. Pour le virus Ebola, une

forte réponse humorale précoce est corrélée a la survie [169,170].

2.1. Immunoglobulines polyclonales
> Immunoglobulines polyclonales issues de sérum équin ou caprin hyperimmunisé

Les plasmas de convalescents sont disponibles en quantité limitée, ce qui a conduit a
utiliser des immunoglobulines (Ig) animales. Développé pour la premiére fois en 1995, par
des scientifiques russes, le serum équin hyperimmunisé est obtenu par administration du virus
Ebola isolé chez le singe, au cheval, un animal peu sensible a ce virus. Dans cette étude, ils
ont montré que I’administration d’IgG isolées a partir du sérum eéquin préparé par
fractionnement a 1’alcool de Cohn a permis la protection de 100% des babouins hamadryas
infectés par le virus Ebola par voie intramusculaire [171]. En 1996, une autre étude utilisant 6
macaques cynomolgus, traités immédiatement apres infection, a montré des titres ELISA
élevés 2 jours apres, a retardé 1’apparition de la virémie et des signes cliniques par rapport aux
animaux témoins, mais n’a pas permis la protection des macaques, malgré 1’effet bénéfique
sur la réduction de la virémie. Ces résultats contradictoires peuvent s’expliquer par des
différences inter-especes, les babouins hamadryas constituant un modeéle animal moins fiable,
plus résistant au virus Ebola mais également par les doses virales utilisées (1000 dose létale
50 dans cette étude pour 30 dose 1étale 50 dans 1’étude russe). Ces IgG neutralisantes seraient
efficaces pour de faibles doses virales, lorsqu’elles sont administrées précocement, dans les 1
a 2 heures suivant ’exposition virale. Son utilisation est néanmoins possible dans les 72

heures suivant une contamination accidentelle [172].

L’immunisation d’animaux non sensibles au virus Ebola permettant une production
importante d’anticorps spécifiques neutralisants et non neutralisants, I’administration d’Ebola
chez la chevre a permis I’isolement d’IgG qui ont été protectrices chez le cobaye, lorsqu’elles

étaient administrées dans les 48 heures. Des études cliniques ont été effectuées sur des
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volontaires sains pour évaluer la tolérance de ces IgG de chevre. Ces derniéres ont également

¢été administrées a titre prophylactique a des chercheurs soupconnés d’étre infectés par le virus
Ebola [173].

> 109G polyclonales issues de macaques survivants

Dans les expériences avec du sérum équin ou caprin, les anticorps sont capables de
contréler rapidement la virémie mais subissent une clairance immunitaire importante du fait
de leur nature hétérologue. L’essai a été renouvelé en multipliant les doses d’IgG polyclonales
homologues, dont les propriétés pharmacocinétiques seraient plus favorables. Ainsi, en 2012,
I’administration chez le PNH, de multiples doses d’IgG polyclonales isolées a partir de PNH
survivants a permis la protection des animaux naifs. Pour le virus Marburg, un traitement par
IgG 15 & 30 min post-exposition virale puis au 4°™ et 8°™ jour a été complétement protecteur.
Pour le virus Ebola, I’administration 48 heures aprés exposition puis au 4°™ et 8™ jour a
complétement protégé 2 singes sur 3, le 3*™ développant des symptdmes légers et différés

mais survivant a la maladie [174].

2.2. Anticorps monoclonaux
> KZ52

KZ52 est un anticorps monoclonal neutralisant, isolé chez un survivant de I’épidémie de
1995 au Kikwitt. 1l lie la GP virale dans sa conformation pré-fusion, a la base du calice,
empéchant ainsi la boucle de fusion de s’insérer dans la membrane de I’hote. In vitro, il

neutralise EBOV.

En 2002, cet anticorps monoclonal a permis une protection dose dépendante des cobayes
lorsqu’il était administré avant ou jusqu’a 1 heure aprés 1’injection létale par le virus Ebola.
KZ52 ¢était également protecteur chez des cobayes malgré la persistance d’une virémie élevée,
suggérant qu’en plus de réduire la virémie, il agirait également en déclenchant la mort des
cellules infectées. Chez le PNH, I’anticorps KZ52 n’a pas montré d’efficacité, lorsqu’il était
administré 1 jour avant et 4 jours apres 1’injection Iétale a virus Ebola, ayant peu d’effet sur la

réplication virale [175,176].

» Zmab
Zmab est un cocktail de 3 anticorps murins (m1H3, m2G4 et m4G7) sélectionnés parmi
les 8 anticorps anti-GP virale générés par des souris vaccinées par le vecteur VSV

recombinant exprimant la GP d’EBOV. Ces 3 anticorps liant des régions distinctes de la GP
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du virus Ebola ont montré leur efficacité chez le rongeur. S’il est administré dans les 24
heures, Zmab est totalement protecteur chez le PNH et dans les 48 heures, la protection est de
50%, les survivants ayant développé une réponse humorale et cellulaire spécifique anti-Ebola
durable. En effet, les singes ont développé une réponse immunitaire mémoire protectrice
contre une nouvelle injection létale du virus Ebola 10 semaines plus tard, et apres 13 semaines
la protection était toujours de 75%. Lors de I’administration de Zmab, les anticorps vont
contenir le virus, laissant ainsi le temps a la réponse immunitaire adaptative pour se mettre en
place. Une thérapie combinée associant Zmab a de I’interféron o vectorisé par un Adénovirus
fournit une protection compléte chez des macaques rhesus lorsqu’elle est administrée jusqu'a

72 h apres I’infection [177-179].

» MB-003

MB-003 est un cocktail d’anticorps chimériques murin/humain (c13c6, h13F6, C6D8)
produit dans des cellules ovariennes de hamster chinois ou dans des plants de Nicotiana
Benthamiana, cette derniere technique ayant montré de meilleurs résultats en termes
d’efficacité. Deux de ces anticorps (13C6 et 6d8) neutralisent le virus en présence du
complément, et 13F6 n'a pas d’activité de neutralisation. De plus, I’anticorps 13C6 se lie a la
GP sécrétée qui agit comme un leurre pour les anticorps protecteurs. MB-003 a permis la
protection de macaques rhesus lorsqu’il était administré 1h aprés le challenge 1étal a EBOV.
La protection était partielle lorsqu’il était administré dans les 24 a 48h (66%), les singes
faiblement symptomatiques, avaient une virémie faible ou indétectable. [185] Lorsqu’il est
administré aprés confirmation de I’infection selon le protocole de diagnostic de la Food and
Drug Administration, avec observation d’une fiévre documentée, le traitement entraine 43%

de survie, alors que la mortalité est de 100% chez les animaux contr6les [180-181].

> Zmapp

Zmapp est un cocktail de 3 anticorps monoclonaux humanisés optimisé a partir des deux
cocktails d’anticorps précédents (MB-003 et Zmab). Il est le fruit d’un programme financé
par le gouvernement et I’armée américaine, en collaboration avec les autorités sanitaires
canadiennes. La production de Zmapp s’effectue par Mapp Biopharmaceutical Inc. qui utilise,
comme pour MB-003, un plant de tabac transgénique Nicotiana Benthamiana, pour produire
les anticorps monoclonaux. On vaccine les souris avec le vecteur VSV exprimant la GP
d’EBOV, puis on isole les anticorps monoclonaux d’intérét, que I’on humanise ensuite par
manipulation génétique. Ensuite, on insert le géne de 1’anticorps d’intérét dans le plant de

tabac, afin qu’il produise I’anticorps en masse. Le probleme est que cette production par les
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plants de tabac est longue, de 4 a 6 mois, constituant ainsi un stock limité en Zmapp
[182,183].

Figure 22. Schéma représentant le médicament Zmapp se fixant a la GP virale. Ce cocktail de 3
anticorps monoclonaux humanisés (c13C6, c2G4 et c4G7) va neutraliser le virus Ebola par fixation a
sa GP virale. L’anticorps c13C6 se fixant sur I’apex de la GP virale, partie qui sera ensuite éliminée
par les cathepsines pour permettre sa liaison au récepteur cellulaire, est non neutralisant mais
protecteur chez I’animal, suggérant ainsi qu’il agit de concert avec le complément dans ’activation de
la réponse immunitaire. Les deux anticorps fixés a la base de la GP virale sont neutralisants,
empéchant la fusion de la membrane virale avec celle de 1’hdte. (D apres le laboratoire Ward, The
Scripps Research Institute). [184].

La question de sélection éventuelle de mutants échappant a la neutralisation par les
anticorps monoclonaux doit étre soulevée. Les résultats des tests ELISA montre que ZMapp
neutralise efficacement la souche guinéenne d’Ebola responsable de 1’épidémie de 2014-2015,

suggeérant ainsi que les niveaux de protection ne doivent pas étre touchés.

Le fait que Zmapp soit un cocktail d'anticorps monoclonaux hautement purifiés
constitue une alternative moins controversée que les transfusions de sang total de survivants
convalescents. L’innocuité des thérapies par anticorps monoclonaux est bien documentée,

avec des taux de reactions indésirables genéralement faibles (quelques réactions allergiques).

Zmapp est capable de sauver 100% des macaques rhesus lorsqu’il est initié jusqu’a 5
jours aprés le challenge létal, ces derniers présentant une fievre importante et une virémie
élevée. Il a montré une réversion de la maladie et un rétablissement complet des animaux a un
stade avancé de la maladie, avec la présence d’enzymes hépatiques élevées, d’hémorragies
des muqueuses, et de pétéchies généralisées. L’efficacité du traitement Zmapp chez ’homme
demeure incertaine, le médicament n’ayant pas fait 1’objet d’essais cliniques au moment de
I’épidémie de 2014-2015. Seul un test initial de sécurité chez I'homme a été entrepris afin de
permettre des que possible I'usage compassionnel de Zmapp. Sur sept malades ayant recgu le

traitement, cinq ont survécu. Mais il est difficile d’évaluer 1’efficacité propre de Zmapp,
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certaines personnes ayant regu d’autres traitements expérimentaux. Il offre cependant la
meilleure option de traitement expérimental actuellement en développement, pour le
traitement des patients infectés par le virus Ebola, du fait de sa capacité a conférer une
immunité protectrice rapide et spécifique chez toutes les populations, y compris chez les

jeunes, les personnes agées et immunodéprimées.

3. Les médicaments antiviraux

3.1. Inhibiteurs de polymérase

> Le favipiravir
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Figure 23. Structure chimique du favipiravir. Cette pyrazine organofluorée mime la structure d’un
nucléoside de type purine. Sa forme active est obtenue par phosphoribosylation par des enzymes
cellulaires [185].

Le favipiravir T705 a une activité antivirale a large spectre contre les virus a ARN, en
inhibant sélectivement I’activité de I’ARN polymérase ARN dépendante, enzyme nécessaire a
la réplication virale. Son action est atténuée par 1’addition d’un acide nucléique de type
purine. En effet, ’ARN polymérase reconnait a tort le favipiravir-ribonucléotriphosphate
comme un nucléotide qui, par sa fixation, va inhiber cette enzyme virale. 1l est commercialisé
sous le nom d’Avigan® depuis mars 2014 par la société japonaise Toyota Chemical dans

I’indication du traitement de la grippe, ce médicament €tant bien toléré chez ’homme [185].

Son efficacité a été testée sur le virus Ebola. La premiere utilisation de T705 a montré
100% de protection chez la souris contre une infection a EBOV par aérosol. L’administration
biquotidienne sur 14 jours chez des souris déficientes en interféron a permis la protection
contre le virus Ebola, méme lorsqu’il était administré 6 jours aprés 1’exposition virale.
[186,187]. Le favipiravir inhibe I’infection virale in vitro. Néanmoins, il n’y a pas eu
d’expérimentation chez le primate. Son administration simplifiée, par voie orale, et la
disponibilité de plus de 10 000 doses de traitement en a fait un traitement expérimental
particuliérement intéressant au cours de 1’épidémie de 2014-2015. Les premiers résultats de

I’¢tude JIKI, non randomisée, réalisée dans plusieurs centres de traitement d'Ebola en Guinée
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semblait indiquer une amélioration de la survie chez les patients avec un niveau initialement
modéré de réplication virale (la mortalité était en moyenne 33% inférieure a la valeur d’avant
I’essai, la virémie diminuant rapidement avec la prise du traitement) et aucune efficacité chez
les patients dont la réplication virale était trés intense. Cependant, les résultats de 1’étude ne
montrent pas d’association statistiquement significative entre la prise de ce médicament et la
réduction de la mortalité chez les 99 patients traités, comparés aux patients traités
précedemment dans les mémes centres. [188].

» BCX4430

Le BCX4430 est un nouvel analogue synthétique de ’adénosine qui inhibe I’ARN
polymérase virale, en agissant comme un agent de terminaison de chaine d’ARN non
obligatoire. In vitro il inhibe I’infection de cellules humaines par les Filovirus. Il possede une
activité virale de large spectre, agissant contre les Bunyavirus, Arenavirus, Paramyxovirus,
Coronavirus et Flavivirus. Son administration chez le rongeur en post-exposition a protégé
ces derniers contre le virus Ebola et Marburg. Chez le macaque, s’il est administré dans les 48

heures, il a montré une protection totale des animaux [189].

» Le brincidofovir (CMX001)

C’est un traitement antiviral expérimental contre les Adénovirus, le Cytomégalovirus, le
virus de la Variole et le virus Ebola. Le brincidofovir est une pro-drogue qui par sa liaison a
un lipide cellulaire, va libérer sa forme active, le cidofovir au sein de la cellule, qui va agir
comme un analogue de cytosine, inhibant ainsi la polymérase virale. Ce médicament devait
faire ’objet d’un essai clinique au Libéria en janvier 2015, afin d’évaluer son efficacité, mais
du fait de la décroissance rapide du nombre de malades, ’essai clinique a été interrompu
[190].

3.2. Nanoparticules lipidiques contenant des petits ARN interférents

Des cobayes ont été traités en pré ou post-exposition a un challenge létal par le virus
Ebola, par 4 petits ARN interférents (siARN) ciblant le géne L de la polymérase ’EBOV
complexés a de la polyéthylénimine (PEI) ou a des particules lipidiques. L’association des
SiIARN au PEI a diminuée la virémie et a protégé partiellement les cobayes alors que celle des
SIARN aux particules lipidiques a complétement protégé les cobayes lorsqu’elle était
administree peu de temps aprés 1’exposition virale. Un seul des 4 ARN interférents s’est

révélé protecteur en administration unique [191].
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Le TKM-Ebola est un médicament expérimental développé par la société canadienne
TEKMIRA Pharmaceuticals basée & Vancouver. Ce sont 3 petits ARN interférents ciblant
I’ARNm de 3 protéines virales, la polymérase du virus Ebola, les protéines VP24 de
I’enveloppe virale et VP35 cofacteur de la polymérase, associés a des nanoparticules
lipidiques stables. Chez le PNH, 1’administration en traitement post-exposition a intervalles
réguliers, tous les 2 jours dans un schéma a 4 injections ou tous les jours pour un total de 7
injections a protége respectivement 66% et 100% des macaques. Le traitement fut bien toléré,
avec une légére augmentation des enzymes hépatiques, probablement liée a 1’infection virale.
[192]

La FDA a partiellement levé en aout 2014, la suspension des essais cliniques portant sur
ce médicament du fait de ses effets indésirables de type pseudo-grippaux, pour son utilisation
potentielle au cours de I’épidémie Africaine. L’essai clinique de phase II en Sierra Leone a été

interrompu car le traitement n’a pas montré de bénéfice thérapeutique global.
3.3. Oligonucléotides anti-sens

Ces PMOs (phosphorodiamidate morpholino oligomers) sont chimiquement modifiés pour
interférer avec la translation de I’ARN messager viral, bloquant ainsi, comme les siARN,
I’expression des geénes viraux. Chez le rongeur, on a identifi¢ 3 PMOs, spécifiquement
efficaces contre le virus Ebola en pré ou post-exposition, ciblant les genes des protéines
VP24, VP35 et de la polymérase virale. Son administration prophylactique a protégé 75% des
macaques rhesus. L’identification des sites de liaison optimaux pour la transcription a permis
le développement d’AVI-6002 contenant 2 PMOs, AVI-7537 et AVI-7539 pour le virus
Ebola, et le développement d’AVI-6003 contenant les PMOs AVI1-7287 et AVI-7288 pour le
virus Marburg. Puis on a montré que 1’administration d’un PMO unique, I’AVI-7537 ciblant
le géne de VP24 d’Ebola ou AVI-7288 ciblant la NP de Marburg a été efficace. Son
administration 30 & 60 minutes apres I’infection protége plus de 60% des macaques rhesus

contre le virus Ebola et 100% des macaques cynomolgus contre le virus Marburg [193-195].

