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Résumé 
 

Le virus Ébola (EBOV) est un virus à ARN de la famille des Filoviridae. Il est l’agent 

causal de la maladie à virus Ébola (MVE), une maladie hautement mortelle 

caractérisée par des fièvres hémorragiques pouvant atteindre des taux de mortalité 

allant jusqu’à 90%. L’épidémie la plus remarquable a eu lieu en Afrique de l’Ouest de 

2014 à 2016 ayant touché plus de 28000 personnes principalement en Guinée, au 

Libéria et en Sierra Leone. Elle compta un total de 11 325 décès confirmés selon les 

données de l’Organisation mondiale de la santé (OMS) et du Centre pour contrôle et 

prévention des maladies (CDC) des États-Unis. La famille des filovirus compte un 

vaste éventail d’agents pathogènes dont les virus Ébola Zaïre, Ébola Soudan, Ébola 

Reston, Ébola Taï Forest ainsi que les virus Marburg, Lloivu, Bombali et Mengla. Au-

delà d’avoir touché l’Afrique, les filovirus sont répandus dans d’autres continents du 

monde dont l’Europe et l’Asie, d’où il est très important de les étudier. 

Dans cette étude, nous avons analysé l’effet de la température sur les filovirus et nous 

rapportons que le virus Ébola ainsi que les autres filovirus Ébola sont thermostable à 

l’exception du virus Taï Forest et que le virus Marburg est moins thermostable que le 

virus Ébola. Nous rapportons également que la fièvre n’a pas d’effet négatif sur le 

virus Ébola mais elle inhibe légèrement l’internalisation du virus Marburg. 

Cette étude est importante afin de connaître davantage les filovirus pour aider dans la 

compréhension du virus ainsi que pour développer des solutions thérapeutiques pour 

les potentielles épidémies qui pourraient éclater. 
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1. Introduction 

1.1 Historique et famille des Filovirus 

La famille des Filovirus regroupe un ensemble de virus caractérisés par leur forme 

filamenteuse et leur capacité à provoquer des fièvres hémorragiques chez plusieurs espèces. 

En 1967, le virus Marburg a été isolé pour la première fois, marquant ainsi la découverte 

initiale d’un filovirus1. Cette découverte est intervenue à la suite d’une enquête menée lors 

d'une épidémie de fièvre hémorragique ayant touché des travailleurs d’un laboratoire de 

fabrication et de contrôle de Sérum et de vaccins à Marburg, en Allemagne1,7. Des études 

épidémiologiques à la suite du début de l’épidémie ont également révélé que la source de 

contamination virale directe du virus était des singes verts Cercopithecus aethiops importés 

d’Ouganda, en Afrique1. Ces singes étaient principalement utilisés pour la production de 

cultures de cellules rénales, qui étaient nécessaires à la propagation des souches vaccinales. 

 Certains de ces singes qui avaient été envoyés à Francfort, en Allemagne et à Belgrade, en 

Yougoslavie, furent euthanasiés et une procédure de quarantaine avait été mise en place ayant 

permis de maîtriser l’épidémie avec seulement 31 cas et une mortalité de 23%1,3,7.  

 

En 1976, la communauté internationale a été à nouveau surprise par la découverte 

d’un autre filovirus, encore plus mortel et virulent : le virus Ébola2,5. Bien qu’il partage des 

similitudes morphologiques avec le virus Marburg, le virus Ébola est génétiquement et 

sérologiquement distinct de ce dernier2.  Deux différentes espèces du virus Ébola ont été 

découvertes simultanément en Afrique centrale et qui étaient responsables d’épidémies 

meurtrières de fièvre hémorragique5. Il s’agit de la souche Ébola Zaïre qui circulait au Nord-

Ouest de la République Démocratique du Congo (RDC), principalement au village de 

Yambuku, près de la rivière Ébola d’où le nom du virus3,5 (Figure 1). La deuxième souche est 
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le virus Ébola Soudan, qui a causé une épidémie au sud du Soudan, proche de la frontière 

avec la RDC (Figure 1). Elle affecta principalement les villes de Nzara et Maridi4,12,13,14. Un 

fait intéressant était que le virus Ébola Zaïre est plus mortel que le virus Ébola Soudan avec 

un taux de mortalité de 88% contre 53% pour le virus Ébola Soudan15. Depuis lors, plusieurs 

flambées d’épidémies ont eu lieu et plusieurs autres espèces de filovirus ont été découvertes.   

Après la découverte du virus Marburg, Ébola Zaïre et Soudan, il y a eu en 1989, une 

autre souche d’Ébola virus, le virus Reston (RESTV), qui a été détectée en Virginie, aux 

États-Unis chez des macaques crabiers en provenance des Philippines16,17 (Figure 1). Ce virus 

a créé des fièvres hémorragiques chez les singes et a entraîné un taux de mortalité de 82%16. 

Mais l’une des particularités de ce virus est qu’il est non pathogène chez l’humain, c’est-à-

dire qu’il a la capacité d’infecter et d'être transmis à l’homme car, des anticorps IgG anti-

RESTV ont été retrouvés chez des humains ayant été en contact avec les singes malades18. 

Mais toutes personnes infectées par ce virus ont présenté une infection asymptomatique et il 

n’existe aucune donnée sur une transmission interhumaine de ce virus18.  