4. Autres traitements

4.1. Modulateurs sélectifs des récepteurs a I’estrogene (SERMS)

On a testé in vitro une batterie de molécules qui pourraient avoir une activité antivirale sur
le virus Ebola. Un ensemble de SERMs a été identifié comme potentiel inhibiteur de ce virus,

dont le clomiphene et le torémifene. Ces résultats ont été confirmés chez la souris ou ces
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SERMs inhiberaient I’entrée du virus aprés son internalisation. Leur action ne semble pas li¢e
aux récepteurs a I’cestrogeéne puisqu’ils exercent leur activité antivirale méme en 1’absence de

leur expression. Ils agiraient probablement dans 1’étape de fusion des membranes [196].
4.2. Traitement par anticoagulant

L’infection par le virus Ebola induit chez le PNH la surexpression du facteur tissulaire
pro-coagulant par les monocytes et les macrophages. L’inhibition de ce facteur tissulaire
pourrait améliorer la symptomatologie de la maladie a virus Ebola. Ainsi, ’administration
chez le macaque rhesus, 10 minutes ou 24 heures aprés une dose létale du virus Ebola, de la
protéine recombinante C2 de nématode anticoagulante, inhibitrice du facteur tissulaire, a
prolongé le temps de survie d’environ 3 jours, avec un taux de survie d’environ 33%. Elle va
diminuer la coagulation, avec une diminution des D-dimeres, moins de dép6t de fibrine et de

thromboemboli intravasculaire [197].
4.3. Thérapie liée au sepsis

Les stades tardifs de ’infection meénent a un état ressemblant & un sepsis sévere, avec
hypotension et désordres de la coagulation. Le sepsis sévere est caractérisé par une rapide
diminution de la protéine C. La protéine C activée recombinante humaine (rhPCA) est
administrée pour traiter les patients en sepsis sévere a haut risque de déces. L’efficacité de
rhPCA a été testée pour la maladie a virus Ebola. Son administration chez le macaque 30 a 60
minutes aprés le challenge létal puis continuée sur 7 jours a prolongé la survie, mais

seulement 2 singes sur 11 ont survécu [198].
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PARTIE 9 : REPONSE IMMUNITAIRE LORS DE L’INFECTION A VIRUS EBOLA
1. Mécanismes viraux de déréglement ou d’échappement immunitaire

L’infection virale repose sur un équilibre entre le pouvoir pathogéne du virus pour
affaiblir les défenses de I’hote et le maintien de 1’intégrité cellulaire afin d’assurer la
réplication virale. Les virus ont ainsi évolué pour supprimer les réponses immunitaires de
I’hote de maniére sélective afin de favoriser leur réplication et la transmission de la

descendance.
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Figure 24. Mécanismes développés par le virus Ebola pour échapper au systéme immunitaire. Le
virion va étre rapidement internalisé par les cellules phagocytaires par mimétisme apoptotique. La
protéine virale VP35 va inhiber la synthése d’interféron (IFN) alors que la protéine VP24 inhibe la
réponse cellulaire a ’IFN de type I et II, les empéchant d’exercer leur action antivirale et bloquant le
mécanisme de présentation d’antigéne a la cellule T. VP30 et VP35 vont inhiber conjointement
I’action des petits ARN interférents (RNA1) sur I’ARN viral. (D aprés Misasi et Sullivan) [199].

1.1. Stratégie d’échappement au systéme immunitaire par mimétisme apoptotique

Des études ont montré que 1’entrée cellulaire du virus Ebola par macropinocytose fait
intervenir les protéines TIM-1 et Axl. Une quantité importante de phosphatidylsérine est
présente sur I’enveloppe du virus Ebola, lipide qui est normalement présent sur le feuillet
interne des membranes cellulaires. Lors de 1’apoptose des cellules, il y a exposition de la
phosphatidylsérine, du fait de la formation de corps apoptotiques, alertant les cellules
phagocytaires voisines. Ces derniéres vont absorber les corps apoptotiques par

macropinocytose médiée par TIM-1 et Axl, mécanisme qui n’induit pas de réponse
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inflammatoire. Du fait de sa grande taille, le virus Ebola va se comporter comme un pseudo-
corps apoptotique, et son absorption rapide par macropinocytose par les cellules
phagocytaires, mécanisme non inflammatoire, va lui permettre d’échapper au systeme

immunitaire [97,98].
1.2. Inhibition de Pimmunité innée

e Inhibition des réponses interféron de type | et 1l

Le virus est repéré précocement par la cellule présentatrice d’antigeéne, cellule
dendritique, monocyte ou macrophage. Les protéines VP35 et VP24 du virus Ebola agissent
de maniére coordonnée afin d’inhiber efficacement la réponse immunitaire innée médiée par
les interférons (IFN) de type | et 11, cytokines sécrétées notamment par les cellules du systeme
immunitaire, permettant la communication cellulaire et [’organisation de la réponse

immunitaire antivirale [83,84].

La protéine VP35 est un cofacteur de la polymérase virale dont la fonction est
d’assurer la transcription et la réplication de ’ARN viral. VP35 va inhiber la production
cellulaire d’IFN par deux principaux mécanismes. En amont, il va se lier par son domaine C
terminal a I’ARN viral double brin afin d’empécher la liaison de RIG-I et MDA-5, récepteurs
de reconnaissance de motifs moléculaires, qui détectent les ARN viraux étrangers et
déclenchent la cascade d’activation de la production de cytokines pro-inflammatoires et d’IFN
de type 1. En aval, il inhibe la phosphorylation du facteur de régulation de I’'I[FN-3 (IRF-3) qui
agit en tant que facteur de transcription du gene de I’interféron. De méme, VP35 se lie a la
protéine PACT, empéchant sa liaison au récepteur RIG-I, nécessaire a son activation. Le virus
Lassa, également pourvoyeur de fievre hémorragique, cible comme le virus Ebola plusieurs

effecteurs des voies cellulaires impliquées dans la production d’IFN [200,201].

VP24 inhibe directement la réponse a ’interféron de type I et Il, par sa liaison a la
karyophérine a, protéine permettant le transport du dimere phosphorylé STAT (transducteur
de signal et activateur de transcription) au niveau du noyau cellulaire afin qu’il puisse se lier
aux ¢éléments de réponse a I’IFN et induire la transcription du géne, empéchant ainsi I’'I[FN

d’exercer son action antivirale [202].

e Perturbation de la réponse antivirale par les ARN interférents

L’infection cellulaire par les virus @ ARN va activer la voie des ARN interférents, petits

ARN non codants qui vont se lier a ’ARN viral pour le cliver et empécher la transcription de
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ces genes viraux. Les protéines VP35 et VP30 du virus Ebola vont se lier a des protéines
composant le complexe RISC (RNA-induced silencing complex), empéchant la formation de
ce complexe multiprotéique qui guide les petits ARN interférents afin de cibler I’ARN viral et
permettre sa destruction. Le virus Ebola va donc inhiber ce mécanisme de défense de

I’immunité innée [203].

e Rétablissement de la machinerie cellulaire favorisant la réplication virale

Lors d’une infection virale, la cellule va se protéger en inhibant la synthése protéique afin
de ralentir la réplication virale, par le biais de la protéine kinase PKR. Cette derniére, stimulée
par le double brin d’ARN viral, va inhiber le facteur d’initiation de traduction eucaryote (elF-
2a), qui est nécessaire a I’initiation de la production des protéines cellulaires. La protéine

VP35 virale va inhiber cette voie PKR/elF-2a, rétablissant la machinerie cellulaire [204].

e Inhibition de la téthérine, dernier rempart avant la libération du virion

La téthérine est une protéine cellulaire induite par I’'TFN de type I, qui contient 2 domaines
transmembranaires reliant la membrane virale et cellulaire, empéchant ainsi le
bourgeonnement du virus a partir de la membrane plasmique. La protéine Vpu du VIH ainsi
que la GP du virus Ebola, vont inhiber I’action de cette protéine régulatrice, permettant la

libération du virion [205].
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Figure 25. La téthérine est une protéine cellulaire qui empéche le bourgeonnement et la
libération des virus enveloppés. Contrairement a la protéine Vpu du VIH, la GP du virus Ebola ne
diminue pas I’expression membranaire de la tétherine. Plusieurs mécanismes sont envisagés, comme
I’encombrement stérique de la GP empéchant la liaison de la téthérine & la membrane virale ou encore
I’atteinte de I’intégrité de cette protéine. Le domaine transmembranaire de la GP serait impliqué dans
cet antagonisme. [206].
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1.3. Inhibition de ’immunité adaptative

e Echec de ’activation de la réponse adaptative

In vitro, I’infection de la cellule dendritique par le virus Ebola entraine une inhibition de
I’expression des molécules de co-stimulation CD40, CD80 et CD86 a la surface cellulaire. De
méme, la CD se retrouve dans I’incapacité a produire des cytokines pro-inflammatoires, dont
I’IFN de type I, qui favorise le mécanisme de présentation d’antigéne aux lymphocytes T
naifs. Les protéines VP24 et VP35 du virus Ebola seraient ainsi responsables de la maturation
anormale de la CD. La présentation de I’antigéne au lymphocyte T ne s’effectuera pas de
maniére efficace, conduisant a I’échec du déclenchement de la réponse adaptative par défaut
d’activation du lymphocyte T. En effet, la synapse immunologique entre la CD et le
lymphocyte T doit comporter trois signaux : la liaison du peptide-CMH de la CD au récepteur
TCR du lymphocyte est bien présente (signal 1) mais il y a absence de molécules de co-
stimulation a la surface de la CD (CD40, CD80) et présence de molécule co-inhibitrice (B7-
H1) dans un contexte de production cytokinique dérégulée (signal 2 et 3 défaillants). Cet
échec de I’activation des lymphocytes T conduit a une « apoptose spectatrice » (Spectatrice,
car les lymphocytes ne sont pas infectés par le virus Ebola). Cette apoptose massive des
lymphocytes T entraine une lymphopénie détectable 48 heures apres 1’infection, conduisant a

une immunosuppression [144-146, 207-208].

e Propriétés du virus Ebola permettant le détournement de la réponse humorale

La taille importante des virions de ’ordre du millimétre présentant une GP de haute
densité représente un obstacle majeur pour une inhibition efficace par des anticorps mesurant
environ 10 nanomeétres. Le virus filamenteux peut se replier sur lui-méme et former des
« poches » de glycoprotéines inaccessibles aux anticorps. De plus, la glycosylation lourde
dans le domaine de type mucine de la GP peut limiter l'accés a des épitopes cruciaux
nécessaires pour une neutralisation efficace, par exemple au niveau du domaine de liaison au
récepteur intracellulaire nécessaire a 1’entrée virale. La glycoprotéine soluble sGP dont la
partie N terminale est identique a celle de la GP virale sert de leurre antigénique aupreés des
anticorps neutralisants, empéchant ainsi la neutralisation de la GP présente sur les virions
infectieux. La sGP est egalement responsable d’un mécanisme de subversion antigénique,
détournant la réponse humorale vers la synthése d’anticorps dirigés contre ses propres
épitopes, diminuant ainsi la production d’anticorps neutralisants spécifiquement la GP virale
[75,76,199]. (cf. Partie 1;6;1)
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2. Réponse immunitaire précoce et survie
Etudes in vitro

L’absorption rapide des virions par macropinocytose par les CPA, premicres et
principales cibles virales, empéche la sécrétion précoce et équilibrée de cytokines pro et anti-
inflammatoires nécessaire au contrdle de 1’infection, le virus Ebola inhibant la sécrétion de
TNF-a, IL-6 et IL-10, cette derniere ayant un role important dans la régulation de la sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires. Au sein de la CPA, le virus va disséminer dans les ganglions
lymphatiques, la rate, le foie ou les poumons ou il va se répliquer activement et ou la CPA,
par défaut de maturation, ne peut déclencher 1’activation de la réponse immune adaptative.
L’absence de déclenchement de la réponse immunitaire humorale et cellulaire associée a une
altération précoce de I’'immunité innée vont empécher le contrdle de la maladie, favorisant la
propagation virale. Le virus va disséminer, infectant de nombreuses cellules. La GP présente a
la surface des cellules infectées va étre lysée par la métalloprotéase TACE qui va libérer
I’ectodomaine de la GP, GP1,2A, qui produit en grande quantité, va se fixer sur le récepteur
TLR-4 des cellules dendritiques et des macrophages, déclenchant une production massive de
cytokines pro-inflammatoires. L’interaction précoce du virus avec la CPA aboutit a une
réponse immune défectueuse et a une apoptose massive des cellules immunitaires,
affaiblissant les défenses de I’hOte, permettant ainsi au virus de disséminer et proliférer
activement, a l’origine d’une production tardive et incontr6lée de cytokines pro-

inflammatoires déléteres pour I’hote.

Du fait de la stabilité génétique du virus Ebola, de la symptomatologie identique aux
stades précoces de I’infection entre les patients survivants et ceux dont I’issue est fatale, les
30% de patients survivants a I’infection au virus Ebola ne seraient pas infectés par une souche
virale atténuée, moins virulente, mais auraient une réponse immunitaire précoce efficace
permettant la survie. Les personnes capables de surmonter le blocage de la réponse
immunitaire innée par les protéines virales VP24, VP30 et VP35 vont établir une sécrétion
cytokinique précoce, équilibrée et de courte durée. L’activation des cellules Natural Killer,
effecteurs majeurs de I’immunité innée, aurait un réle prépondérant dans le contrdle précoce
de I’infection a virus Ebola. Ils détruiraient les cellules infectées par un mécanisme dépendant
de la perforine, réduisant ainsi les capacités de réplication virale avant que la réponse

immunitaire adaptative se mette en place, nécessaire a 1’élimination de I’agent infectieux.
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Le paradoxe de la maladie a virus Ebola, est que la survie et la mortalité sont liées a la
génération de fortes réponses immunitaires, 1’une précoce et de courte durée, 1’autre tardive,
incontrdlée et prolongée. Ainsi I’évolution de la maladie est déterminée de fagon irréversible
de manicre trés précoce, par I’activation efficace des CPA permettant la mise en place d’une

réponse immune adaptative humorale et cellulaire [209,210].
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Figure 26. Les différents modeles envisagés pour expliquer la défaillance de la réponse
immunitaire face a ’infection a virus Ebola. Modéle 1. Les études in vitro semblent indiquer que le
virus Ebola exerce une action immunosuppressive sur les cellules immunitaires de 1’héte, inhibant
ainsi la maturation de la cellule dendritique nécessaire a la mise en place de I’immunité adaptative.
Modele 2. L’¢tude de Mc Elroy montre cependant de robustes réponses immunitaires T et B
spécifiques chez 4 patients infectés par Ebola. Des différences de cinétiques de réplication virale et
d’initiation de la réponse immunitaire seraient donc impliquées dans 1’issue de la maladie [211].

Dans I’étude de Mc Elroy publiée en 2015, dont I’objectif principal était de déterminer de
maniere précise les réponses immunitaires cellulaires activées au cours d’une infection aigue
a EBOV, on a effectué le suivi biologique de 4 patients infectés par EBOV. Contrairement a
ce qui a été observé in vitro, les 4 patients présentaient une activation significative des
réponses cellulaires spécifiques B et T CD8+ cytotoxique au cours de la phase aigle de
I’infection virale, malgré la présence d’une lymphopénie chez 3 patients. Néanmoins, les
lymphocytes T exprimaient de maniére importante un récepteur inhibiteur, PD-1,
normalement exprimé lors de I’expression importante ou chronique d’un antigéne viral, ce qui
pourrait laisser supposer que les lymphocytes T présenteraient une certaine déficience
fonctionnelle. De plus, ils ont remarque une seconde activation des lymphocytes plus de 60

jours apres 1’apparition des symptomes, soulignant ainsi la persistance de 1’antigéne viral, a

I’origine de cette réactivation lymphocytaire [212].
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3. Les différents profils immunologiques de réponse a I’infection a virus Ebola

Viral titer (log value)

/ O —
—(a) " i Fatal infection
Acute stage /# /
Ve

Incubation Terminal = = Ebola virus burden
& I ,’; 4&. e« === |nflammatory cytokine
I . =sssssssss  Specificantibody
= I /
___d — : s aajsssssssssaas | |
| (b) , :
Symptomatic %) €ClIo
stage
Incubation p 2 e
period o N e Convalescent stage
r‘ .'.."‘

[ W \ e :
. . ~—
./‘" | SO Y |

Asymptomatic infection

Incubaton
[ period Asymptomatic infection

| ‘-‘.“ll'."llll-'lllll-lll.
.

*
» N *
| SN, | et |

0 5 10 15 20
Infection time (d)

Figure 27. Courbes représentant les différents profils immunitaires. Cas d’une infection fatale (a),
chez un survivant (b) et une infection asymptomatique (c) a virus Ebola. (D aprés Zhang et al) [213].
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Au cours d’une infection a virus Ebola 3 stades se succédent :

= La phase d’incubation ou phase de latence qui est asymptomatique, le malade n’étant
pas contagieux.

= Laphase aigie ou symptomatique

= La phase de convalescence ou stade terminal qui aboutit a la guérison ou a la mort du

patient

e Infection fatale

Une réponse inflammatoire efficace doit faire intervenir un profil particulier de cytokines
specifiques du pathogéne a éliminer, sécrétées de maniere contrblée, a dose suffisante mais
non excessive pour ne pas étre déléteére pour 1’hote. Dans une infection Iétale, la sécrétion de
cytokines inflammatoires est retardée (environ 7 jours post-infection) et prolongée, entretenue
par la réplication active du virus. Leur production incontrdlée, a des doses 5 a 1000 fois plus
importantes comparées a celles chez un patient survivant, est corrélée a I’augmentation de la

charge virale.

La survie est conditionnée par la mise en place rapide du systeme immunitaire adaptatif,
avec la production d’anticorps spécifiques & un stade précoce de la maladie, neutralisant ainsi
la diffusion du virus, et 'immunité cellulaire CD8+ afin de détruire les cellules infectées par
le virus, stoppant ainsi la réplication virale. Dans une infection fatale, la production
d’anticorps IgM spécifiques est faible, tardive et détectable uniquement chez 30% des
patients. La production d’IgG spécifiques, plus affins pour I’antigéne viral et donc plus

neutralisants, est nulle.

Du fait de I’absence d’anticorps neutralisants produits a un stade précoce de
I’infection, la charge virale va rapidement augmenter, avec plus de 10 millions de copies du
virus Ebola par millilitre de plasma, dés le 2°™ jour de la phase symptomatique. Le virus va
diffuser dans la circulation générale, envahir et détruire les organes de I’héte, et la diffusion
virale incontrdlée va renforcer la production de cytokines pro-inflammatoires aboutissant a
une tempéte cytokinique, toxique pour I’hote. La charge virale ne cesse d’augmenter jusqu’a

la mort, ou elle est 100 fois plus élevée que chez un survivant.