En 1994, une autre souche d’Ébola virus a été découverte, il s’agit de la souche Ébola 

Forêt de Taï, initialement appelée Ébola Côte d’Ivoire19,20. Il a été découvert par des 

ethnologues qui ont mené des enquêtes sur le comportement inhabituel d’une communauté de 

chimpanzés qui mouraient sans précédent dans la Forêt de Taï en Côte d’Ivoire19 (Figure 1). 

En 2007, on découvre à nouveau une nouvelle souche virale qui est le Virus Ébola 

Bundibugyo (BDBV)21. Celui-ci a causé une épidémie dans le district de Bundibugyo en 

Ouganda qui a compté 93 cas putatifs et il possède un taux de mortalité de 25%21(Figure 1). Il 

est moins virulent que le virus EBOV et SUDV. 

En 2002, une importante mortalité des chauves-souris frugivores dans des grottes au 

sud de l’Europe a conduit à la découverte d’un tout nouveau membre de la famille des 

filovirus qui ne relève ni du genre Ébolavirus ou Marburgvirus23. Il s’agit du virus Lloviu de 
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la classe des Cuevavirus. Ce virus est génétiquement distinct des autres Ébolavirus et du virus 

Marburg22. Il constitue le premier filovirus détecté en Europe sans avoir été importé d’une 

zone endémique d’Afrique23. Un élément notable concernant ce virus est que contrairement 

au Ébolavirus et au Marburgvirus dont la circulation chez les chauves-souris semble surtout 

asymptomatique potentiellement dû à la co-évolution dans leurs relations hôte-parasite, le 

virus Lloviu semble être pathogène chez les chauves-souris22.  

Des scientifiques ont récemment signalé la découverte d’un autre membre de la 

famille des filovirus extrait des chauves-souris frugivores en Chine. Il s’agit du virus Mengla 

(MLAV) de la classe des Dianlovirus. Il est phylogénétiquement distinct et possède 32 à 54% 

de similitude de séquence nucléotidique avec le génome des autres filovirus24,25.  

Pour clôturer avec la famille des filovirus, le tout plus récemment découvert est le virus 

Bombali (BOMV)26. Il a été identifié en 2018 chez des chauves-souris frugivores dans le 

cadre d’une étude menée en Sierra Leone. Ce dernier est génétiquement distinct des 

ébolavirus et des marburgvirus26,27.   

Au total, la famille des filovirus compte 4 genres ou classes qui infectent les 

mammifères: le genre Ébolavirus qui possède six souches qui sont les virus Zaïre (EBOV), 

Soudan (SUDV), Bundibugyo (BDBV), Reston (RESTV), Taï Forest (TAFV) et Bombali 

(BOMV), le genre Marburgvirus qui comprend le virus Marburg (MARV) et le virus Ravn 

(RAVV), le genre Cuevavirus avec le virus Lloviu (LLOV), et le genre Dianlovirus qui est la 

plus récente et comprend le virus Mengla (MLAV)7 (Figure 2). Il y a également le genre 

Striavirus et Thamnovirus, qui comporte respectivement les virus Xilang et Huangjiao. Ce 

sont des virus très peu connus et très peu étudiés, dont l’ARN génomique a été détecté chez 

des poissons123.  
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Figure 1. Localisation des principales apparitions ou épidémies à ébolavirus allant des 
découvertes en 1976 jusqu’en 2008. A) Localisation des premières épidémies des filovirus 
de la classe des Ébolavirus en Afrique avec les virus Ébola Zaïre (EBOV), Ébola Soudan 
(SUDV), Ébola Bundibugyo (BDBV), Ébola Taï Forest (TAFV). B) localisation des 
épidémies à Ébola Reston (RESTV) chez les macaques crabiers aux États-Unis d’Amérique 
et en Italie (C) par importation des singes infectés provenant des Philippines. (Adaptée de 
Feldmann H, Geisbert TW et al105). 
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Figure 2. Arbre phylogénétique des filovirus. La famille des filovirus est composée de 
quatre genres existant chez les mammifères. Il y a le genre Ébolavirus qui est composée du 
virus Ébola Zaïre (EBOV), Ébola Soudan (SUDV), Ébola Bundibungyio (BDBV), Ébola 
Reston (RESTV). Le genre Cuevavirus qui est composée du virus Lloivu (LLOV) qui a 
beaucoup de similitudes avec les Ébolavirus. Le genre Dianlovirus qui est composée du virus 
Mengla (MLAV) qui a été récemment découvert. Le genre Marburgvirus qui est 
génétiquement différente des Ébolavirus est composée des virus Marburg (MARV) et Ravn 
(RAVV). Les genres Striavirus et Thamnovirus qui sont des genres de filovirus détectés chez 
les amphibiens. (D’après Yang, XL., Tan, C.W., Anderson, D.E. et al.24) 
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1.2 Caractéristique et structure du virus Ébola 

Le virus Ébola (EBOV) est un virus à ARN simple brin non segmenté de polarité 

négative. Il a une morphologie filamenteuse caractérisée par un virion de 80 nm de diamètre 

et une longueur allant de quelques centaines de nanomètres76. Le virus possède un génome de 

19kb avec sept cadres de lecture ouverts codant pour sept protéines qui sont les protéines NP, 

VP35, VP40, GP, VP30, VP24 et L76,28 (Figure 3). Il a un virion enveloppé, donc une 

nucléocapside recouverte d’une membrane lipidique acquise lors du bourgeonnement du 

nouveau virion à partir de la membrane plasmique de la cellule hôte3,28 (Figure 4).  

Sur le côté interne de l’enveloppe virale, les protéines VP40 et VP24 constituent la 

matrice hélicoïdale et protègent la nucléocapside virale77,78. La VP40 est la protéine de 

matrice du virus Ébola et la principale du virion78. Elle joue un rôle important dans 

l’assemblage et le bourgeonnement du virus5. Elle active le processus d’emballage de la 

nucléocapside virale par le biais de la membrane de l’hôte pour former un nouveau virion 

infectieux5,31. 

La nucléocapside hélicoïdale du virus est constituée de la nucléoprotéine (NP) et de la 

protéine VP30 qui interagit avec l’ARN et active la transcription78. Le complexe 

ribonucléoprotéique est constitué de l’ARN génomique virale monocaténaire encapsidé par la 

nucléocapside virale et se lie à l’ARN polymérase virale ainsi qu’à la protéine VP35 qui 

contrôle l’ARN polymérase virale L31,78 (Figure 4).   

Sur son côté externe, l’enveloppe virale contient de la phosphatidylsérine qui est un 

lipide impliqué dans l’entrée du virus dans les cellules hôtes78. Elle contient aussi des 

molécules de glycoprotéine (GP) qui sont composées en trimères d’hétérodimères contenant 

chacun deux sous-unités GP1 et GP228. Cette GP permet l’interaction du virus avec les 

cellules cibles et détermine le tropisme viral76. 
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Figure 3. ARN génomique simple brin de polarité négative des filovirus. Le génome des 
filovirus est composé d’un ARN simple brin linéaire de polarité négative d’une longueur de 
19kb composé de 7 gènes. A) représentation du génome de MARV ayant 7 cadres de lecture 
ouverts codant pour 7 protéines virales qui sont la NP, VP35, VP40, GP, VP30, VP24 et L.  
B) représentation du génome d’EBOV dont le gène de la GP possède deux cadres de lecture 
ouverts qui se chevauchent et dont le bégaiement co-transcriptionnel de l’ARN Polymérase 
sur le site d’édition entraîne la formation de deux glycoprotéines supplémentaires. Le virus 
Ébola possède au total trois glycoprotéines qui sont la GP, la sGP et la ssGP en plus des six 
autres protéines similaires à celles de MARV. La sGP subit un clivage protéolytique par une 
furine laissant place à un petit fragment non structurel appelé peptide delta (Δ-peptide). 
(Inspirée de Viralzone79), image créée à l’aide de BioRender. 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



12 
 

Figure 4. Morphologie et structure des Filovirus. Les filovirus ont une morphologie 
filamenteuse avec un virion enveloppé d’une membrane lipidique et recouvert des 
glycoprotéines virales trimériques entourant la matrice qui est constituée de VP40 et de 
VP24. Cette matrice recouvre la nucléocapside hélicoïdale constituée de la NP et de la VP30 
et protège l’ARN monocaténaire virale qui est relié à la polymérase virale (L) et à la protéine 
VP35. (D’après Viralzone)79. 
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1.3 Biogénèse de la glycoprotéine (GP) 

La glycoprotéine (GP) est une protéine cruciale à l’entrée des filovirus dans les 

cellules hôtes. C’est la seule protéine virale exprimée à la surface du virion, elle est 

essentielle à la fixation aux cellules hôtes et à la catalyse de la fusion membranaire28.  

La GP est codée par le quatrième gène du génome et particulièrement pour les virus Ébola 

seulement, ce gène possède 2 cadres de lecture ouverts au lieu d’un seul cadre de lecture 

unique de 2043 nucléotides comme chez le virus Marburg (MARV)28,29. Ces deux cadres de 

lecture ouverts se chevauchent partiellement et leurs variations d’expression par l’ARN 

polymérase vont conduire à la synthèse de trois différentes GP qui sont la GP finale, la GP 

sécrétée (sGP) et la petite glycoprotéine sécrétée (ssGP)28,29 (Figure 5). 

Le cadre de lecture ouverte primaire code pour la glycoprotéine sécrétée (sGP) qui est 

une protéine soluble, non structurale de 364 acides aminés28. La sGP est synthétisée à partir 

de la pré-sGP, son précurseur, qui subit un clivage protéolytique post-traductionnel par une 

protéase Furine pour donner le sGP mature et une petite protéine sécrétée non structurale 

appelée Δ-peptide28 (Figure 5).  Les monomères de sGP vont s’assembler par des ponts 

disulfures pour former un homodimère qui sera sécrété dans la circulation générale28,29. La 

sGP est la principale GP synthétisée, elle correspond à environ 70% des GP synthétisées28,3. 

Le rôle de la sGP dans la pathogenèse du virus n’est pas encore entièrement connu28,29. 

Cependant, de grandes quantités de sGP ont été détectées dans le sang des patients infectés 

par le virus29. Aussi, les anticorps qui étaient présents dans les sérums des personnes guéris 

de la maladie à virus Ébola semblent mieux reconnaître la sGP plutôt que la GP28,80. Ceci 

indique que la sGP pourrait jouer un rôle dans l’évasion de la réponse immunitaire humorale 

en absorbant les anticorps neutralisants, empêchant l’élimination des virions infectieux28. La 

sGP pourrait également jouer un rôle dans la diminution de la cytotoxicité engendrée par la 
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GP trimérique finale28. D’autres études suggèrent que la sGP joue un rôle anti-inflammatoire 

en induisant la restauration de la fonction de la barrière endothéliale81,28. 