Ainsi, ’infection fatale est caractérisée par une défaillance chez 1’hdte du systéme

immunitaire adaptatif, favorisant la diffusion virale et aboutissant a une production
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incontr6lée de cytokines pro-inflammatoires qui contribuent aux symptémes cliniques

responsables de la mort de I’individu.

e Patient survivant

La réponse inflammatoire est précoce (dés le 4°™ jour), de courte durée et mesurée, par
une balance efficace entre les cytokines pro et anti-inflammatoires, avec sécrétion d’IL1J3, IL6
et TNF-a. La réponse INF-a est inhibée par le virus Ebola, et cela pour une infection 1étale ou
chez le survivant. Chez le survivant, il y a une production précoce d’anticorps spécifiques
avec présence d’IgM dés le 2°™ jour de la phase symptomatique et des IgG & partir du 5°™-
6™ jour, associée a une activation des cellules cytotoxiques.

Apres une période d’incubation, ou la charge virale est indétectable, les 2 premiers jours
de la phase symptomatique, les taux d’antigénes viraux sont similaires dans une infection
fatale ou chez un patient survivant. L’activation précoce de la réponse immunitaire adaptative
humorale et cellulaire entraine une clairance rapide du virus, empéchant sa diffusion et
I’augmentation de la sécrétion de cytokines associée a I’expansion virale. Chez les survivants,
la charge virale est généralement inférieure a 100 000 copies/mL et commence a décliner
3éme

rapidement, parfois dés le jour de la phase symptomatique. Le patient est complétement

rétabli lorsque la charge virale devient indétectable.

Ainsi, la survie du patient est conditionnée par la mise en place précoce du systéme
immunitaire adaptatif humoral et cellulaire, permettant de contenir [’infection virale,

conduisant au rétablissement de 1’individu.

e Patient asymptomatique

Chez le patient asymptomatique, la réponse inflammatoire est immédiate et efficace, avec
production massive d’'IL-1p, IL-6, TNF-a, MCP-1 et MIP-1a / B dans le plasma a partir du
7™ jour post-infection qui vont inhiber la réplication virale, permettant ensuite la destruction

des cellules infectées par les cellules Natural Killer.

La production d’anticorps spécifiques a lieu tardivement, dans les 2 a 3 semaines apres
I’infection et atteignant des niveaux modérés seulement 1 mois plus tard. Les anticorps n’ont
pas de role dans la survie de I’individu, celle-ci étant attribuable & la réponse cytokinique
précoce. Les personnes asymptomatiques ont la charge virale la plus faible, mais I'ARN du

virus est détectable jusqu'a trois semaines apres I'exposition initiale.
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Ainsi, une infection asymptomatique est caractérisée par la sécrétion précoce et mesurée
de cytokines adaptées permettant de solliciter de maniere efficace la réponse immunitaire
innée, bloquant précocement la réplication du virus avant que D’infection ne soit

symptomatique.

La meilleure connaissance des profils immunologiques suite a 1’infection par le virus
Ebola pourrait laisser entrevoir des stratégies thérapeutiques. Ainsi, a un stade précoce de la
maladie, I’administration de I'IFN de type I aux propriétés antivirales pendant la période
d’incubation, permettrait de ralentir la réplication virale, et laisserait le temps au systéme
immunitaire de 1’hote pour prendre en charge ’infection virale. Au stade terminal, on
essayerait de moduler DI'immunit¢é par 1’administration de cellules stromales
mésenchymateuses, empéchant ainsi 1’agression des cellules-hdtes par la sécrétion

inappropriée de cytokines pro-inflammatoires [8,213-215].
4. Existe-t-il une immunité naturelle contre le virus Ebola ?

Les survivants a une infection a virus Ebola ne semblent pas pouvoir se réinfecter,
puisqu’aucun cas de seconde infection n’est connu a ce jour, bien que cela ne soit pas prouvé
scientifiquement. De plus, ils présentent un taux élevé d’anticorps circulants anti-Ebola.
Néanmoins, on ignore quelle est la durabilité¢ de cette immunité et s’il y a une possible

réaction croisée avec les autres espéces du virus Ebola.

De plus, des chercheurs ont montré chez la souris, la présence de marqueurs génétiques de
résistance naturelle a 1’infection a virus Ebola, les souris infectées ne développant pas de
symptomes cliniques de la maladie. Ceci pourrait expliquer la présence d’infections

asymptomatiques chez I’homme [216].

Une étude de I’Institut pour la Recherche et le Développement a montré en 2010 qu’une
proportion importante de la population gabonaise était immunisée contre le virus Ebola
puisque des anticorps specifiques ont éte retrouvés chez 15% de la population, sans que ceux-
ci ait présenté antérieurement des symptomes spécifiques de la maladie, ce nombre important
de porteurs sains survenant méme dans les régions non touchées par des épidémies
antérieures. Des études in vitro ont montré que ces personnes presentaient un nombre
important de lymphocytes T CD8+ spécifiques. Le mode de contamination possible serait
I’ingestion de fruits contaminés par la salive de chauves-souris porteuses du virus Ebola ou de

viande contaminée insuffisamment cuite [217].
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PARTIE 10 : LA VACCINATION CONTRE LE VIRUS EBOLA
1. Définition du vaccin idéal

La population cible du vaccin, a risque d’infection par les Filovirus, a été définie comme
les proches d’une personne infectée lors d’une épidémie en cours, le personnel de santé
travaillant dans une zone a risque, le personnel de laboratoire manipulant des Filovirus et les

militaires du fait de I’utilisation possible de ces virus comme arme biologique.

Pour répondre a ces besoins, il faut développer un vaccin permettant une protection
vaccinale compléte et rapide avec une seule injection, du fait de 1’urgence du contexte
épidémique, et persistance de cette protection sur le long terme contre toutes les especes
pathogénes du virus Ebola et les différentes souches du virus Marburg [218].

2. Les différentes étapes de la commercialisation d’un vaccin

*Epidémiologie
Evaluation de ’ Importa.nce.economlque . . .
limpactd'une | * Détermination du risque (universel ou sélectif)
maladie J
«Utilisation de modéles animaux
Etudé pré- * Mécanismes blologlques _
cliniques | *Utilisation de corrélats de protection
(animal) J
*Phase I (20-80 personnes) : Sécurité, dosage, effets secondaires
*Phase 11 (100-300 personnes) : Sécurité, immunogénicité, dose, schéma d'aministration
Essais cliniques| *Phase 111 (1000 a 3000 personnes) : Sécurite, efficacité, enregistrement des effets secondaires,
(homme) comparaison a un traitement de référence
« Autorités sanitaires établissent des recommandations et programmes d'implantation
Commercialisatil *Phase 4: Surveillance post-commercialisation
on

Figure 28. Représentation schématique du processus de développement vaccinal, de I’évaluation
du risque au programme d’implantation vaccinal. Avant de commencer les recherches
scientifiques sur un vaccin potentiel, il faut évaluer le besoin dans la population. Des études
précliniques afin de déterminer ’efficacité et 1’innocuité vaccinale sont effectuées sur des modeles
animaux appropriés. Une fois ces derniers validés, des essais cliniques sont effectués chez I’homme
afin d’évaluer la tolérance locale et générale, I’'immunogénicité et 1’efficacité vaccinale dans la
population cible. Une fois le dossier complet accepté, le vaccin est commercialisé, et ce dernier fait
’objet d’une surveillance post-commercialisation. (D ‘aprés Garon et al.) [219].
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3. Les modéles animaux pour I’évaluation de I’efficacité vaccinale

Des essais cliniques de phase III visant a évaluer I’efficacité vaccinale chez la population
cible contre une infection a virus Ebola hautement pathogéne sont difficiles a mener du fait de
I’apparition sporadique et imprévisible des épidémies a virus Ebola ces derniéres années, mis
a part I’épidémie a grande échelle de 2014-2015 qui a permis la mise en place d’essais
cliniques de phase Il pour certains vaccins. La Food and Drug Administration a défini la
notion de « modele animal » fiable permettant d’évaluer I’efficacité vaccinale, grice a une
extrapolation des résultats trouvés chez 1’animal, a ’homme. L’objectif est d’établir une
corrélation entre la réponse immunitaire observée chez ce modéle animal et la protection
vaccinale. Si cette réponse immunitaire est retrouvée chez ’homme, on en déduit que le
vaccin est efficace car immunogeéne. L’innocuité et lI’immunogénicité vaccinale sont

déterminées lors des essais cliniques de phase I et II chez I’homme.
3.1. Le primate non humain (PNH)

Le PNH constitue le modele de référence (« gold-standard ») pour 1’évaluation de
I’efficacité¢ vaccinale. Le virus Ebola sauvage infecte naturellement les PNH qui sont tres
sensibles a ce virus fortement mortel et ont été de nombreuses fois responsables de la
transmission du virus Ebola a I’homme. Les macaques rhesus et cynomolgus ont été choisis
du fait de la similarité des symptomes cliniques de la maladie avec I’homme. La pathogénicité
du virus Ebola, qui a été étudiée chez ces animaux, est similaire a celle retrouvée chez
I’homme, caractérisée par I’infection précoce des cellules présentatrices d’antigéne. Du fait du
colt important et de 1’espace nécessaire pour conduire des essais cliniques sur ces animaux
dans un laboratoire sécurisé, on a évalué la possibilité d’utiliser des petits animaux comme

modele animal.
3.2. Le cobaye

Les cobayes sont sensibles au virus Ebola sauvage mais ce dernier est peu adapté a cet
animal et donc faiblement pathogene. Le passage successif de ce virus chez le cobaye a
permis une adaptation a son hote avec formation d’une souche fortement létale chez cet
animal. Les cobayes présentent une similarité importante des symptémes cliniques de la
maladie avec le PNH et I’homme. La pathogénése est semblable, constituant ainsi un bon
modele animal. Cependant, la réponse immunitaire (surtout la réponse cellulaire T) sera

moins réactive comparée a celle du PNH.
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3.3. La souris

Le virus Ebola sauvage n’est pas pathogéne chez la souris, mis a part chez les jeunes
souris. Une souche virale adaptée a cet animal a été isolée aprés passages successifs chez ces
jeunes souris. Le virus est infectieux uniquement par injection intra-péritonéale. Malgre
quelques différences dans la symptomatologie clinique et la pathogénése chez la souris, par
rapport au PNH, il constitue un bon modele animal. Des souris transgéniques peuvent étre
utilisées pour comprendre les mécanismes impliqués dans la réponse immunitaire, qui comme

les cobayes, est moins réactive [220].
4. Quelle cible antigénique choisir pour neutraliser le virus Ebola ?

L’administration chez le PNH de virus Ebola tués contenant un mélange de protéines
virales inactivées a permis la production massive d’anticorps qui se sont reévelés non
protecteurs, ceci pouvant s’expliquer entre autres par la nature agressive du virus Ebola dont
la pathogénése est d’évolution rapide, devancant rapidement les capacités de clairance virale
par la réponse humorale. De plus, le manque de spécificité, avec présence d’anticorps non
neutralisants, dirigés contre des protéines virales non impliquées dans 1’attachement ou
I’entrée cellulaire, peut réduire 1’efficacité vaccinale. L’administration chez la souris de
différents vecteurs génétiques codant pour différents antigenes du virus Ebola a permis de
cibler chez le rongeur les protéines virales immunogénes corrélées a la protection vaccinale,

prédictives de I’efficacité vaccinale chez ’homme [221].

La GP virale, protéine clé immunogene, est une protéine transmembranaire facilement
accessible par le systtme immunitaire. En effet, c’est la seule protéine virale située a la
surface du virion et des cellules infectées par ce dernier. Elle permet I’attachement et 1I’entrée
du virus dans la cellule-hbte, grace a son peptide de fusion. Sa neutralisation par le systéeme
immunitaire empéche ainsi 1’infection cellulaire et le cycle de réplication virale. Elle entraine
donc la production d’anticorps neutralisants, qui se sont révélés partiellement protecteurs dans
une étude utilisant un vaccin sous unitaire contenant la GP du virus Marburg [222]. Pour le
virus Ebola, ce seraient les anticorps non neutralisants qui seraient impliqués dans la
protection vaccinale, faisant intervenir d’autres mécanismes de protection immunitaire.
Néanmoins, [’'utilisation de la GP comme antigéne immunogeéne est nécessaire et suffisante a
I’induction d’une immunité protectrice. Certaines formulations vaccinales contiennent en plus
de la GP, d’autres protéines virales, comme la nucléoprotéine (NP), contribuant ainsi a

augmenter la réponse immunitaire cellulaire notamment [223].
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5. Les différents essais vaccinaux contre le virus Ebola

Un vaccin constitué du virus
Ebola inactivé a montré 100%
de protection chez le cobaye
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Un vaccin a ADN a montré
100% de protection chez la
souris
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du virus Ebola ont montré
100% de protection chez la
souris. Un vaccin basé sur le
virus recombinant de Ila
Stomatite Vésiculeuse (rVSV)
a protégé les souris et cobayes
vaccinés

2003
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Un vaccin composé du virus de la
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Ebola a prolongé la durée de vie des
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Le vaccin & ADN a été testé
dans des essais cliniques de
phase I
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Un vaccin constitue de particules de
réplicon du virus de I’Encéphalite
Equine  Vénézuélienne a  été
protecteur chez le cobaye et la
souris. Le protocole « prime-boost »
ADN/ vecteur Adénovirus a protégé
100% des macaques vaccinés

Le virus Ebola recombinant
avec delétion du gene VP30 a
montré 100% de protection
chez la souris et le cobaye

2009

2007

Le vaccin rVSV a protégé 100% des
macaques cynomolgus

Un vaccin basé sur le virus
recombinant de la Rage a
montré 100% de protection
chez le macaque rhesus

2011

2010

Les particules pseudo-virales ont
montré 100% de protection chez le
macaque cynomolgus

Un vaccin basé sur le virus de
la Vaccine Ankara modifié
(MVA-BN) a entamé des essais
cliniques de phase |

2014

2013

Le vaccin basé sur 1’Adénovirus
recombinant de type 5 (rAd5) a été
testé dans des essais cliniques de
phase |
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Les particules de réplicon du virus de
I’Encéphalite Equine Vénézuélienne
a protégé 100% des macaques
cynomolgus

N

Evaluation des vaccins rVSV, rAd5,
vaccins a ADN, vecteur Adénoviral
Ad26 suivi d’un rappel par le MVA-
BN, vaccin dérivé d’un Adénovirus
de chimpanzé ChAd3 dans différents
essais cliniques de phase I, I1, 111

Figure 29. Principales avancées scientifiques dans la découverte et 1a commercialisation d’un vaccin
sar et efficace contre le virus Ebola. (D’aprés Wu et al.) [224]
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6. Vaccins composes de virus entier

6.1. Vaccin vivant atténué

L’inoculation d’un vaccin contenant le virus Ebola vivant dont la virulence aurait été
atténuée ne semble pas appropriée, compte tenu de 1’agressivité du virus sauvage, de sa
capacité a déréguler le systéme immunitaire réduisant 1’efficacité vaccinale, et du risque
potentiel de réversibilité de la souche virale en une souche pathogene, les virus a ARN
présentant un taux de mutation élevé, bien que le virus Ebola soit un virus relativement stable

génétiquement.

Un vaccin vivant défectueux pour la réplication, composé du virus Ebola Mayinga pour
lequel le géne de la protéine VP30 nécessaire a la réplication virale a subi une délétion par
génétique inverse (EBOVAVP30), a néanmoins été développé. Ce virus, morphologiquement
similaire au virus sauvage, se réplique a des titres élevés dans des cellules Vero qui expriment
la protéine VP30 et s’est montré génétiquement stable aprés passages successifs dans ces
cellules [225]. Deux injections successives de ce vaccin se sont avérées complétement
protectrices chez la souris et le cobaye, avec des titres viraux beaucoup plus faibles chez les
animaux vaccinés, déclenchant une forte réponse humorale anti-GP virale et une réponse
cellulaire CD8+ dirigée contre la NP virale. Son innocuité a été évaluée chez la souris STAT-
1-KO, fortement sensible au virus Ebola, le vaccin n’entrainant pas de signes cliniques de
maladie a virus Ebola ou de décés chez les animaux [226]. Chez le PNH, une seule
inoculation d’EBOVAVP30 a protégé tous les animaux, malgré qu’un singe soit devenu
virémique, et qu’un autre ait développé de la fievre. Deux injections a 4 semaines d’intervalle
ont completement protégé les PNH vaccines, avec absence de virémie detectable et de signes
cliniques de la maladie, grace au déclenchement de réponses humorale et cellulaire robustes
[227].

6.2. Vaccin inactivé

Une des fagons d’induire un taux €élevé d’anticorps est d’inoculer une préparation de Vvirus
Ebola inactivés par la chaleur, du formol ou par gamma irradiation, qui contient un mélange
des différentes protéines virales. Pour autant, il y a une perte d’efficacité¢ vaccinale car
absence de sélectivité des anticorps neutralisants et dénaturation de certains antigenes en

fonction des techniques d’inactivation utilisées.
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En 1980, des chercheurs ont montré que I’administration de la souche EBOV inactivée par
du formol ou par la chaleur et combinée a de I’hydroxyde d’alun protégeait totalement les
cobayes d’un challenge 1étal par EBOV [228]. Or, il s’est avéré que le virus utilisé pour le
challenge Iétal était peu adapté au cobaye, puisqu’il n’entrainait la mort que de 4 des 13
animaux-contréle. Une seconde étude a d’ailleurs montré qu’une inoculation de virus Ebola
tué ne protégeait pas les cobayes d’une injection 1étale [229]. Des études ultérieures chez le
PNH, dont le systétme immunitaire plus complexe est proche de I’homme, se sont révélées
non concluantes. Ceci démontre ainsi la difficulté des modéles animaux de type rongeur a
prédire I’efficacité de candidats vaccinaux chez le PNH, du fait des différences possibles dans

la pathogénicité entre ces différentes especes animales [230].