La glycoprotéine trimérique finale (GP) est la seule exprimée à la surface du virion et 

elle correspond à environ 25% des GP synthétisées28. La synthèse de celle-ci se fait par un 

bégaiement de l’ARN polymérase sur le site d’édition lors de la transcription, ce qui va 

ajouter un nucléotide d’adénosine supplémentaire sur l’ARNm28,29. Ceci va décaler le cadre 

de lecture pour fusionner les deux cadres de lectures ORF I et ORF II. Ce changement de 

cadre de lecture va engendrer la production de la GP virale transmembranaire de 676 acides 

aminés qui est ancrée dans l’enveloppe virale appelée pré-GP29 (Figure 5).   

Plusieurs monomères de pré-GP vont s’assembler au niveau du réticulum 

endoplasmique pour former un trimère. Ce précurseur trimérique va être clivé par une 

protéase furine au niveau de l’appareil de Golgi pour former deux sous-unités, GP1 

extracellulaire et GP2 transmembranaires qui restent associées via un pont disulfure entre la 

Cys53 de GP1 et Cys609 de GP228,30. Cet hétérodimère s’assemble en un trimère 

d’hétérodimère de 450 acides aminés qui sera à la surface des virions naissants28,29. 

La sous-unité GP1 est responsable de l’attachement du virus à la cellule cible et 

contient un domaine de liaison au récepteur intracellulaire spécifique ainsi qu’une région 

fortement glycosylée appelée domaine de type mucine29.  

La sous-unité GP2 est responsable de la fusion des membranes virales et des cellules 

hôtes. Elle contient la boucle hydrophobe de fusion qui va se relâcher lors de la liaison de 

GP1 à son récepteur, ce qui va permettre la fusion de la membrane virale avec elle de la 

cellule hôte31. Avant cette interaction, la base de GP1 forme une pince qui stabilise la boucle 

de fusion de GP2 dans une conformation de pré-fusion, pour empêcher GP2 de jaillir 

prématurément31.   
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La glycoprotéine GP1,2 est très importante et capitale dans l’infectivité du virus, elle 

joue également un rôle très important dans la cytotoxicité du virus82. Étant la seule protéine 

de l’enveloppe virale, elle s’est révélée être une protéine fortement immunogène.  Elle joue 

également un rôle dans la perturbation de l’activation du système immunitaire et de 

reconnaissance d’antigène83,84. 

L’ajout de deux adénosines ou la suppression d’une adénosine lors du bégaiement 

transcriptionnel par l’ARN polymérase engendre l’expression d’un troisième produit appelé 

la petite glycoprotéine sécrétée ssGP28,29. Sa production est très minime et n’arrive que dans 

5% des transcrits28. Cette petite glycoprotéine sécrétée ssGP est constituée de 298 acides 

aminés. Son rôle dans la pathogenèse du virus n’est pas encore connu28. 
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Figure 5. Transcription et polymorphisme de la glycoprotéine du virus Ébola. Le gène 
de la glycoprotéine chez le virus Ébola possède deux cadres de lecture ouverts qui se 
chevauchent partiellement. Le bégaiement co-transcriptionnel du gène GP entraîne la 
formation de deux glycoprotéines supplémentaires. Le cadre de lecture ouverte primaire code 
pour la sGP qui est la principale du virus Ébola dont le clivage protéolytique de la pré-sGP 
permet la formation de la sGP mature et d’un petit fragment non structurel, appelé Δ-peptide. 
La transcription des deux cadres de lecture au complet produit la GP trimérique qui est 
attachée au virion. Le clivage protéolytique de son précurseur la pré-GP par la furine entraîne 
la formation des deux sous-unités ; GP1 et GP2 qui demeure lié par des ponts disulfures. Les 
hétérodimères de GP1 et GP2 trimérisent pour donner le produit final qui va s’attacher à la 
membrane virale pour être à la surface du virus. L’enzyme de conversion du TNF-α (TACE) 
peut aussi cliver la GP de l’enveloppe virale au niveau du site proximal au domaine 
transmembranaire de la GP2 pour libérer une GP trimère soluble. Le bégaiement de la 
polymérase, L, entraîne également la formation de la petite glycoprotéine sécrétée, la ssGP 
qui forme un monomère en solution. TM: domaine transmembranaire. (Image inspirée de Lee 
JE, Saphire EO et al.28) Image créée avec BioRender. 
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1.4 Entrée du virus dans les cellules hôtes et réplication 

a. Adhésion cellulaire 

L’entrée du virus dans les cellules lors de l’infection est médiée par la GP et se fait 

premièrement par une interaction du virus avec les facteurs d’attachement76. Le virus va se 

lier à la cellule cible via deux types d’interaction. La première est l’interaction des glycans de 

la GP avec les lectines de type C85. La deuxième est l’interaction des phosphatidylsérines de 

l’enveloppe virale avec différents récepteurs tels que les récepteurs à la phosphatidylsérine86. 

b. Internalisation 

  Cette interaction avec les facteurs d’attachement va engendrer l’internalisation du 

virion par macropinocytose qui est un processus non sélectif d’engloutissement32 (Figure 6). 

La macropinocytose est la voie principale d’internalisation du virus avec une formation de 

vésicule de 200 à 10 000 nm32,33. La macropinocytose est un processus d’internalisation qui 

nécessite d’être stimulé par la cellule cible33. Cette stimulation se fait par l’activation de la 

voie de signalisation PI3 kinase par mobilisation du cytosquelette d’actine32,33,34.  

c. Trafic intracellulaire 

Après internalisation, la particule filovirirale va transiter à travers le système de trafic 

vésiculaire de la cellule pour être acheminée au compartiment cellulaire où la GP va être 

activée32.  Ce voyage endosomal va nécessiter la présence des petites protéines GTPases, 

Rab5 et Rab7 qui vont réguler le transport vésiculaire40. En résumé, les virions d’Ébola 

s’introduisent dans les endosomes hâtifs et circulent vers l’endosome tardif/lysosome tardif 

dépendant de Rab5 et Rab739,40. 

d. Activation de la glycoprotéine virale 

La glycoprotéine dans son état précurseur GP0 est un trimère et doit subir un clivage 

par des protéases de type furine pour générer une trimère hétérodimère de GP1 et GP2 qui est 

la forme active à la surface du virus35,41. Lors de l’entrée, la GP1 est clivée dans les 
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endosomes par les cathepsines B et L35. Le clivage permet d’exposer le domaine de liaison au 

récepteur de la GP1. Elle est alors capable d’interagir avec le récepteur viral, la protéine 

Niemann-Pick C1 (NPC1), se trouvant dans les endosomes tardifs/ lysosomes42,76 (Figure 6). 

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

La liaison de GP1 à NPC1, dont le rôle physiologique est d’assurer le transport du 

cholestérol dérivé des LDL des lysosomes vers les compartiments intracellulaires, est 

essentielle pour la fusion membranaire des filovirus à celle de la cellule cible42.  

L’activation de la GP1 par sa liaison à NPC1 va faire en sorte que la sous-unité GP2 

ne soit plus restreinte, de sorte qu’elle expose sa boucle hydrophobe qui est une région riche 

en acides aminés hydrophobes87,43. Cette boucle hydrophobe est essentielle pour l’interaction 

avec la membrane cellulaire de la cellule cible87. Une fois exposée, la boucle hydrophobe de 

la GP2 s’insère dans la membrane cellulaire de la cellule cible pour créer un point d’ancrage 

pour la GP2 et facilite son interaction avec la membrane cellulaire31. Par la suite, la GP2 subit 

un changement conformationnel majeur en se repliant dans une conformation à six hélices de 

façon à permettre la fusion des membranes tout en libérant la nucléocapside virale dans le 

cytoplasme31. Ce changement de conformation de la GP2 est celui qui permet de libérer 

l’énergie nécessaire à la fusion des membranes31. 

f. Transcription, réplication et l’assemblage du virion 

La fusion membranaire entre l’enveloppe virale et la membrane 

endosomale/lysosomale, va conduire à la libération de la nucléocapside virale dans le 

cytoplasme, entraînant la transcription et la réplication du génome viral, suivie de 

l’assemblage et du bourgeonnement de la descendance virale31 (Figure 6). La transcription est 

médiée par le complexe VP30-VP35-L88. La protéine L, l’ARN polymérase ARN 

dépendante, synthétise un ARN messager de polarité positive qui va être traduit en protéines 

virales88. La protéine VP40 a un rôle majeur dans l’assemblage et la libération du virus89,90. 
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Elle va s’accumuler à la face interne de la membrane plasmique de la cellule hôte pour 

recruter les autres composants viraux nécessaires à la formation de la particule virale89,90. La 

VP40 interagit alors avec les composants de la nucléocapside virale composée de l’ARN viral 

et des protéines nucléaires, ainsi qu’avec les glycoprotéines de surface afin de favoriser 

l’assemblage des nouveaux virus90.  Au moment de l’assemblage L va être associé au 

complexe ribonucléoprotéique à l’aide de son interaction avec la VP3589. La nucléoprotéine 

va par la suite servir de noyau pour l’assemblage de la nucléocapside tout en nécessitant la 

VP35 et la VP2431,89.  
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Figure 6. Processus d’entrée des filovirus dans les cellules cibles. Le processus d’entrée 
d’EBOV commence par l’attachement spécifique du virus aux facteurs d’attachement qui 
sont des récepteurs cellulaires à la surface des cellules hôtes. Ensuite le virus est internalisé 
dans la cellule hôte par macropinocytose et va être ensuite s’introduire dans un endosome 
hâtif puis tardifs jusqu’à arriver dans l’endolysosome où la GP1 est clivée par des 
cathepsines, exposant le domaine de liaison au récepteur de la GP1. La GP1 va par la suite se 
lier au récepteur NPC1, rendant la GP2 opérationnelle pour effectuer son changement de 
conformation qui catalyse la fusion de la membrane virale avec celle de la cellule hôte. Cette 
fusion membranaire va conduire à la libération de la nucléocapside virale dans le cytoplasme, 
ce qui va entraîner la transcription et la réplication du génome viral suivie de l’assemblage et 
du bourgeonnement de la descendance virale. (Image inspirée de Corina M.Stewart et créée 
avec BioRender) 
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1.5. Réservoirs des Filovirus 

Plusieurs études mentionnent les chauves-souris frugivores de la famille des 

Pteropodidae comme réserves naturelles des filovirus. Particulièrement pour le virus 

Marburg dont des fragments du génome viral ainsi que des anticorps ont été retrouvés dans 

les sérums de chauves-souris frugivores égyptiennes de l'espèce Roussette aegyptiacus44. De 

plus, certains chercheurs ont isolé des anticorps spécifiques IgG dirigés contre le virus Ébola 

ainsi que des fragments de génome viral dans le foie et la rate de trois espèces de chauves-

souris frugivores44,45. Contrairement aux autres espèces, les chauves-souris ne présentent pas 

ou peu de symptômes face à l’infection aux filovirus. Ceci pourrait être expliqué par le fait 

que les chauves-souris ont co-évolué avec ces virus depuis des millions d’années8.  