On démontra par la suite que le mode d’inactivation affectait de maniere différente la
structure et 1I’immunogénicité des protéines virales. Ainsi, 1’inactivation vaccinale par
utilisation d’une sonde alkylante photo-induite (INA) couplée a I’irradiation UV entrainait un
vaccin protecteur chez la souris [231], alors que I’inactivation par gamma-irradiation qui
hydroxyle les acides aminés et génere des radicaux libres détruisant les propriétés
antigéniques de certains épitopes, forme des vaccins inactivés non protecteurs chez la souris
et le PNH. De méme, le vaccin EBOVAVP30 inactivé par du peroxyde d’hydrogene par souci
d’innocuité, a permis la protection de tous les PNH vaccinés, malgré une 1égeére diminution de
I’antigénicité par rapport au vaccin EBOVAVP30. Il inactive le virus en déclenchant des

cassures des brins d’ARN, préservant ainsi les épitopes antigéniques clés. [227]
7. Les vaccins recombinants

La nouvelle génération de vaccins, utilisant les techniques de recombinaison
génetique, ont supplanté les techniques traditionnelles de production vaccinale consistant a
atténuer un pathogéne par modification de ses conditions de croissance ou a I’inactiver de
maniere physique ou chimique. Les avancées récentes dans les techniques de génie génétique,
I’amélioration de nos connaissances en immunologie et sur la génomique des pathogenes, a
permis 1’¢laboration d’approches moléculaires afin de délivrer I’antigéne immunogeéne a la
cellule présentatrice d’antigéne, associé ou non a des molécules immunostimulatrices.
Plusieurs plateformes vaccinales reposant sur ces techniques de recombinaison génétique ont
été développées. On peut produire I’antigéne immunogéne in vitro par transfection du géne
d’intérét vaccinal dans des cellules de mammiféres ou d’insectes. Il s’agit des vaccins sous-

unitaires, permettant 1’inoculation chez la personne a vacciner de la protéine immunogene
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responsable de la production d’anticorps neutralisants protecteurs. On peut également
produire des particules pseudo-virales, qui s’assemblent spontanément in vitro, par
transfection cellulaire de génes codant pour les protéines virales nécessaires a 1’assemblage et
a la libération du virion. Une autre technique consiste a apporter le géne d’intérét vaccinal
directement ou grace a un vecteur viral non pathogéne, permettant la synthése in vivo de
I’antigéne d’intérét vaccinal par la cellule-hdte, qui présentera ce dernier au systéeme

immunitaire. Un vecteur viral chimérique peut également exprimer a sa surface plusieurs

antigénes d’intérét vaccinal afin de les présenter au systeme immunitaire.

. . . Efficacité en Efficacité en
Plateforme vaccinale = Immunogene Caractéristique . . - Remarques
pré-exposition | post-exposition
Déficient pour Multiples Nécessite stratégie
Plasmides d’ADN GP, NP laré Iicat?on vaccinations Non reporté prime-boost
P (0-100%) Efficacité limitée
Particules de réplicon
d,u vIrus de‘ . GP, NP, Réplication Mult_lple_s ) Nécessite stratégie
I’Encéphalite Equine GP/NP uniaue vaccinations Non reporté fime-boost
Vénézuélienne a (0-100%) P
(VEEV)
. e Multiples Production
\Ijﬁ’l;[;g:I(?P[iig)u e VP40/NP/GP Eerféml?:;t?gnur vaccinations Non reporté Nécessite stratégie
P (0-100%) prime-boost
Adénovirus de type 5 [Nz Déficient pour | Injection Non reporté L')‘(“Iggr?t';e pre-
dplicati i 0
(Ad5) GP/NP la réplication unique (100%) Nécessite forte dose
Virus Parainfluenza Virus réplicatif Injection Immunité pré-
Humain de type 3 GP, GP/NP atténué P unique (50- Non reporté existante
(VPIH3) 100%) Sécurité
VIS €5 [ SIS Virus réplicatif | Injection Injection unique
\{esmuleqse .(VSV)’ GP atténué unique (100%) | (50 & 100%) Securité
sérotype indien

Tableau 6. Différentes plateformes vaccinales prometteuses chez le PNH. L’Adénovirus de type 5
et le virus de la Stomatite Vésiculeuse constituent une approche vaccinale intéressante, par leur
capacité a induire une protection totale des PNH contre le virus Ebola, avec une injection unique.
(D apres Geisbert et Feldmann) [218].

7.1. Vaccins sous unitaires

La GP étant la protéine clé immunogene, des stratégies consistant a apporter directement
cet antigene a la cellule-hote afin de produire une grande quantité d’anticorps neutralisants

spécifiques ont été développées.

On a purifié la GP produite par des cellules d’insectes préalablement transfectées par un

Baculovirus recombinant contenant le géne de la GP virale. Son utilisation chez le cobaye,

95



soit en immunisation unique, soit comme rappel apres un vaccin a ADN a permis uniquement
une protection partielle des cobayes vaccinés, malgré la production importante d’anticorps
neutralisants. Il n’y avait pas de corrélation entre le taux d’anticorps neutralisants et la

protection vaccinale [232].

Pour augmenter 1’efficacité de ce vaccin sous-unitaire, on a produit dans des cellules de
mammiferes une protéine recombinante constituée de la partie extracellulaire de la GP
d’EBOV fusionnée au fragment Fc d’une immunoglobuline humaine IgG1 (EBOVGP-Fc).
On a utilisé des cellules de mammiferes car les modifications post-traductionnelles et
glycosylations variaient légerement dans les cellules d’insecte et pouvaient expliquer cette
protection partielle, affectant la structure des épitopes, la formation de la GP trimérique et la
stabilité de la protéine soluble vaccinale sGP. Le fragment Fc a été utilisé pour simplifier la
purification de la GP, augmenter la stabilité de la protéine de fusion, et pour son effet
immunostimulant par interaction avec le récepteur Fcy présent sur les cellules présentatrices
d’antigéne. Chez la souris, une primo-immunisation avec ce vaccin conjugué aux adjuvants de
Freund complets, suivi de 3 administrations successives avec des adjuvants de Freund
incomplets a protégé 90% des souris immunisées, avec production d’anticorps neutralisants
anti-GP et déclenchement d’une réponse cellulaire T spécifique. Ces résultats doivent étre
confirmés chez le cobaye et le PNH, avec I'utilisation d’autres adjuvants utilisables chez

I’homme permettant d’augmenter I’immunogénicité d’EBOVGP-Fc [233].
7.2. Les particules pseudo-virales

Les particules pseudo-virales (PPVs) sont des particules ressemblant morphologiquement
au virion infectieux, constituées des protéines structurales de surface du virus qui
s’assemblent spontanément suite a leur production in vitro. Elles sont dépourvues
d’information génétique, ce qui en fait des particules non infectieuses incapables de se

répliquer.

L’intérét de ces PPVs est qu’elles permettent une présentation au systéme immunitaire des
protéines de surface du virus fortement immunogeénes, stratégie plus efficace pour induire la
production d’anticorps neutralisants comparée aux antigenes solubles. Ces PPVs sont
produites facilement in vitro, sont non infectieuses et donc sécuritaires, ce qui est
particulierement important pour le virus Ebola. Elles ne contiennent pas la protéine VP35,

facteur de virulence de ce Filovirus. Il est possible d’incorporer dans ces PPVs des molécules
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qui permettent de cibler les cellules dendritiques ou stimulent I’immunité. Ce type de

vaccination s’est déja révélé efficace pour le Papillomavirus, le Parvovirus et Rotavirus. [234]

On obtient des PPVs d’Ebola en faisant exprimer par les cellules de mammiféres 293T ou
cellules d’insectes les génes codant pour la protéine de matrice VP40 et la GP du virus Ebola,
qui vont ensuite s’assembler spontanément in vitro, grace a la présence des radeaux lipidiques
membranaires. L expression de la protéine VP40 est suffisante pour la formation de PPVs et
leur bourgeonnement a partir de la membrane plasmique. Néanmoins, 1’interaction de VP40

avec la GP est importante dans la morphogénése de ces PPVs. [235]

Figure 30. Photographies de particules pseudo-virales morphologiquement identiques au virus
Ebola infectieux, visibles au microscope électronique. A. Cellules VeroE6 infectées par le virus
Ebola Zaire. B. Transfection de plasmides codant pour les génes de la GP et de la protéine VP40 du
virus Ebola dans des cellules de mammifére 293T permettant la production de particules pseudo-
virales morphologiquement et antigéniquement similaires au virus Ebola infectieux, s’assemblant
spontanément in vitro. (D apres Warfield et al.) [236]

Chez la souris, trois immunisations successives par ces PPVs produites par des
cellules de mammiféres 293T a permis la protection totale des animaux contre un challenge
letal avec une souche d’EBOV adaptée a la souris. Ces PPVs entrainent la maturation des
cellules dendritiques murines in vitro, premicres cibles de I’infection virale dont le défaut de
maturation explique 1’échec du déclenchement de la réponse immune adaptative anti-Ebola.
Ces PPVs activent chez la souris la réponse innée, augmentant le nombre de lymphocytes
Natural Killer, et les deux types de réponse adaptative, cellulaire ainsi qu’humorale avec la
production de titres élevés d’anticorps neutralisants de maniere dose dépendante. Néanmoins,

le titre d’anticorps totaux ou d’anticorps neutralisants n’est pas prédictif de la protection
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vaccinale, ce qui montre que la réponse humorale n’est pas suffisante pour expliquer la
protection des souris vaccinées [236,237]. L utilisation de souris transgéniques a montré que
les deux types de réponses immunitaires adaptatives, cellulaire CD8+ et humorale seraient

requises pour la protection vaccinale [238].
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Figure 31. Comparaison des titres d’anticorps entre le vaccin constitué de virus Ebola inactivés
(IEBOV) et le vaccin constitué de PPVs (eVLPs). Malgré des titres d’anticorps anti-Ebola (A) et
d’anticorps neutralisants (B) similaires entre iEBOV et eVLPs a la méme dose vaccinale, le vaccin
inactivé n’induit qu’une protection marginale des souris vaccinées comparée au vaccin par particules

pseudo-virales, démontrant ainsi que la protection vaccinale n’est pas corrélée au titre d’anticorps.
(D apres Warfield et al.) [236].

Combiné a un adjuvant, ces PPVs ont montré une protection totale des souris immunisées
apres deux immunisations successives [239]. Chez le cobaye, une injection unique d’un
vaccin « pan-Filovirus » contenant un mélange de PPVs contenant la GP du virus Ebola et
celle du virus Marburg a permis la protection des cobayes contre un challenge par ces deux
Filovirus [240].

Chez le PNH, trois immunisations successives de PPVs contenant la NP, la GP et la
protéine VP40 virales combinées a un adjuvant a protégé 100% des macaques vaccinés [241].
De méme, un vaccin a base de PPVs produites par des cellules d’insectes transfectées par un
vecteur Baculovirus recombinant, permettant une production en masse de ce vaccin, s’est

révélé également protecteur chez la souris [242].
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7.3. La vaccination genétique ou vaccins a ADN

Dans les essais précédents, I’immunité humorale s’étant révélée non suffisante pour
protéger contre une infection a virus Ebola, des stratégies de vaccination génétique ont été

élaborées pour activer les réponses immunitaires cellulaire et humorale.

Née dans les années 1990, la technique d’« immunisation génétique » ou vaccins & ADN
se revélait tres prometteuse. Son principe est simple, on injecte chez la personne a vacciner un
plasmide bactérien qui grace aux techniques de génie génétique, contient le gene codant pour
I’antigéne d’intérét vaccinal, ici la GP ou la NP virale. Ce geéne qui est sous contréle d’un
promoteur approprié, va étre transcrit in vivo au sein de la cellule, qui va exprimer a sa surface
le peptide antigénique pour qu’il soit présenté au systéme immunitaire. L immunisation peut
se faire par voie intramusculaire, ou par voie transcutanée, par la technique du « fusil a géne »
qui va bombarder la peau de microparticules d’or ou de tungsténe enrobées du géne d’intérét

permettant la pénétration cellulaire, et la réduction des doses d’ADN injectées [243-245].

Les avantages : Ces vaccins sont facilement productibles en masse, leur codt de production
est faible. Ils sont stables a température ambiante, ne nécessitant pas de respect de la chaine
du froid et permettent de vacciner contre des antigenes rares ou difficiles a produire. La
tolérance de ces vaccins s’est avérée excellente lors de différents essais cliniques chez le PNH
et ’homme. De plus, ils ne nécessitent pas 1’utilisation d’adjuvants toxiques mais il est
néanmoins possible de rajouter des génes immunostimulateurs, permettant d’activer le

processus de présentation d’antigéne.

Ces vaccins ADN vont activer les trois types de réponses immunitaires, la réponse T
cytotoxique, T auxiliaire et humorale. Ils stimulent fortement la réponse cellulaire cytotoxique
par la synthése d’antigéne in vivo dans la cellule a partir du brin d’ADN injecté permettant la
présentation des peptides antigéniques aux lymphocytes T CD8+ via le complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (CMH) de type 1. Les vaccins ADN auraient ainsi la méme efficacité que
les vaccins vivants atténués sur 1’activation de la réponse cellulaire, sans présenter de risque
d’infection ou de réversion du pathogéne. La persistance de la synthése antigénique a partir de
I’ADN ¢épisomal présent dans la cellule, va permettre d’induire une réponse immunitaire de
longue durée. L antigéne sera reconnu par la cellule présentatrice d’antigéne qui le présentera

elle-méme aux lymphocytes auxiliaires CD4+ via le CMH de type II.
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Les séquences CpG non méthylées des plasmides bactériens, immunostimulatrices,
vont orienter la réponse vers un profil Thl, renforcant ainsi la réponse cellulaire cytotoxique
par la sécrétion d’TFN-y. Ces motifs bactériens stimulent egalement la réponse innée en

activant les cellules « Natural Killer ».
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Figure 32. Réponse immunitaire déclenchée par I’injection de vaccins a ADN. Tout comme
I’inoculation de vaccin vivant atténué, les vaccins a ADN permettent le recrutement des complexes
majeur d’histocompatibilité de type I et Il (CMH | et Il) présents sur la cellule présentatrice d’antigéne
permettant d’activer la réponse LT8 cytotoxique et LT4 qui aide a la mise en place de la réponse
cellulaire et humorale, ainsi qu’a I’établissement de la mémoire immunitaire.

Les inconvénients : Malgré que les premiéres études sur la souris aient montré des réponses

immunitaires fortes et durables engendrées par ces vaccins ADN, chez le PNH, les réponses
sont moins persistantes et notamment la réponse anticorps s’est révélée d’intensité modeste.
En effet, cette derniére est plus faible que celle engendrée par I’injection de I’antigéne
d’intérét. Ceci a conduit a développer des stratégies de type « prime-boost» avec une
premiere immunisation par un vaccin ADN permettant 1’activation de la réponse cellulaire et
I’orientation vers le profil Thl, et un rappel par injection de I’antigene d’intérét afin

d’amplifier la réponse humorale.

Les problémes d’innocuité de ces vaccins @ ADN doivent étre souleveées, avec la
possibilité d’intégration du géne dans le génome de 1’hote, activant potentiellement un

oncogéne ou inactivant un gene suppresseur de tumeur. Un mécanisme de tolérance
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immunitaire a été retrouvée, notamment chez les jeunes animaux, ou 1’on observait une
persistance du pathogene lors de son introduction, ceci pouvant s’expliquer par la production
sur le long terme de 1’antigéne en faible concentration. Néanmoins, cette production est
limitée par la réponse cytotoxique et par la réponse humorale lors des stratégies « prime-
boost ». La possibilité de réaction auto-immune a été mentionnée avec la présence d’anticorps
dirigés contre I’ADN, retrouvés notamment dans le lupus érythémateux disséminé, méme si
ces anticorps n’ont pas €té retrouvés chez des animaux hyperimmunisés ou lors des essais
chez ’homme [246].

Efficacité : Plusieurs études ont montré des résultats contradictoires chez les différents
modeéles animaux. Quatre inoculations sous cutanées par bombardement de particules de
billes d’or enrobées des génes de la GP ou de la NP du virus Ebola ont montré une protection
chez 78% des souris vaccinées, et la protection était totale aprés augmentation de la dose
vaccinale. Les deux types de vaccins ont entrainé une réponse T cytotoxique et humorale
spécifique dose-dépendante, et une protection partielle persistait 9 mois apres la derniére
immunisation [247]. Une étude chez le cobaye a démontré 1’efficacité protectrice de 4
injections intramusculaires successives de 100 pug de plasmides d’ADN codant pour la GP
soluble (sGP) ou la GP transmembranaire, alors que les plasmides contenant le géne de la NP
se révélaient insuffisamment protecteurs du fait de I’absence d’activation de la réponse
cellulaire T, malgre des titres élevés d’anticorps. De méme, 3 injections intramusculaires chez
la souris de 50 pg de plasmides ADN codant pour la GP du virus Ebola a permis la production
d’anticorps non neutralisants et la mise en place d’une réponse T cytotoxique, non retrouvée
apres vaccination par plasmides d’ADN codant pour la NP virale [69]. L’inoculation
intramusculaire de plasmides d’ADN codant pour différentes protéines du virus Ebola s’est

révelée inefficace chez le macaque de type cynomolgus.