Cette co-évolution a probablement conduit les chauves-souris à développer des 

adaptations évolutives. Ce qui leur a permis de tolérer la présence du virus sans pour autant 

présenter les symptômes sévères de la maladie94,46. Les chauves-souris sont connues pour être 

porteuses de nombreux virus tels que les Paramyxovirus, les Astrovirus ou encore les 

Rhabdovirus sans développer les symptômes des maladies44,46. Cette adaptation peut 

également être expliquée par leur système immunitaire robuste et unique, leur ayant permis 

de développer une réponse immunitaire particulière capable de contrôler l’infection et de 

limiter les dommages tissulaires causés par ces virus48. Aussi, les chauves-souris possèdent 

des caractéristiques physiologiques uniques telles que leur température corporelle élevée, leur 

métabolisme rapide, leur longévité qui pourraient avoir une incidence sur leur tolérance face 

aux infections virales des filovirus92. 

Un fait intéressant avec les chauves-souris c’est qu'au moment du vol, leur 

température corporelle s’élève au-dessus de 40°C, tandis que pendant la torpeur quotidienne, 

elle est nettement inférieure, atteignant dans certains cas 10°C91,92. Il s'agit d'une méthode 
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efficace de conservation de l'énergie qui est particulièrement utile aux chauves-souris, car le 

vol a un coût énergétique élevé92. La plupart des chauves-souris durant la journée, diminuent 

leur activité et entrent en torpeur pour pouvoir chasser à l’aube lorsque la température 

extérieure est basse et que la nourriture est plus abondante92. Tout ceci pourrait avoir une 

corrélation avec la thermostabilité des filovirus dont ils sont les réservoirs naturels.    

1.6 Cycle de transmission virale 

Comme cycle de transmission virale, les chauves-souris vont créer une épizootie en 

infectant d’autres animaux tels que les primates non-humains8. Le virus est ensuite transmis à 

l’homme soit par des contacts étroits avec les liquides biologiques de ces animaux, leurs 

viandes ou par les chauves-souris elles-mêmes5. Le virus se propage ensuite dans les 

populations par transmission interhumaine avec des liquides biologiques des personnes 

infectées5,8. 

La transmission épizootique se fait surtout par contamination des espèces d’animaux, 

le plus souvent des frugivores tels que les antilopes ou les grands singes qui mangent des 

fruits95. Des études ont rapporté que cela a souvent lieu à la fin de la saison sèche où les 

ressources alimentaires deviennent de plus en plus rares, et c’est alors que les chauves-souris 

et les autres espèces frugivores entrent en compétition pour manger les mêmes fruits. À ce 

moment-là, il y a contact entre les espèces et une probable contamination a lieu95. 

La transmission zoonotique se fait des animaux infectés à l’homme. Cela se fait suite 

à des contacts directs avec les dépouilles mortelles des animaux infectés, la consommation 

des viandes infectées par le virus, etc. La transmission peut aussi se faire des chauves-souris 

directement à l’homme5. Par exemple, l’événement de transmission zoonotique à l’origine de 

la plus grande épidémie du virus Ébola qui a sévi l’Afrique de l’Ouest est un enfant de 2 ans 
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dans un village près de Meliandou en Guinée suspecté d’avoir été contaminé en jouant dans 

un site où se trouvait des chauves-souris96.  

La transmission interhumaine se fait alors d’homme à homme par des contacts directs 

ou étroits avec des liquides biologiques (sueurs, urine, salive, selles, vomissements, lait 

maternel, etc.), de sang, des organes et des sécrétions de personnes infectées par le virus. 

L’une des difficultés rencontrées lors des épidémies est les rites funéraires97. Ceux-ci ont joué 

un rôle important dans la transmission du virus en Afrique. La charge virale dans les 

dépouilles mortelles des individus infectés est à son point culminant, de ce fait lors de 

lavement des dépouilles ou des contacts directs des proches avec le défunt, cela occasionne 

une contamination directe des proches98.  

1.7 La maladie à Filovirus et Pathologie 

La maladie à virus Ébola est une maladie grave et souvent mortelle chez l’homme et 

les primates non-humains. Le cycle de maladie se divise en trois étapes après la période 

d’incubation du virus chez l’hôte. La période d’incubation qui est le temps écoulé entre 

l’infection par le virus et l’apparition des premiers symptômes varie généralement entre 2 à 

21 jours en fonction de la méthode de transmission du virus49,3. Au stade précoce de la 

maladie, les symptômes ne sont pas spécifiques, prêtant à confusion la maladie à virus Ébola 

avec d’autres maladies infectieuses en Afrique3. Dans la phase 1, les symptômes sont du type 

pseudo-grippal avec l’apparition d’une forte fièvre, des malaises, une intense asthénie, des 

myalgies, des arthralgies, des céphalées persistantes et même des pharyngites accompagnées 

de toux50.  