Développement de la stratéqgie « prime-boost » pour renforcer [’efficacité des vaccins @ ADN

Le développement de la stratégie de primo-immunisation suivie d’une injection de
rappel hétérologue a montré une efficacité vaccinale chez le macaque nettement supérieure a
une stratégie d’administration unique Ou une primo-immunisation suivie d’un rappel
homologue. On va ainsi immuniser I’individu contre un antigéne donné en le présentant

successivement par I’utilisation de deux voire trois vecteurs ou formulations différentes.

Des études préalables chez le cobaye avaient montré une efficacité de 100% contre

une injection létale du virus Marburg par I’inoculation de plasmides ADN codant pour la GP
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du virus Marburg suivie de I’administration d’un vaccin sous unitaire, la GP tronquée de son
domaine transmembranaire, produite par un systéeme d’expression a Baculovirus, couplée a un
adjuvant immunogene. Une étude utilisant le méme protocole avec la GP du virus Ebola s’est

révelée non concluante. [222,232]

Chez le macaque, trois immunisations intramusculaires successives d’un plasmide
codant pour les GP des 4 espéces du virus Ebola, boostées ensuite un an plus tard par
I’administration d’un vecteur Adénovirus recombinant défectueux pour la réplication portant
les genes codant pour la GP et la NP virales, a permis 1’induction de fortes réponses humorale
et cellulaire. L’administration trois mois plus tard d’une dose létale du virus Ebola aux
macaques préalablement immunisés a montré une protection contre 1’infection, y compris
contre 1’espéce Bundibugyo non contenue dans le vaccin, démontrant ainsi la capacité de
réaction croisée induite par ce protocole vaccinal. C’est le premier essai vaccinal contre le

virus Ebola complétement protecteur chez le PNH [248,249].

Différents vaccins a ADN ont été testés lors d’essais cliniques chez I’homme. Un
vaccin a ADN codant pour la GP dont la partie transmembranaire cytotoxique a été délétée et
ayant subi certaines mutations, a été évalué lors d’essais cliniques de phase I en 2006. Ce
dernier a été bien toléré sans effet secondaire notable. Trois immunisations ont été
immunogenes, avec production d’anticorps spécifiques et activation d’une réponse cellulaire
T spécifique. Un autre essai de phase [ a été mené lors de 1’épidémie de 2014-2015, avec 3
immunisations successives de vaccins ADN codant pour les GP sauvages d’EBOV et SUDV,
qui ont été bien tolérées et ont déclenché une réponse cellulaire et humorale spécifique
[250,251].

7.4. Développement des vecteurs viraux

Les vaccins a base de virus vivants induisent la meilleure protection vaccinale et la
durabilité¢ de cette protection dans le temps. L’idée a été d’utiliser des virus que 1’on sait
sécuritaires, par sélection de souches non ou peu pathogeénes pour I’homme, dont la virulence
aurait éte atténuée, au génome suffisamment malléable pour intégrer des fragments d’ADN

étranger, afin de les acheminer jusqu’a la cellule hote.

L’utilisation de ces vecteurs viraux vivants atténués et génétiquement manipulés induit

une réponse T cytotoxique élevée du fait de la présentation de 1’antigéne d’intérét a la cellule
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dendritique, soit par reconnaissance direct du vecteur viral portant I’antigéne d’intérét
vaccinal, soit par reconnaissance de 1’antigéne exprimé par la cellule-héte infectée par le
vecteur viral. Les vecteurs viraux sont choisis de préférence non réplicatifs pour la sécurité
d’emploi relative au pouvoir pathogene résiduel, surtout chez I’'immunodéprimé, mais
également pour éviter les possibilités de recombinaisons genétiques avec des souches
sauvages. La séroprévalence contre le vecteur viral doit étre faible dans la population

générale, car cette immunité anti-vecteur réduit considérablement I’efficacité vaccinale [252].

Production

Vecteur Réplication

Remarques
en masse

Type de
génome

Virus de I’Encéphalite
Equine du Venezuela . ARN simple . .
(VEEV) Alphavirus brin positif Non Complexe Origine non humaine
Immunité préexistante
Adénovirus humain de o ADN double _ (remp_lace par ChAd3)
type 5 (rAd5) Adénovirus brin nécati Non Etablie Dose importante
rin négatif ) ;
nécessaire
Origine non humaine
Virus de la Stomatite ARN simole Possible neurotoxicité
Vésiculaire (VSV) Rhabdovirus - np Oui Etablie si administré en
brin positif .
intranasal
Virus Parainfluenzae ARN simole
humain de type 3 Paramyxovirus brin négatpif Oui Complexe Immunité préexistante

Tableau 7. Propriétés des principaux vecteurs viraux utilisables pour la vaccination contre le virus
Ebola. [253]

7.4.1. Particules de réplicon du virus de ’Encéphalite Equine du Venezuela
(VEEV)

Le VEEV est un petit virus enveloppé de genre Alphavirus, dont le matériel géenétique
est constitué d’ARN simple brin positif. Trois Alphavirus sont utilisés comme vecteur, le
VEEV, le virus de la forét de Semliki et le virus Sindbis. L’intérét de 1’utilisation du VEEV
comme vecteur est qu’il est faiblement pathogéne pour I’homme et que I’immunité
préexistante anti-VEEV est faible, cette maladie étant essentiellement retrouvée du Nord de
I’Argentine a la Floride. Il se réplique uniquement dans le cytoplasme, empéchant ainsi
I’intégration ou la recombinaison avec I’ADN de la cellule-hdte. Ce virus posséde un large
tropisme cellulaire, produit d’importantes quantités d’antigéne in Situ a I’origine d’une forte
réponse immunitaire. Son génome est relativement flexible. Ainsi, les génes structuraux du
VEEV vont subir une délétion et seront remplacés par le géne d’intérét vaccinal. Ces vecteurs

ARN appelés réplicons ont la capacité de se répliquer par eux-mémes mais ne seront pas
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encapsidés dans des particules virales en 1’absence de production des protéines structurales du
VEEV, effectuant ainsi un unique cycle de réplication, sans se propager de cellule a cellule.
Lorsqu’il est administré dans les coussinets de la souris, il va cibler les cellules de
Langerhans, les cellules dendritiques de la peau, permettant ainsi la présentation de 1’antigéne
initiant la réponse immunitaire adaptative. Des études chez la souris ont montré que ce

vecteur déclenchait une forte réponse humorale ainsi qu’une réponse T cytotoxique. [254]

On va utiliser un réplicon d’ARN appartenant au VEEV que ’on va modifier
génétiquement. On va ainsi remplacer les génes de structure du VEEV par les genes codant
pour la GP et/ou la NP du virus Ebola. Les réplicons recombinants ont été insérés avec un
promoteur eucaryote de type CMV, dans des pseudo-particules de VEEV produites par
insertion par un Baculovirus de ses génes structuraux dans des cellules de mammiferes.
L’avantage de ces pseudo-particules de VEEV est qu’elles n’induisent pas une forte
immunisation anti-vecteur. Chez le cobaye, I’administration de réplicons d’ARN du VEEV
recombinant codant pour la GP virale a montré une efficacité, alors que chez la souris,

I’administration du VEEV codant pour la NP virale a été protectrice [255].

Trois immunisations a la dose de 107 particules infectieuses de VEEV exprimant la GP
et/ou la NP d’EBOV n’ont pas protégé les macaques cynomolgus d’un challenge 1étal a
EBOV. Pourtant, le VEEV exprimant la GP +/- la NP de MARYV avait montré une protection
chez le PNH, ceci pouvant s’expliquer par les différences de pathogénicité entre les deux
virus. [256] Néanmoins, une autre étude a montré que ’efficacité vaccinale était dépendante
de la dose administrée, puisqu’une injection unique de 10'° particules infectieuses de VEEV
codant pour la GP d’EBOV a protégé les macaques d’un challenge 1étal 8 EBOV. Pour autant,
le vaccin n’induit pas de protection croisée puisque 1’administration intramusculaire unique
chez le macaque de réplicons du VEEV codant pour la GP de SUDV a protégé contre une
injection létale de cette méme souche virale, mais pas contre la souche EBOV.
L’administration concomitante des genes des 2 GP virales a protégé contre une injection létale
a EBOV et SUDV. De méme, deux injections intramusculaires du géne de la GP de SUDV
ont protégé d’une contamination par aérosol par SUDV. Ainsi, ce vaccin VEEV nécessite de
fortes doses vaccinales pour étre efficace et la question d’immunité préexistante doit étre

évaluee [257].

7.4.2. Particules de réplicon du virus Kunjin exprimant la GP virale
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Un vaccin basé sur les particules de réplicon du virus Kunjin, membre de la famille des
Flavivirus a été testé chez le cobaye. Comme pour le VEEV, les particules de réplicon du
virus Kunjin contenant le géne de la GP d’EBOV sont incorporées dans des particules

pseudo-virales. Ce vecteur viral a protége 86% des cobayes vaccinés. [258]
7.4.3. Virus Parainfluenza humain de type 3 (HPI1V3)

Une seule inoculation intranasale du virus recombinant réplicatif HPIV3 exprimant la GP
seule ou associée a la NP virale ’EBOV a protégé les cobayes contre une injection létale
intrapéritonéale de cette méme souche [259]. Chez le PNH, deux inoculations par voie
respiratoire sont nécessaires pour protéger complétement d’une injection létale, démontrant
ainsi la capacité de ce vecteur viral a induire une immunité muqueuse [260]. Chez les
macaques préalablement immunisés par HPIV3, le vaccin est faiblement immunogeéne,
nécessitant d’augmenter le nombre de doses vaccinales pour obtenir une efficacité protectrice.
[261] Pour contrecarrer I’immunité anti-vecteur préexistante chez certaines personnes, compte
tenu de I’importante séroprévalence du virus HPIV3, un nouveau vecteur recombinant
chimérique a été développé, avec délétion des genes des glycoprotéines F et HN qui seront
remplacés par le géne de la GP virale, seule protéine transmembranaire exprimée. Ce vecteur,
aux capacités réplicatives atténuées est toujours hautement immunogene chez le cobaye.
[262]. L’utilisation d’un Paramyxovirus aviaire comme vecteur, le virus Newcastle, afin de
résoudre le probléme d’immunité préexistante, s’est révélé moins immunogene que le HPIV3,

mais demeure néanmoins protecteur dans des stratégies « prime-boost » hétérologues. [263]
7.4.4. Virus recombinant de la Rage

Il appartient & la famille des Rhabdovirus, virus constitu¢é d’ARN monocaténaire de
polarité négative. Le virus de la Rage s’est révélé étre un excellent vecteur viral dans des
essais de vaccination contre le VIH ou I’hépatite C. L’intérét d’un vaccin bivalent contenant
les protéines virales de la Rage et du virus Ebola permettant d’immuniser contre ces deux
virus serait profitable en Afrique ou la rage cause plus de 24 000 déces chaque année. Un
virus de la Rage atténué réplicatif (RV-GP), non réplicatif par délétion de la GP rabique
(RVAG-GP), et un virus chimiquement inactivé ont été utilisés comme vecteur viral pour
exprimer la GP du virus Ebola. Les trois candidats vaccinaux étaient non virulents apres
inoculation intra-thalamique chez les souris adultes, mais RVAG-GP a la différence de RV-
GP n’a pas montré de neurovirulence chez les jeunes souris, la GP du virus Ebola ne se

substituant pas a celle du virus rabique qui a été soustraite, pour produire des virions
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infectieux réplicatifs. Chez la souris, ces vaccins protégent contre une injection létale du virus
Ebola et du virus rabique et induisent de robustes réponses humorale et cellulaire dirigées
contre la GP du virus Ebola. La réponse humorale était toujours présente chez les souris
préalablement immunisées contre le virus de la Rage [264]. Une seule injection du virus
réplicatif recombinant de la Rage exprimant la GP virale a protégé partiellement les souris
d’un challenge 1étal, alors que chez le PNH, deux injections vaccinales ont été complétement
protectrices [265]. Par souci d’innocuité, I’inoculation du virus tué chez le PNH, conserve

également ses propriétés immunogenes, car est toujours partiellement protecteur.
7.4.5. Virus recombinant de la Vaccine

C’est le premier vecteur viral utilisé pour la vaccination contre le virus Ebola. Ainsi en
1998, des chercheurs ont évalué D’efficacité de ’administration du virus de la Vaccine
recombinant portant le gene de la protéine VP24 du virus Ebola chez des cobayes. Méme si ce
vaccin n’a pas permis la survie des animaux, il a néanmoins prolongé leur durée de vie,
stimulé I’immunité innée et induit une faible production d’anticorps [266]. De méme,
I’utilisation du virus de la Vaccine comme vecteur vaccinal recombinant dont le génome code
pour la GP du virus Ebola a montré une efficacité chez la souris et le cobaye, mais pas chez le
macaque. Le vecteur est actuellement utilisé comme rappel vaccinal dans la stratégie « prime-
boost » du vaccin ChAd3-MVA ZEBOV.

7.4.6. Cytomégalovirus recombinant

Le Cytomégalovirus (CMV) est un virus hautement immunogeéne qui a montré récemment
son efficacité comme plateforme vaccinale. Il pourrait étre utilis€ pour I’immunisation des
grands singes en Afrique contre le virus Ebola, source de contamination humaine, du fait de
ses propriétés de réinfestation et de dissémination dans la population cible, quelle que soit
I’immunité préexistante anti-CMV, permettant ainsi d’obtenir une haute couverture vaccinale
dans cette population inaccessible. Chez la souris, un virus recombinant murin exprimant
I’épitope des cellules T CD8+ de la NP du virus Ebola fusionné a une protéine du CMV
murin a montré une protection des souris vaccinées contre un challenge létal du virus Ebola,
déclenchant une forte réponse cellulaire CD8+ durable, bien que la production d’anticorps
anti-Ebola soit faible [267,268]. Chez le PNH, le CMV a montré son efficacité, mais
I’immunité protectrice était de type humoral, avec absence d’immunité cellulaire anti-GP

[269].
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7.4.7. Adénovirus de type 5 défectif pour la réplication(rAd5)
Intérét du vecteur Adénovirus

Les Adénovirus, famille de virus nus & ADN double brin linéaire, sont des vecteurs
attractifs du fait de leur capacité a stimuler la réponse immunitaire innée et adaptative dans les
cellules de mammiféres, particulierement recherchée pour la présentation d’antigéne peu
immunogéne. Du fait de sa croissance importante en culture cellulaire, ce vecteur viral est
produit facilement et a faible colt. Son tropisme particulier pour les cellules épithéliales lui
permet de cibler 'immunité muqueuse et systémique. Le rAd5 est déficient pour la
réplication, par délétion du gene E1, et généralement le gene E3 subit également une délétion
pour permettre I’insertion d’un géne étranger. Son utilisation comme vecteur vaccinal a été

testée pour de nombreux pathogénes comme le VIH ou Plasmodium. [270]
Efficacité vaccinale

Ce vecteur Adénoviral rAd5 a été initialement utilisé comme rappel vaccinal, un an apres
I’inoculation de vaccin ADN codant pour la NP et les GP de différentes souches du virus
Ebola [248]. Néanmoins, on comprend la nécessité d’un vaccin rapidement immunogéne dans
un contexte épidémique. Ainsi, chez le PNH, une seule immunisation avec un mélange de
vecteurs rAd5 portant les genes codant pour la GP ou la NP du virus Ebola a complétement
protégé les PNH contre un challenge létal de ce méme virus, administré 1 mois plus tard,
malgré une réponse humorale plus faible que celle induite par les administrations répétées de
vaccin ADN [271]. Puis une autre étude a montré qu’une seule inoculation de 10 particules
de rAd5 exprimant uniquement la GP d’EBOV (rAd5-EBOV-GP) était également protectrice,
avec production de titres élevés de cellules CD8+ et d’anticorps spécifiques. [10] Un vaccin
bivalent cAdVax constitué¢ d’un complexe adénoviral contenant les genes des GP des virus
EBOV et SUDV protége les PNH d’un challenge 1étal par voie parentérale ou par aérosol
[272]. Dans la recherche d’un vaccin « pan-Filovirus », un vecteur complexe cAdVax
recombinant exprimant les GPs de différentes souches du virus Ebola et Marburg a été
administré au PNH, et ce vaccin s’est révélé protecteur contre différentes espéces de
Filovirus, apres deux immunisations [273]. Chez le PNH porteur du VIH simien, le rAd5-
ZEBOV-GP est immunogéne mais la production rapide d’anticorps anti-rAd5 limite la
réponse immune lors d’injections répétées de ce méme vecteur. Il faut préférer le protocole
ADN/rAd5 pour générer une réponse durable et de bonne amplitude chez ces PNH

immunodéprimés. [274]
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Dose vaccinale

L’administration de fortes doses, & partir de 10* particules d’Adénovirus, est toxique pour
le PNH et pour ’homme. [275] Ainsi, des études visant a évaluer I’innocuité vaccinale ont
montré que I’administration intramusculaire de 2x10' de rAd5 et rAd35 ont été sures et
appropriées pour la vaccination chez I’homme. [276] Chez le PNH, la dose minimale efficace
de rAd5 exprimant la GP du virus Ebola est de 10 particules. Ainsi, lors des essais cliniques

chez ’homme, les doses de 2x10° & 2x10™ particules seront utilisées.

Mécanismes immunitaires impliqués
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Figure 33. Mécanismes immunitaires déclenchés par I’inoculation de rAd5-GP non réplicatif. 1.
Lors de I’injection intramusculaire de rAdS, la cellule musculaire, qui va exprimer le géne de la GP, va
devenir apoptotique sous ’effet cytotoxique de la GP virale, permettant sa phagocytose par la cellule
présentatrice d’antigéne (CPA). 2. Dans le ganglion lymphatique, la CPA activée va permettre le
déclenchement de la réponse immunitaire adaptative cellulaire (lymphocytes T CD8+) et humorale
(lymphocytes B) dirigée contre la GP virale 3. L’expression du géne de la GP dans la CPA va induire
la production d’interféron de type I qui permet la maturation de la CPA et améliore la fonction
effectrice des CD8+ (D aprés Zhou et Sullivan) [221].
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Correélat immunitaire de protection vaccinale

Chez le PNH, la protection vaccinale lors des essais par vaccin a ADN suivi d’un rappel
par rAdS ou par injection unique de rAdS, est corrélée au titre d’anticorps spécifiques IgG
anti-GP virale détectables par test ELISA [223,277]. Néanmoins, les cellules CD8+ ont un
réle majeur dans la protection immunitaire induite par le vaccin rAd5 contre le virus Ebola.
Ainsi, la déplétion de cellules CD3+ aprés la vaccination et juste avant le challenge létal,
abroge la protection vaccinale chez 2 macaques sur 5 et celle des cellules CD8+ élimine la
protection vaccinale chez 4 des 5 macaques immunisés. De plus, le transfert passif d’IgG
polyclonales issues de macaques vaccinés par ADN/rAd5 a des animaux naifs a échoué a les

protéger contre le virus Ebola. [278]

Les études ont également montré que chez les macaques qui avaient été infectés
naturellement par ’Ad5 sauvage, la protection vaccinale contre le virus Ebola était abolie
malgré la production d’anticorps dirigés contre la GP virale. Chez ces macaques, la réponse
cellulaire T CD8+ était diminuée, du fait de I'immunité anti-vecteur qui empéchait 1’infection
naturelle de la cellule hote par I’AdS et la présentation au systéme immunitaire. La protection
croisée contre la souche Ebola Bundibugyo lors de 1’inoculation de plasmides codant pour la
GP dI’EBOV et SUDV serait due a la réactivité croisée des cellules T et non des anticorps,
démontrant ainsi qu’une immunité cellulaire robuste permet une protection croisée contre une

nouvelle souche émergente. [70,249,279]

Ainsi les anticorps anti-GP virale permettraient de contenir la réplication du virus Ebola,
mais la réponse cellulaire cytotoxique CD8+ serait indispensable afin d’éliminer les cellules
infectées par le virus. Le taux d’anticorps anti-GP serait donc un corrélat de protection
vaccinale, comme marqueur quantitatif de la totalité des réponses cellulaire et humorale

nécessaires a la protection vaccinale.

L’inoculation d’autres sérotypes de vecteurs rAd, les rAd35 et rAd26, générant un
taux d’anticorps anti-GP et des réponses cellulaires CD4+ et CD8+ comparables au rAd5,
échouaient a protéger les macaques contre un challenge létal. L’analyse des profils
cytokiniques des lymphocytes T a montré que la production simultanée de TNF a et INF v,
qui favorisaient 1’activité cytolytique, était protectrice. Dans les autres serotypes, non
protecteurs, cette population de lymphocytes était sous représentée. Les différences dans la
qualité de la réponse CD8+ entre les sérotypes de rAd, peut s’expliquer par le ciblage de

differents récepteurs cellulaires in vivo.
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Ainsi, lors des essais cliniques futurs, par extrapolation des résultats trouvés chez le
PNH a I’homme, les indicateurs d’une protection vaccinale seront un taux éleve d’anticorps

anti-GP et de lymphocytes T CD8+ a profil TNF-o/INFy. [221]

Réponses immunitaires et efficacité protectrice des vecteurs Adénovirus recombinants

Titre d’anticorps Réponse des lymphocytes T CD8+

anti GP Magnitude Qualité
rAd5 Elevé Elevé Bonne
ChAd3 100 Elevé Elevé Bonne
ChAd63 25 Faible Faible Intermédiaire
rAd35 17 Faible Elevé Pauvre
rAd26 0 Faible Elevé Pauvre

Vecteur Protection (%)

Tableau 8. Réponses immunitaires induites par différents sérotypes de vecteurs Adénovirus
humains (rAd) et simiens (ChAd). La protection vaccinale n’est pas corrélée au titre de la réponse
CD8+ mais a la qualité du profil cytokinique orienté vers la production de TNF-o/INFy [221].

Essais cliniques de phase |

L’innocuité du vecteur rAdS a été démontrée lors d’essais cliniques randomisés, en double
aveugle, chez 31 volontaires sains, puisqu’aucun effet secondaire sérieux n’a été notifié. Le
vaccin est immunogéne car tous les volontaires ont développé une réponse humorale et
cellulaire spécifique anti-GP virale en 14 jours. Néanmoins, 1’administration de rAd5 EBOV-
GP a la dose de 2x10° ou 2x10™ s’est révélée peu immunogéne chez I’homme, avec
production de faibles titres d’anticorps anti-GP (300 pour environ 2000 chez le PNH).
Comme vu précédemment avec le PNH, chez les personnes possédant une immunité

préexistante anti-Ad5, I’efficacité vaccinale est réduite. [70,280]
Stratégies de contournement de I’'immunité anti-vecteur

Présumée initialement rare, la séroprévalence a Adénovirus s’est révélée importante lors
d’études sérologiques dans différents pays, avec 85,2% de personnes positives a 1’Ad5.
L’augmentation des doses vaccinales permet de surpasser cette immunité préexistante mais le
vecteur adénoviral est toxique a forte dose et la sévérité des symptomes est dose-dépendante.
Le changement de la voie d’administration vaccinale, par induction d’une immunité
muqueuse, peut résoudre les problémes d’immunité anti-vecteur et maximiser 1’efficacité
vaccinale. Ainsi, chez les souris et les cobayes préalablement immunisés a 1’Ad5,
I’inoculation par voie nasale du vecteur rAd5-EBOV-GP a protégé ces animaux d’un

challenge létal par le virus Ebola. [281] Chez le PNH séropositif a 1’Ad5, I’administration
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intranasale et intratrachéale du vecteur rAd5-ZEBOV-GP a permis de contourner I’immunité
anti-rAd5 et a protégé les singes vaccinés [282]. Néanmoins, son application vaccinale chez

I’homme semble difficile a mettre en pratique.

Les vecteurs adénoviraux rAd de sérotypes 26 et 35 génétiquement différents du rAd5, ont
une séroprévalence plus faible chez I’homme. Chez le PNH, le statut sérologique contre le
rAd5 n’affecte pas I’efficacité vaccinale des vecteurs recombinants rAd26 et rAd35 exprimant
la GP virale. Néanmoins, la qualité de la réponse cellulaire CD8+ spécifique est faible
comparée a celle du rAd5 (cf. tableau 8). Une seule injection de rAd26 protége partiellement
les PNH d’un challenge 1étal, et un rappel vaccinal avec rAd35 un mois plus tard permet la

protection totale de ces animaux. [283]

Du fait de la réduction de I’efficacit¢ vaccinale chez de nombreuses personnes
préalablement immunisées contre 1’Adénovirus humain, des études utilisant des Adénovirus
simiens comme plateforme vaccinale ont été menées. Ainsi, chez la souris et le cobaye,
I’administration d’Adénovirus de chimpanzé 7 (AdC7) a faible dose (5x10°%kg) stimule les
réponses cellulaires T et B spécifiques et est completement protectrice. Les souris pré-

exposées a 1’Ad5 humain sont également protégées par ce vaccin d’origine simienne. [284]

Un vecteur chimérique d’Adénovirus simien 21 et 22 a été administré chez la souris, et a
permis la production de cellules T exprimant INFy mais la fréquence était diminuée et
I’apparition plus lente par rapport au vecteur rAdS. Une seule injection était totalement

protectrice chez la souris alors que chez le macaque, la protection était partielle. [285]
7.4.8. Levaccin ChAd3-MVA ZEBOV

Le vecteur adénoviral de chimpanzé de type 3 (ChAd3) a été retenu par sa capacité a
induire le méme profil immunologique que le rAd5 aprées vaccination, avec un titre éleve
d’anticorps anti-GP, prédicteur robuste de la survie, et de cellules CD8+ a profil INFy/TNFa.
Une étude sérologique en Europe montre un faible taux d’anticorps anti-ChAd3 dans la
population générale. On a donc isolé a partir d’un ganglion lymphatique d’un chimpanzé le
ChAd3, de structure similaire a I’ensemble des Adénovirus humains mais avec des différences
suffisamment importantes dans les régions hypervariables de I’hexon pour éviter une
neutralisation croisée par des anticorps dirigés contre 1’Adénovirus humain. Cet Adénovirus
simien a éte modifié genétiquement pour étre utilise comme vecteur, les régions E1 et E4

ayant été supprimeées, empéchant ainsi sa réplication in vivo.
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Une seule injection du vaccin ChAd3 déficient pour la réplication a entrainé une
protection de 100% des macaques vaccinés contre un challenge Iétal 28 jours plus tard. Sur le
long terme, la protection était partielle puisque 50% des macaques ont survécu a I’exposition

au virus Ebola 1 an apres la vaccination.

Afin d’améliorer I’efficacité vaccinale sur le long terme la stratégie de « prime-boost »
a été réévaluée. Pour la primo-vaccination, on a selectionné le vecteur ChAd3, par sa capacité
a induire une immunité rapide en 4 semaines, importante en cas d’épidémies, contrairement a
la vaccination par plasmides d’ADN qui nécessitaient de répéter les injections, la protection
étant obtenue apres 6 mois. Les Poxvirus sont connus pour stimuler les cellules CD4+
requises pour une mémoire immunitaire sur le long terme. On a donc effectué un rappel en
utilisant comme vecteur le virus de la Vaccine Ankara modifié codant pour la GP virale
(MVA-GP). Ce vecteur viral a généré un taux élevé d’anticorps anti-GP apres le rappel
vaccinal, mais celui-ci ne refléte pas la durabilité de la réponse immunitaire. C’est la qualité
du profil cytokinique des cellules CD8+ induites par le MVA-GP, sécrétant simultanément de
I’INF v, de I’'IL2 et du TNF a, qui va refléter le potentiel d’immunisation a long terme. Ainsi,
avec la vaccination par ChAd3 puis un rappel par MVA, 100% des macaques ont été protégés

d’une injection létale a virus Ebola 10 semaines plus tard. [286]

Essais cliniques de phase 1

Compte tenu de P’efficacité¢ du vaccin ChAd3 chez le PNH, et de la faible immunité

préexistante anti-ChAd3 dans les échantillons de participants Européens, des essais de phase |

ont été menés chez ’homme.

Essai .. Nombre de ..
S . Localisation . Type de vaccination
clinique participants

Etats Unis,

2 septembre Bivalent (ChAd3 GP Ebola Zaire et

VRC 207 v VRC, NIH 20 Soudan) Dose : 2x10% et 2x 10"
17 septembre | Angleterre, Monovalent

EBLO1 2014'0 Ox?md 60 Dose : 1x10™, 2,5x10" et 5x 10"

(VD EIV0[0M 8 octobre 2014 | Mali, Bamako 91 Monovalent

Monovalent, Etude randomisée
EBOZ Lau [R0E} Dose : 2,5x10%, 5x10'%t placebo

VRC 207 31 octobre Etats Unis, 20 Monovalent, Etude randomisée 1 :1
2°™ partie [ UMD Dose : 1x10% et 1x10™

ChAd3- 31 octobre Suisse, Lausanne | 120

Tableau 9. Les différents essais cliniques de phase | pour le vecteur ChAd3
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Innocuité du vaccin ChAd3 chez ’homme

En ce qui concerne 1’é¢tude américaine VRC 207, aucun événement indésirable grave
ou inattendu n’est survenu au cours de I’essai clinique. Le vaccin est réactogénique, avec
comme principaux effets secondaires, une fievre modérée les 2 premiers jours répondant bien
a un traitement par antipyrétique, une neutropénie ou leucopenie légere a modeérée et
transitoire, s’expliquant par 1’adhésion leucocytaire aux cellules endothéliales suite a la
réaction inflammatoire déclenchée par la vaccination. La vaccination a entrainé 1’induction
transitoire d’anticorps anti-phospholipides asymptomatique chez 3 participants, augmentant le
temps de céphaline activé in vitro, mais n’entrainant pas de coagulopathie chez les
participants, car les phospholipides ne sont pas limités in vivo. Il n’y a pas de dose toxique
limite, le vaccin est trés bien toléré aux 2 doses administrées (2'° et 2 particules), bien qu’un
peu plus réactogénique a dose élevée, avec un profil d’effets secondaires semblable a celui

observé lors des études précédentes avec les vecteurs Adénovirus. [287]

Les autres essais cliniques de phase 1 ont montré le méme profil d’effets secondaires,
soulignant I’innocuité du vaccin ChAd3. Compte tenu du rapport genevois sur 1’apparition
d’arthrite chez certains participants suite a 1’administration du vaccin VSV-ZEBOV une
surveillance toute particuliere de cet effet secondaire a été effectuée. Dans 1’étude anglaise et
malienne, 15% et 6% respectivement de douleurs articulaires légéres a modérées ont été
rapportées, se rétablissant en 48h. Aucun cas d’arthrite n’a été rapporté dans 1’ensemble des

essais cliniques de phase 1. [288]

Immunogénicité

Pour I’é¢tude américaine, 4 semaines apres la vaccination, tous les participants ont
développé une réponse immunitaire contre la GP du virus Ebola Zaire Mayinga ou

Guinéenne.

e 90% des participants ont développé des anticorps anti-GP Ebola Zaire Mayinga a
faible dose, et 100 % a forte dose.
e 90% des participants ont développé des anticorps anti-GP Ebola Zaire Guinéenne dans
les deux groupes
Le taux moyen d’anticorps anti-GP est de 2037, similaire aux taux protecteurs observés dans

les études chez le PNH (de 967 & 6600) pour la méme dose vaccinale de 2'°.
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e La réponse cellulaire CD4+ spécifique anti-GP a été positive chez 3 participants sur
10 a faible dose, et 10 sur 10 a forte dose.

e La réponse cellulaire CD8+ spécifique anti-GP a été positive chez 2 participants sur
10 a faible dose et 7 sur 10 a forte dose, avec production importante de cellules CD8+
polyfonctionnels au profil cytokinique TNFao/INFy, associé a la protection des PNH
lors des essais précliniques.

e Le rappel par le virus de la Vaccine Ankara modifié a augmenté la réponse immune.
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Figure 34. Réponse immunitaire suite a I’administration du vaccin ChAd3 ZEBOV dans I’étude
EBLO1. Le vaccin est immunogeéne, quelle que soit la dose administrée, (1x10™ particules pour le
groupe 1, 2,5x10" pour le groupe 2 et 5x10" pour le groupe 3) déclenchant une réponse immunitaire
similaire a la réponse protectrice observée chez le PNH. Il y a une relation dose-réponse en ce qui
concerne I’immunogénicité, qui est plus importante a la dose la plus élevée. [288]

Immunité anti vecteur

Avant la vaccination, les titres d’anticorps anti-ChAd3 chez les participants s’étendent
de 0 a 911. Si on compare a I’'immunité anti-rAd5 mesurée dans cette étude, les taux
d’anticorps préexistants s’étendent de 0 a 8748. Les anticorps anti-ChAd3 ont été multipliés
par 1,9 & la 4™ semaine, ne portant pas atteinte a la réponse anticorps anti-GP ou cellulaire
CD4+, mais une association modérément négative sur les titres de réponse CD8+ a été
relevée. Reste a déterminer si le vaccin est immunogéne chez la population Africaine, ou le
niveau d’anticorps anti-ChAd3 doit étre supérieur a celui retrouve aux Etats Unis et en

Europe.

Les données concernant les essais de phase II et I1I n’ont pas encore été publiées.
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7.4.9. Levaccin rVSV-ZEBOV
Définition

Il s’agit d’un vaccin vivant atténué, utilisant le virus recombinant de la Stomatite
Vésiculaire (rVSV) comme vecteur viral, exprimant & sa surface la glycoprotéine (GP) du
virus Ebola Zaire. Le rVSV est capable de se répliquer in vivo, les virus réplicatifs induisant
une forte réponse humorale et cellulaire chez leur hote et nécessitant généralement une seule
dose vaccinale, du fait de la synthése intracellulaire d’antigenes spécifiques en concentration
élevée et sur une période prolongée. Néanmoins, la capacité réplicative du rvSV a été

suffisamment atténuée pour empécher sa diffusion in vivo.

Production

La technique de production du rVSV réplicatif par génie génétique, a partir d’un brin
d’ADN complémentaire a été développée il y a plus d’une dizaine d’années. L’ARN
polymérase d’un bactériophage va transcrire cet ADN en ARN, qui une fois transfecté¢ dans
des cultures cellulaires, permettra la synthése de protéines virales qui s’assembleront en un

virus réplicatif.

Des ¢études d’innocuité avaient montré une neurotoxicit¢é du vecteur rVSV lors de
I’administration intra-thalamique chez la souris et le PNH, cette neurovirulence était
directement li¢e a la GP du VSV. Un vecteur rVSVAG a ¢été développé ayant subi la délétion
du geéne de la GP du VSV, permettant ainsi 1’atténuation de sa virulence et I’addition du geéne
de la GP du virus d’intérét vaccinal. Ce vecteur a montré son innocuité et son efficacité lors

des essais de vaccination contre le virus Influenza et le VIH.