Dans la phase II, la maladie progresse avec l’apparition des symptômes gastro-

intestinaux tels que des douleurs abdominales, des diarrhées aqueuses profuses et des 

vomissements ce qui entraîne la déshydratation du patient. Environ 5 à 7 jours après 



26 
 

l’apparition des symptômes, une éruption cutanée se manifeste suivie d’un érythème violacé 

qui souvent se généralise dans l’ensemble du corps50. Après l'installation de la maladie, une 

coagulation intravasculaire disséminée se met en place, obstruant les capillaires sanguins. Ce 

processus conduit à la formation de caillots, entraînant ainsi la nécrose de plusieurs organes 

vitaux, tels que le foie, la rate, les reins, ou encore le cerveau50. Ce phénomène provoque, 

dans la majorité des cas, une insuffisance rénale et hépatique, phénomène aggravé par la 

cytotoxicité propre au virus50. 

Dans la phase III, la maladie est caractérisée par l’apparition des symptômes 

hémorragiques qui se présentent souvent comme des hémorragies conjonctivales, des 

ecchymoses, des pétéchies (taches rougeâtres sur la peau), des saignements des cavités 

nasales, des saignements des gencives, des voies orales ou vaginales64. Par la suite les 

saignements deviennent généralisés avec un méléna (hémorragie du tube digestif par des 

diarrhées de sang) puis des hématémèses qui sont des vomissements de sang50,51. Ces 

symptômes apparaissent généralement chez 30 à 50% des patients. Au stade terminal de la 

maladie, la faible pression artérielle accompagnée de la coagulation intravasculaire va 

entraîner un état similaire à un choc septique, ce qui peut entraîner à un collapsus et une 

défaillance multiviscérale conduisant à la mort du patient. Lorsque le cerveau est atteint, cela 

peut entraîner une perte de conscience, des crises épileptiques, puis l’état de mort 

cérébrale49,50,51.  

La maladie à filovirus se caractérise par une réponse immunitaire incontrôlée qui 

entraîne une tempête de cytokines5. Les macrophages sont les principales cibles du virus, et 

ces cellules contribuent à la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires lorsqu’elles sont 

infectées et à la dissémination du virus dans le corps en migrant du site initial de l’infection 
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vers les ganglions lymphatiques, le foie et de nombreux autres organes qui deviennent des 

sites actifs de réplication52.  

 Le virus atteint les ganglions lymphatiques régionaux provoquant une 

lymphadénopathie et une propagation hématogène vers le foie et la rate. La libération de 

médiateurs chimiques de l'inflammation (cytokines et chimiokines) provoque une réponse 

immunitaire dérégulée en perturbant l'harmonie du système vasculaire, provoquant 

éventuellement une coagulation intravasculaire disséminée et un dysfonctionnement de 

plusieurs organes52,53. 

a. Réponse inflammatoire dérégulée 

Des études ont montré que les principales premières cibles des filovirus sont les 

macrophages et les cellules dendritiques52.  La réplication du virus au sein des cellules 

immunitaires va inhiber l’action d’une réponse immunitaire efficace, ce qui va permettre la 

diffusion de l’infection au sein de l’organisme pour ensuite déclencher une réaction 

inflammatoire inappropriée52. 

b. Immunosuppression 

Le virus va bloquer de façon précoce le système immunitaire inné et va par la suite 

affaiblir de manière très efficace la mise en place de la réponse antivirale précoce54,60. Le 

virus va également inhiber l’activation de la réponse immunitaire spécifique en induisant une 

sécrétion inappropriée des cytokines, ce qui fait que les cellules dendritiques ne parviennent 

pas à subir une maturation efficace61,56.  

c. Diffusion virale 

En raison de l’inefficacité du système immunitaire à exécuter ses fonctions 

antivirales, la plupart des cellules immunitaires recrutées pendant la réponse inflammatoire 

initiale seront infectées par les particules virales, qui sont attirées par la sécrétion de 

chimiokines56,57. Les cellules dendritiques vont survivre quelques jours pour permettre la 
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diffusion du virus au sein des cellules immunitaires vers les ganglions lymphatiques, puis 

dans la circulation sanguine pour atteindre le foie, la rate ainsi que d’autres organes55,60. Plus 

le virus va se diffuser, plus la réplication intense du virus va entraîner une réponse 

inflammatoire incontrôlée ce qui mène à l’issue fatale de la maladie62.  

d. Cellules cibles  

L’une des particularités du virus Ébola est son large tropisme cellulaire63. C’est 

également l’une des caractéristiques faisant la gravité de la maladie à Filovirus. Le virus peut 

infecter de nombreux types cellulaires tels que les cellules endothéliales, les hépatocytes, les 

fibroblastes, les cellules épithéliales et corticales surrénales63. Au stade précoce de la 

maladie, les cellules infectent principalement les macrophages, le foie et la rate53. Au stade 

terminal de la maladie, la plupart des tissus et organes sont saturés par le virus53. 