Pour produire ce virus recombinant permettant une immunisation contre le virus Ebola, on
isole dans le génome du virus Ebola le géne codant pour la GP virale, que 1’on insére dans le
génome du virus VSV sauvage apres délétion de sa GP virale. Le géne de la souche Ebola
Zaire, souche la plus mortelle, a été sélectionné. On obtient ainsi un vecteur viral chimérigue,

le rVSV exprimant en surface la GP du virus Ebola. [289]
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Figure 35. Le virus recombinant de la Stomatite Vésiculaire exprimant la glycoprotéine (GP) du
virus Ebola (VSVAG/ZEBOVGP). La GP du virus de la stomatite vésiculaire sauvage est remplacée
par celle du virus Ebola Zaire pour former un vecteur viral recombinant exprimant & sa surface
I’antigéne d’intérét vaccinal. Sa production s’effectue par génie génétique, par délétion du gene de la
GP du virus de la stomatite vésiculaire (VSVG), et addition de celui de la GP du virus Ebola Zaire
(ZEBOVGP). [290]

Le virus de la Stomatite Veésiculaire (VSV)

Le VSV est un membre prototype de la famille des Rhabdovirus et son génome est
constitué¢ d’ARN simple brin de polarité négative codant pour ses 5 protéines structurales. Ce
virus est a 1’origine d’épizooties. La contamination s’effectue par contact direct entre les
animaux mais €galement par ’intermédiaire d’un vecteur phlébotome. Les symptomes sont
I’apparition de vésicules sur la langue, les lévres, les muqueuses buccales, les trayons de
I’animal et 1’évolution est généralement bénigne. La transmission a ’homme est rare et la
maladie reste généralement asymptomatique ou provoque un syndrome grippal léger. La
prévalence chez I’homme est faible, mis a part quelques régions endémiques en Amérique du

Nord ou au Panama.
Intérét d’utiliser le VSV comme vecteur vaccinal

L’utilisation du rVSV atténué comme vecteur viral est relativement sécuritaire, dans la
situation ou le virus pourrait réacquérir sa virulence d’origine, du fait de la faible

pathogénicité du VSV sauvage chez ’homme.

Le second avantage est la faible séroprévalence a VSV chez I’homme, contrairement a
I’Adénovirus pour laquelle on avait une perte d’efficacité vaccinale due a I’immunité anti-

vecteur, chez les personnes qui avaient été naturellement infectées par le virus.

La flexibilité génétique du VSV a permis le développement de rVSV qui exprime des
géenes de protéines virales étrangéres a des niveaux élevés. Le génome a ARN simple brin de

VSV ne subit pas de réarrangement et ne peut donc pas subir de changements génétiques in
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vivo. En outre, VSV se réplique dans le cytoplasme des cellules infectées et ne subit pas de

recombinaison génétique avec le génome de I’hote.

Le VSV provoque une forte réponse humorale et cellulaire in vivo, et est capable de
provoquer a la fois une immunité systémique et muqueuse, d’ou la possibilité de vacciner par
voie orale ou voie inhalée. 1l se développe a des titres tres elevés dans de nombreuses lignees

cellulaires in vitro et peut étre propagé dans presque toutes les cellules de mammiféres.

Le VSV était déja tres utilise comme vecteur dans la recherche expérimentale, et plusieurs
études chez 1’animal pour son utilisation potentielle comme vecteur vaccinal pour le VIH, le
virus Influenza ou I’hépatite C, ont montré une efficacité vaccinale et 1’absence d’effets
secondaires. Son innocuité reste a valider mais son utilisation potentielle dans la création
rapide de nouveau vaccin est un espoir pour les épidémies virales a venir, du fait de la
possible réutilisation du vecteur rVSVAG comme plateforme vaccinale. En effet, lors de
I’inoculation du rVSVAG, il n’y a pas de développement d’immunité anti-vecteur,

puisqu’aucun anticorps neutralisant n’a été détecté lors des études chez I’animal. [290]
Développement du vaccin VSV-ZEBOV

Le vaccin VSV-EBOV a été développé par des chercheurs du laboratoire national de
microbiologie du Canada et mis au point par I’Agence de la santé publique du Canada. La

licence a ensuite été donnée a NewLink Genetics, ce vaccin étant exploité par Merck et Co.

21 Nov 2014 26 Jan 2015 2" haif 2015
Licensing GAVI Projected
agreement for replenishment licensure of
Ebola vaccine commitment on Ebola vaccine
finalized with Ebola vaccine and target
NewLink Genetics pricing procurement by
GAVI/UNICEF

N I I N S R

13 Oct 2015 25 Jan 2015 20135 7 Mar 2015 30 March 2015

Start of Dose selection Initiation of WHO Projected start
Phase | trials decision for 3 Phase lll of CDC STRIVE

rVSV-ZEBOV-GP efficacy trials PREVAIL study in Guinea Phase lll trial
Phase Il/lll study in Sierra Leone

€ MERCK

Be well

o

Figure 36. Accélération des essais cliniques du rVSV-ZEBOV en vue de I’obtention de I’AMM.
(D’aprés MERCK®)
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Etudes pré-cliniques

» Efficacité vaccinale chez les modeéles animaux

En prophylaxie

Chez la souris BALB/C : Une injection unique du vaccin VSV-ZEBOV contenant la GP du
virus Ebola Zaire souche Mayinga, administré a des doses variant de 2 plaque forming-units
(PFU) & 2x10* PFU a montré pour chaque dose, une protection compléte des souris BALB/c
immunisées contre une injection Iétale 28 jours plus tard, du virus Ebola Zaire dérivée de
cette méme souche et adaptée a la souris, démontrant ainsi son efficacité a faible dose. Une
protection compléte a été obtenue quelle que soit la voie d’administration vaccinale (nasale,
orale ou intra-péritonéale) montrant ainsi la capacité de ce vaccin a induire une immunité
muqueuse. Le vaccin est capable d’induire une immunité stérile avec absence de signes
cliniques de maladie a virus Ebola et de réplication virale chez les souris vaccinées. L’étude
clinique a également montré que la protection vaccinale était rapide et durable, avec une
protection compléte des souris vaccinées 7 jours avant le challenge Iétal et un maintien de

cette protection vaccinale 9 mois plus tard, lors d’une nouvelle injection létale. [291]

Chez le PNH : Le vaccin VSV ZEBOV-GP a également montré une protection compléte
aprés I’administration d’une dose unique de 10’ PFU, quelle que soit la voie d’administration
(orale, nasale, parentérale), contre une dose létale du virus Ebola Zaire administrée 28 jours
plus tard sous forme intramusculaire ou d’aérosol. Il s’agit du premier vecteur vaccinal
réplicatif a montrer une efficacité chez le PNH. On a par ailleurs pu montrer que les macaques
étaient encore complétement protéges de l'infection, avec de robustes réponses humorale et
cellulaire spécifiques, 6 mois apres le challenge par Ebola Zaire. De méme, 1’inoculation
d’une dose létale du virus Marburg environ 14 mois aprés une immunisation par VSV-
MARV-GP a été totalement protectrice, avec présence d’IgG anti-GP pendant toute la période
preé-défi, montrant ainsi la durabilité de la protection immunitaire induite par cette plateforme
vaccinale. [292-295]

En traitement post exposition

Chez la souris et le cobaye : Le vaccin a été testé comme potentiel traitement post-exposition
au virus Ebola. Chez la souris et le cobaye, I’administration du rVSV-ZEBOV protégeait
respectivement 100% et 50% des animaux d’une injection létale du virus Ebola Zaire

administré au plus tard dans les 24h. [296]
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Chez le macaque rhesus : L’administration sur quatre sites différents & la dose de 2x10’de
rvVSV comprenant respectivement les GP d’EBOV, SUDV ou MARYV, 20 a 30 min aprés une
injection létale de leur souche virale homologue, a montré une protection totale pour les
vaccins VSV-MARYV et VSV-SUDV, mais celle-ci était partielle pour le VSV-ZEBOV, avec
seulement 4 singes protégés sur 8 (50%). Pour SUDV, bien que les macaques aient été
protéges, ils ont tous été virémiques et un singe a développé les signes cliniques de la maladie
a virus Ebola. Ces différences peuvent s’expliquer par I’évolution clinique plus ou moins
rapide entre les différentes espéces, EBOV évoluant plus rapidement. L’intérét de cette étude
est le développement possible d’un traitement post-exposition, aprés une contamination
accidentelle par du personnel de laboratoire ou personnel de santé au contact d’un patient. Il a
également un intérét thérapeutique contre les Filovirus moins pathogénes, pour lesquels la
maladie progresse plus lentement, comme TAFV ou BDBV. Pour le virus Marburg, I’essai a
¢té¢ renouvelé¢ avec 1’administration de VSV-MARV 24h aprés 1’exposition virale qui a
protégé 5 singes sur 6 de la maladie. Si on ’administrait 48 heures apres, 2 singes sur 6
étaient protégés. [296-298]

Protection croisée

Entre les différentes souches : Compte tenu de la faible diversité génétique (environ 3%)
entre les différentes souches du virus Ebola Zaire, on peut raisonnablement penser que le
vaccin sera efficace sur les différentes souches de cette espece. Le vaccin VSV-EBOV dont la
GP immunogene est issue de la souche Ebola Zaire Kikwit, a été testé en avril 2015, sur la
souche responsable de 1’épidémie de 2014-2015 en Afrique de 1’Ouest, Ebola Zaire Makona,
pour évaluer si les mutations acquises au cours de 1’épidémie réduisaient I’efficacité
vaccinale. Le temps nécessaire a 1’obtention d’une immunité protectrice a également été
évalué. 15 macaques cynomolgus ont été immunisés avec la dose maximale utilisée lors des
précédents essais, de 5x10” PFU de VSV-ZEBOV, administrée 28, 21, 14, 7 ou 3 jours avant
I’injection létale de 1000 PFU d’EBOV-Makona. La encore, I’immunité protectrice a été
obtenue rapidement puisque tous les singes ayant été vaccinés au moins 7 jours avant
I’injection létale ont ét¢ complétement protégés, avec absence de signes cliniques de la
maladie a virus Ebola et de réplication virale. La protection vaccinale était partielle chez les
singes vaccinés 3 jours avant le challenge 1étal puisque 1’'un d’eux est décédé alors que les
autres ont développé des symptébmes modérés de la maladie et ont survécu. Les survivants
présentaient toujours des taux élevés d’anticorps neutralisants 42 jours aprés 1’injection 1étale.

Seuls les singes ayant été vaccinés au moins 14 jours avant 1’injection 1étale, présentaient au
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moment de Pinjection un titre d’IgG spécifiques EBOV-GP >10% corrélé & la protection
vaccinale, comme montré précédemment avec le vaccin rAd5-EBQOV, et des titres similaires
d’anticorps neutralisants dirigés contre les différentes souches EBOV Kikwit, EBOV Makona
et EBOV Mayinga, démontrant ainsi que la protection croisée contre les différentes souches

d’une méme espéce du virus Ebola est possible. [299]

Pour le virus Marburg, une vaccination par rVSV-GP MARV souche Musoke a permis la
synthése d’IgG et d’anticorps neutralisants induisant une protection croisée contre un
challenge létal avec les souches Marburg Angola, Popp et méme Ravn, la plus éloignée

phylogénétiquement.

Entre les différentes espéces : Concernant le virus Ebola, chez la souris, I’administration de
rVSV contenant la GP d’une espéce du virus Ebola permet 1’induction d’une protection
croisée contre les différentes espéces. Chez le cobaye et le PNH, I’administration unique de la
GP comme protéine immunogene ne semble pas suffisante pour induire une protection croisée
entre les différentes especes virales. Ainsi, le rVSV-GP SUDV ne protége pas d’un challenge
létal par EBOV et inversement [300]. Alors que TAFV n’a pas protégé d’une infection 1étale
a BDBV, une seule injection de VSV-GP ZEBOV a montré une protection partielle de 75%
contre BDBV. Or, chez ces animaux, la protection croisée est possible puisque les survivants
a I’infection a TAFV ont survécu a un challenge létal par SUDV et EBOV [301]. Elle peut
étre obtenue en augmentant la réponse immune par des stratégies « prime-boost » ou par
I’inoculation de multiples immunogenes. Ainsi, chez le cobaye, I’administration de 2 doses de
rvVSV contenant a chaque fois 2 immunogénes, la GP et la NP de SUDV protege 5 cobayes
sur 6 d’une injection 8 EBOV [302]. De méme, chez le singe, une stratégie « prime-boost »
hétérologue avec SUDV puis EBOV a montré une protection des macaques vaccinés contre
BDBV [293]. La création d’un vaccin « pan-Filovirus » contenant en quantité égale un
mélange de rVSV-GP de SUDV, EBOV, et MARV a permis une protection des singes

vaccinés contre une injection létale de ces différentes espéces et contre I’espéce TAFV [303].

Innocuité du vaccin

La sécurité vaccinale a été évaluée chez des souris immunodéprimées, compte tenu de
la forte prévalence du VIH dans les régions d’Afrique ou sévissent 1’épidémie, constituant
ainsi une forte population d’immunodéprimées. Des souris immunodéficientes ayant regu une

dose dix fois supérieure & la dose vaccinale maximale (2x10° PFU) n’ont pas développé de
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signes cliniques de maladie vaccinale et aucun signe de réplication du vecteur vaccinal n’a été
détecté [291].

Aucune toxicité n’a été constatée chez le PNH apres inoculation intranasale de VSV
sauvage, rVSV et de 2 vaccins rVSV-VIH, avec absence de détection du vecteur viral dans le
sang et de diffusion dans les tissus cérébraux. [304] Une étude chez 21 macaques cynomolgus
visant a déterminer la neurovirulence du VSV a montré des signes neurologiques importants
chez 2 singes sur 3 aprés administration intrathalamique de rVSV sauvage et des lésions
neuronales importantes, qui n’étaient pas retrouvés avec rVSV-ZEBOV ou rVSV-MARYV,
démontrant ainsi que la délétion du géne de la GP du VSV permet de supprimer cette
neurovirulence. [305] A ce jour aucune toxicité n’a été relevée chez plus de 80 singes
vaccines par rVSV-ZEBOV ou rVSV-MARYV. Le VSV-ZEBOV eétait détectable dans le sang
uniquement au 2°™ jour aprés la vaccination, le systéme immunitaire inné permettant une
clairance rapide du virus. La sécurité vaccinale a été testée chez une population de primates
immunodéprimés. Sur les 6 singes vaccinés infectés par le virus de I’'immunodéficience
humaine simien, aucun n’a déclenché de signes de maladie associée a la vaccination. Le
vaccin a protégé 4 des 6 macaques immunodéprimés suite a I’injection d’une dose mortelle du
virus Ebola. Les animaux qui ont succombé avaient les taux de CD4+ les plus bas, ce qui
suggere que ces cellules ont un réle de médiation dans la protection contre le virus Ebola.

[306]

Corrélat immunitaire de protection vaccinale

Plusieurs études ont montré que la protection vaccinale du vaccin rVSV-ZEBOV
dépendait de la réponse humorale. Ainsi, on a pu montrer chez les modeles animaux que le
taux de survie était corrélé a la concentration en anticorps IgG anti-GP virale. L’immunité
cellulaire ne semble pas nécessaire. Chez la souris, la déplétion de cellules CD8+ au moment
du challenge létal ne compromettait pas la protection vaccinale, alors que le transfert passif de
sérum de souris préalablement immunisées, entraine une protection de 80 % des souris naives,
montrant ainsi le réle important des anticorps dans la protection vaccinale. De plus, chez le
PNH, la déplétion de cellules T CD8+ au moment de la vaccination n’empéche pas la survie
de I’animal. La déplétion de cellules T CD4+ au moment de la vaccination, réduit la survie
alors que cette déplétion au moment du challenge létal n’empéche pas la survie de I’animal,

les lymphocytes T auxiliaires intervenant ainsi dans la synthése d’anticorps spécifiques et non
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dans le déclenchement d’une réponse cellulaire cytotoxique via les LT CD8+. Le taux d’1gG

spécifiques doit étre supérieur ou égal & 10* pour étre protecteur. [307]

Plusieurs études récentes ont montré que I’immunité innée participait a la protection
vaccinale, en plus de I’'immunité humorale. Dans 1’étude utilisant la souche du virus Ebola
responsable de I’épidémie de 2014-2015, la vaccination des singes 3 jours avant le challenge
letal, avait montré une protection partielle de ces animaux, malgré une absence d’IgM et
d’IgG anti-GP virale. Le VSV-ZEBOV a permis 1’activation des macrophages, qui ont activé
les cellules Natural Killer par production d’IFN de type I (non antagonisé par les protéines
virales VP24 et VP35 non présentes dans le vaccin) et d’IL15 permettant d’établir une
immunité innée antivirale précoce. Ceci va permettre de limiter la réplication virale, le temps
nécessaire a la mise en place de I’immunité adaptative spécifique, et plus particulierement la

réponse humorale. [299]
Essais de phase 1

Les essais cliniques de phase 1 ont démarré aux Etats Unis en octobre 2014, par une étude
en double aveugle sur 52 volontaires divisés en 2 centres de recherche différents comprenant
chacun 26 volontaires, eux méme subdivisés en 2 groupes comprenant 3 personnes recevant
un placebo, 10 personnes recevant soit la dose de 3 millions de PFU ou la dose de 20 millions
de PFU du VSV-ZEBOV. De novembre a décembre 2015, un essai de phase 1 a également eu
lieu chez 158 patients sains en Europe (a Genéve en Suisse et a Hambourg en Allemagne)
ainsi qu’en Afrique (Lambaréné au Gabon et Kilifi au Kenya), recevant une dose de vaccin de
300 000 & 50 millions de PFU. L’objectif principal de cet essai de phase 1 est de déterminer
I’innocuité, les effets secondaires potentiels et I’immunogénicité chez un petit nombre de

volontaires sains, le vaccin n’ayant pas encore été testé chez I’homme.

a) Tolérance vaccinale

Dans I’é¢tude américaine, les effets secondaires les plus courants étaient la douleur au
point d’injection, des myalgies et I’asthénie. Il n’y a pas d’association entre la dose vaccinale

et la fréquence ou la sévérité des effets secondaires rapportés.

Les résultats de 1’é¢tude Européo-africaine n’ont montré aucun effet secondaire grave li¢ a
la vaccination. La réactogénicité était précoce et transitoire avec plusieurs réactions locales
légéres au point d’injection, une fiévre chez 35% des patients vaccinés. De faibles taux

d’ARN du rVSV-ZEBOV ont été détectés au 3°™ jour aprés I’injection chez 94% des
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participants, mais seul huit échantillons contenaient toujours une virémie positive au 7°™ jour.
Le virus n’a jamais été¢ détecté dans la salive et I’'urine des patients. Des cas d’arthrite ont été
signalés environ 11 jours aprés ’injection, chez prés de 22% des patients a Genéve, dont 3
participants ayant développé également une légére éruption maculopapulaire et des vésicules
sur les doigts et les orteils, soulignant ainsi la réplication virale périphérique. Le fait que la
virémie soit positive transitoirement chez la majorité des participants les jours suivant
I’immunisation, suggere que la réponse antivirale innée par I'IFN de type I va limiter la
réplication virale assez rapidement. La présence du VSV au niveau des articulations et de la
peau chez certains participants prouve néanmoins que cette réponse innée n’est pas toujours
suffisante pour contrdler la dissémination et la réplication virale, pouvant persister 2 a 3
semaines apreés I’immunisation, limitée aux tissus permissifs, résistants a I’'IFN de type 1. Les
vesicules retrouvées chez les animaux infectés naturellement par le VSV ont la méme
localisation que celles retrouvées dans cette étude. L’arthrite, non retrouvée lors d’une
infection naturelle par le VSV, semble étre due au vaccin chimérique VSV-ZEBOV. Le
mécanisme évoqué semblerait étre un effet Iytique direct du virus sur les cellules synoviales,
puisqu’on détecte I’ARN viral au niveau du liquide synovial, méme si on ne peut exclure une
possible déposition de complexes immuns. Une réaction auto-immune semble peu probable,
compte tenu de D’apparition précoce de I’arthrite (< 2 semaines) et de la faible capacité
vaccinale a produire des anticorps pathogénes. L’atteinte épidermique et articulaire transitoire

doit étre comparée au bénéfice apporté par un vaccin efficace sur I’enrayement de 1’épidémie

meurtriére en Afrique.

b) Immunogénicité

Dans D’étude américaine, au 28°™ jour post-vaccination, tous les participants ont
développé des anticorps IgG anti-GP détectés par test ELISA. Un effet dose réponse a éte
rapporté, les titres d’IgG anti-GP et anticorps neutralisants sont plus élevés apres
I’administration de 20 millions de PFU qu’aprés 3 millions de PFU du VSV-ZEBOV,
recommandant ainsi 1’utilisation de 20 millions de PFU comme dose vaccinale dans les essais
de phase 2 et 3. Dans I’étude européo-africaine, bien que les titres d’anticorps anti-GP
specifiques du virus Ebola Zaire soient similaires chez tous les participants, quelle que soit la
dose administrée, de 300 000 a 50 millions de PFU, un effet dose réponse a été observé pour
les anticorps neutralisants, avec des titres plus élevés pour des doses vaccinales importantes.
[308,309]
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Essais de phase 2

Essai clinique PREVAIL au Libéria (Monrovia)

Le 2 février 2015 débute a Monrovia, une étude randomisée en double aveugle
comprenant 600 volontaires sains qui recoivent soit une injection du vaccin ChAd3, soit le
rvSV, soit un placebo. On va ainsi évaluer ’innocuité et 1’efficacité du vaccin dans la
population cible, a risque d’infection a virus Ebola. Les autorités espéraient que I’essai
clinique de phase 3 au Libéria regrouperait ainsi 27000 volontaires sains, mais 1’essai a eté

arrété prématurément du fait du déclin du virus Ebola et du nombre insuffisant de participants.

Essai de phase 3
Essai en Sierra Leone

L'essai clinique a pour objectif d’évaluer I'innocuité et I'efficacité de ce vaccin et est
conduit a Freetown, dans les districts ruraux de l'ouest et certaines parties des districts de
Bombali, de Port Loko et de Tonkolili qui ont tous été fortement touchés par I'épidémie. 6000

personnes vaccinées sont des professionnels de santé volontaires.
Essai clinique lancé par ’OMS en Guinée

Dés mars 2015, les professionnels de santé de premiere ligne dans les centres de
traitement d’Ebola en Guinée ont été vaccinés, sans étre inclus dans 1’essai clinique de phase
3, atteignant ainsi 800 volontaires vaccinés en juin 2015. L’essai clinique « Ebola ¢a suffit »
qui s’est déroulé¢ d’avril a juillet 2015 en Guinée dans les communautés touchées par la
maladie a virus Ebola, avait pour objectif principal d’évaluer I’efficacit¢ du VSV-ZEBOV
chez la population cible, la preuve de I’efficacité vaccinale n’ayant pas encore été apportée
chez I’homme. Une stratégie de vaccination en ceinture a été¢ adoptée, comme celle utilisée
précédemment pour 1’éradication de la variole. On va donc vacciner un groupe d’individus
particulierement a risque de développer la maladie, du fait de leur lien social ou géographique
étroit avec la personne infectée. Il s’agit d’une étude ouverte, ou des la confirmation du
diagnostic d’un nouveau cas, on définit un groupe comprenant tous les cas contacts au malade
et contacts de ces contacts, puis on va leur assigner de manic¢re randomisée 1/1, s’ils seront
vaccinés immédiatement ou 3 semaines plus tard, l’utilisation d’un placebo n’étant pas
¢thique dans cette situation. L’étude comprend 4394 participants répartis en 90 groupes dont
48 groupes (2014 personnes) ont été assignés de maniere randomisée a la vaccination

immédiate et 42 groupes (2380 personnes) ont été assignés a la vaccination différée. La
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vaccination est effectuée par une injection intramusculaire unique dans le deltoide de 20
millions de PFU de VSV-ZEBOV.

a) Efficacité vaccinale

Aucune maladie a virus Ebola n’a été diagnostiquée 10 jours apres la vaccination, chez le
groupe de personnes vaccinées immediatement, contrairement aux personnes qui devaient étre
vaccinées ultérieurement, ou 16 cas de maladie a virus Ebola dans 7 groupes différents ont été
diagnostiqués, démontrant ainsi que I’efficacité vaccinale du VSV-ZEBOV est de 100%.
Il n’y a pas d’apparition de nouveau cas chez les personnes vaccinées, & partir du 6°™ jour
post-vaccination, qu’elle ait lieu immédiatement ou de maniére différée, démontrant ainsi que
I’immunité se met rapidement en place, dés la premiére semaine. Néanmoins, il demeure des
incertitudes quant a I’interprétation statistique des résultats : valeur de p qui n’atteint pas le
seuil nécessaire pour conclure a une efficacité vaccinale, plusieurs biais dans ’étude. Des

analyses supplémentaires seront disponibles dans un rapport final.

b) Tolérance vaccinale

Seul un épisode de fiévre importante chez un participant masculin sans aucune séquelle,

relié a la vaccination, a été signalé comme effet secondaire sérieux. [12]
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8. Mecanismes immunitaires impliqués dans la protection vaccinale

Bien que le mécanisme précis de protection immunitaire contre une infection a virus
Ebola est complexe et semble impliquer différents effecteurs de I’'immunité selon 1’approche
vaccinale, 1’établissement d’un corrélat immunitaire unique relié & la protection vaccinale
serait capital pour le développement et la commercialisation de futurs vaccins, et pour le suivi

biologique des patients infectés par le virus Ebola.

La plupart des essais vaccinaux protecteurs ont ainsi pu démontrer que I’induction
d’une réponse immunitaire spécifique dirigée contre la GP virale est a la fois nécessaire et
suffisante pour protéger contre une infection a virus Ebola, malgré la production virale d’une
protéine soluble non structural sGP partageant des épitopes communs avec la GP virale, qui
va détourner la réponse humorale et peut entrainer une subversion de la réponse immunitaire

adaptative, si le vaccin n’induit pas rapidement une immunité stérile.

La production d’anticorps anti-GP virale semble étre importante dans la protection
contre la maladie a virus Ebola. Ainsi, chez la souris et le cobaye, la transfusion d’anticorps
monoclonaux avant ou apres I’exposition au virus Ebola, a permis la protection de ces
animaux. Chez le PNH, quelques études biaisées par I’utilisation d’anticorps monoclonaux
d’origine humaine (comme KZ52) ou humanisé¢ n’ont pas été concluantes. Une étude plus
récente chez le PNH a montré que le transfert passif d’IgG purifié a partir de sérum de PNH
convalescents les a protégés d’un challenge létal a virus Ebola, cette protection étant attribuée
aux anticorps non neutralisants. Néanmoins, la relative importance entre ces deux types
d’anticorps, neutralisants et non neutralisants qui protégent par d’autres mécanismes
(cytotoxicité induite par les anticorps et par activation du complément, ou par mécanisme
dépendant de Fc) semble peu claire. Le cocktail d’anticorps monoclonaux Zmapp qui a
montré son efficacit¢é chez le PNH, comprend une combinaison d’anticorps qui ciblent

différentes fonctions effectrices de I’immunité humorale.

Ainsi pour le vecteur vaccinal VSV-ZEBOV, une corrélation a été établie entre la
survie et le taux d’IgG totaux anti-GP. Néanmoins, les anticorps neutralisants n’étaient pas
détectables aprés 1I’immunisation, soulignant 1a encore leur faible valeur prédictive de la
survie de I’animal. Comme vu précédemment, la réponse cellulaire ne semble pas corrélée a
la protection vaccinale induite par le VSV. Ce vaccin semble néanmoins protecteur, avant la
synthése d’IgG spécifiques, démontrant ainsi que la réponse innée via les cellules NK qui

vont synthétiser précocement I’IFNy, contribuent a cette protection vaccinale. Pour les
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vecteurs Adénovirus, bien que la réponse humorale soit corrélée a la survie, la réponse
cellulaire CD8+ effectrice synthétisant de I'I[FNy et du TNFa semble jouer un rdle
prépondérant dans la protection contre le PNH. De méme, 1’activation des réponses T CD8+
mémoires synthétisant IL-2, IFNy et TNFa semble importante pour la durabilité de cette
protection. Une étude récente a d’ailleurs montré que le transfert passif de cellules T
cytotoxiques dirigés contre des antigénes du virus Ebola protége les souris d’une infection
Iétale. Le vaccin par particules pseudo-virales nécessite quant a lui la présence d’anticorps et

de cellules T CD8+ spécifiques dirigés contre la GP virale pour étre protecteur. [238,278,307]

On peut raisonnablement penser que lorsque ['une des réponses, humorale ou
cellulaire, est présente en concentration élevée, elle peut protéger a elle seule de I’infection a
virus Ebola alors que les deux types de réponses cellulaire et humorale sont nécessaires
lorsque les niveaux de chaque réponse sont insuffisants. Néanmoins, la réponse humorale,
notamment les IgG spécifiques anti-GP virale semble jouer un réle prépondérant dans la
protection contre le virus Ebola, 'immunité cellulaire ayant un role de support, devenant plus

proéminant lorsque le niveau d’anticorps induit par la vaccination est suboptimal.

[220,223,277]
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THESE SOUTENUE PAR : Alexandra HOUOT
TITRE : LE VIRUS EBOLA, DE SA DECOUVERTE AU DEVELOPPEMENT D’UNE
VACCINATION EFFICACE

CONCLUSION

Les maladies émergentes ont explosé ces derniéres années, avec notamment le virus de
I’Immunodéficience Humaine, le Coronavirus (virus MERS), le virus de la Grippe Aviaire
H5N1. Ces zoonoses ont émergé chez I’homme du fait de perturbations écologiques
(déforestations, élevages intensifs), et de I’accroissement démographique (urbanisation,
concentration des populations). L’exploitation des foréts tropicales africaines, a permis
d’établir un contact rapproché entre 1’espéce réservoir, dont la niche écologique était jusque-la

fermée, avec I’Homme.

Lors de la découverte du virus Ebola, responsable d’épidémies meurtri¢res en Centre
Afrique décimant des villages entiers, et pour lequel on ne disposait d’aucun traitement ou
vaccin efficace, il s’est révélé étre une menace majeure pour la Santé Publique. L’homme qui
s’est retrouvé démuni, a su controler les épidémies sporadiques par les traditionnelles
méthodes de quarantaine au sein des villages, et du fait de la faible contagiosité du virus

Ebola, les épidémies se sont éteintes d’elles-mémes.

Les chercheurs se sont heurtés a la difficulté de produire un vaccin efficace par les
traditionnelles méthodes vaccinales. Puis, les avancées scientifiques majeures ces dernieres
années, notamment en s’appuyant sur le génie génétique, ont permis de créer des vaccins de
3°Me génération. Ces vaccins utilisent le géne codant pour la protéine d’intérét vaccinal ; celle-
ci sera exprimée in vivo afin d’étre présentée au systéme immunitaire, grace a 1’utilisation de
vecteurs viraux. Ils se sont révélés prometteurs dans le développement de vaccins vis-a-vis

des maladies pour lesquelles on échouait a obtenir une immunisation efficace.

Face a la catastrophe humanitaire de 1I’épidémie a virus Ebola de 2014-2015 faisant
plus de 11 000 morts, il est important de tirer bénéfice des enseignements appris de cette
épidemie, afin de se préparer a la prochaine menace a virus Ebola ou a tout autre virus
émergent. Se préparer a 1’épidémie est crucial, il s’agit de contenir I’expansion virale en
diagnostiquant rapidement et en tragant précocement les chaines de transmission. L’ Afrique
de I’Ouest qui n’était pas préparée a vu I’épidémie s’accroitre rapidement. Il faut donc former

les pays d’Afrique a la reconnaissance des symptomes cliniques de la maladie a virus Ebola,
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et aux mesures de prévention adaptées, ainsi qu'a l'usage par le personnel soignant

d’équipement de protection individuel pour tout acte de soins.

L’Organisation Mondiale de la Santé, qui a réagi tardivement a I’épidémie, a établi un

plan de riposte, qui se révéle un outil précieux face a une nouvelle menace épidémique.

La surveillance de la faune sauvage, hébergeant de nombreux virus, pourrait prédire une
éventuelle épidémie humaine, car ces animaux représentent de fréquents vecteurs de la maladie.
La vaccination de masse des populations de grands singes réduirait le risque de transmission

virale a I’homme et les protégerait également d’un déclin catastrophique de leur population.

Le vaccin basé sur le virus recombinant de la stomatite vésiculeuse (VSV) a permis de
montrer que la création de plateformes vaccinales constituées de vecteurs viraux réutilisables
exprimant un gene d’intérét vaccinal, constitue un outil majeur, protecteur vis-a-vis de toute

nouvelle épidémie a virus émergent, pour établir une vaccination rapide.

Demeure néanmoins la question éthique, de la volonté de commercialiser un vaccin
« rentable », nécessitant d’attendre I’expansion d’une maladie virale pour développer un vaccin
s’adressant 2 un grand nombre de patients. Pour le virus Ebola, malgré I’accumulation des
études scientifiques ces vingt derniéres années, il aura fallu attendre I’épidémie de 2014-2015
pour une mise en place rapide des essais cliniques, avec le risque majeur de développement

d’une pandémie virale.

VU ET PERMIS D'IMPRIMER
Grenoble, le : & l6 \ 20| é

LE DOYEN

Pr. Michel SEVE Docteur Emmanuel DROUET
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HOUOT ALEXANDRA

LE VIRUS EBOLA, DE SA DECOUVERTE AU DEVELOPPEMENT D’UNE
VACCINATION EFFICACE

RESUME

Le virus Ebola appartient a la famille des Filovirus, qui regroupe les virus a la morphologie
filamenteuse unique dans le monde de la virologie. La maladie a virus Ebola, dont les
épidémies humaines successives trés meurtriéres intéressent I'Afrique, est une maladie
émergente, bien que les Filovirus soient des virus trés anciens. Cette zoonose a pour espece
réservoir, la chauve-souris frugivore, qui va contaminer I'Homme directement ou par
I'intermédiaire des populations de grands singes et petits animaux de brousse, lors de la chasse
notamment. Le virus se transmet par contact direct avec les fluides corporels d’un animal ou
d’une personne infectés. La virulence du virus Ebola, 1’absence de traitement ou vaccin
efficaces, et son utilisation potentielle comme arme biologique, font de ce virus une menace
majeure pour la Santé Publique et une priorité en termes de recherche scientifique. Le virus va
déréguler les réponses immunitaires innée et adaptative, via un défaut de maturation de la
cellule dendritique. La glycoprotéine virale, responsable de I'entrée du virus dans la cellule-
hote et directement accessible aux anticorps neutralisants, constitue 1’antigéne-clé pour la
vaccination anti-Ebola. Le développement de vecteurs viraux recombinants a permis d'obtenir
une réelle efficacité vaccinale chez les modeles animaux, avec une seule injection. Le virus
recombinant de la Stomatite Vésiculeuse ainsi que I'’Adenovirus recombinant de chimpanzé de
type 3 contenant le gene de la glycoprotéine du virus Ebola constituent les deux candidats
vaccinaux majeurs et ont fait ’objet d’essais cliniques de phase III au cours de 1’épidémie de

2014-2015 en Afrique de I'Ouest.

LES MOTS CLES : Filovirus, fievre hémorragique, maladie émergente, zoonose, immunosuppression,
glycoprotéine virale, vecteurs vaccinaux
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