1.8. Effet de la température 

La température est un facteur critique et crucial qui définit ou affecte l’issue des 

infections virales et la direction des infections virales des virus à ARN à la fois ex vivo et in 

vivo. Certaines études ont notifié que la température a un impact sur la réplication, la 

stabilité, la transmission ainsi que la réponse immunitaire innée de l’hôte sur les virus à ARN 

ce qui peut également être appliqué sur le virus Ébola65. Dépendamment des hôtes réservoirs 

des virus à ARN, ces derniers ont développé certaines spécificités quant à leur température 

optimale de réplication et de viabilité.  Par exemple, les virus respiratoires à ARN chez les 

oiseaux se répliquent à 41°C66. Plusieurs études ont exploré la manière dont la température 

affecte la réplication, module la réponse immunitaire et influence la survie du virus à ARN en 

dehors de l’hôte67. Les virus à ARN après leur liaison aux récepteurs de la cellule hôte, sont 

répliqués dans le cytoplasme ou le noyau de la cellule hôte par une ARN polymérase virale 

ARN-dépendante. Cette ARN polymérase interagit avec un ou plusieurs facteurs de l’hôte 



29 
 

pour copier et transcrire le génome de l’ARN viral71. Les ARNm viraux sont par la suite 

traduits en protéines virales qui vont s'assembler avec l’ARN virale pour former de nouveaux 

virions67.  

Ils ont démontré que la température à laquelle la synthèse de l’ARN et l’assemblage 

des virions ont lieu, a un impact sur le repliement des structures secondaires de l’ARN dans 

le génome, les interactions protéine-ARN, les interactions protéine-protéine ainsi que sur la 

conformation et l’activité des enzymes virales67,69,70. 

Chez les virus à ARN, la stabilité et la transmissibilité du virus dépendent de plusieurs 

variables telles que la température et l’humidité65,68. Des études ont démontré que la 

transmission de certains virus à ARN respiratoires était inhibée à température relativement 

élevée à plus de 30°C65. Une autre étude a démontré que l’exposition des particules virales 

(VLP) du SARS-CoV-2 à une température de 34°C a induit une dégradation structurelle des 

particules virales et donc a réduit la transmission du virus65. En somme, cette étude a 

démontré que les virus à ARN respiratoires se propagent mieux à des basses températures, 

car le virus reste stable contrairement aux températures élevées.   

Il a également été démontré que la température avait un effet sur la réplication, la 

transcription et la structure de l’ARN viral65. La littérature nous indique que les virus à ARN 

de sens positif tel que le SARS-CoV-2 ont montré qu’une augmentation de la température à 

39 ou à 40°C limite le taux de synthèse de l’ARN virale et réduit davantage le titre viral65.  

La littérature nous indique également que la température a un impact direct sur la 

réponse de l’hôte aux infections par les virus à ARN. Par exemple, à des températures 

supérieures à 40°C la réponse immunitaire de l’hôte est réduite65. Des études ont démontré 

qu’une température élevée à plus de 40°C, réduisait la production des cytokines 
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inflammatoires interleukine 6 (IL-6), IL-1B et IL-8 au moment où des cellules épithéliales 

trachéales humaines étaient infectées par le virus à ARN respiratoire72,65.  

Il est intéressant de noter que la température au moment de l’infection affecte 

également la réponse immunitaire innée déclenchée par l’infection et la production de 

molécules d’ARN viral, la croissance virale ainsi que l’efficacité de la transmission73,24,25. 

a. La température de la fièvre 

La fièvre étant une réponse immunitaire courante à une infection virale, vise à combattre 

l’infection en augmentant la température corporelle du corps99. La température normale du 

corps humain est d’environ 37°C. Cependant, en cas de fièvre, l'augmentation de la 

température est généralement supérieure à 0,5°C. La fièvre peut être classée en quatre stades 

principaux : la fièvre légère, qui se situe entre 37,5°C et 38°C ; la fièvre modérée, avec une 

température comprise entre 38°C et 39°C ; la fièvre élevée, entre 39°C et 40°C ; et enfin, 

l’hyperpyrexie, qui correspond à une température supérieure à 41°C, représentant le stade le 

plus critique de la fièvre124. 

L’augmentation de la température vise à réduire la charge virale en inactivant certains 

virus tels que les virus à ARN qui sont sensibles à des températures élevées65. La température 

de la fièvre peut également avoir un impact sur la réplication virale de certains virus à ARN 

tel que le virus de la grippe qui montre une réplication réduite à des températures élevées65.  

Certaines études ont démontré que lorsque la température du corps humain atteint plus 

ou moins 40°C en condition de fièvre, l’efficacité de la réplication virale, la croissance virale, 

les réponses immunitaires de l’hôte sont fortement affectées par celle-ci65. Non seulement 

elle affecte les éléments cités précédemment, mais elle peut aussi avoir un impact sur la 

capacité du virus à s’adapter à différents environnements65. 
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Somme toute, la température présente plusieurs effets sur les virus à ARN et peut 

également avoir un impact sur les filovirus. 
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2. Hypothèse et objectifs 

Sachant que la température a un impact particulier sur les virus à ARN et que les 

chauves-souris qui ont des températures qui fluctue aux extrêmes sont les réservoirs naturels 

des filovirus, nous supposons que Les filovirus sont très stables à des températures élevées 

et peuvent être capables d’infecter les cellules à des températures élevées également. Ayant 

co-évolué avec les chauves-souris, nous pensons que le virus Ébola est habilité à persister à 

de hautes températures. Nous pensons également qu’une hausse de température similaire à 

celle de la fièvre engendrée par une réponse immunitaire peut avoir des effets sur le taux 

d’infection du virus dans les cellules humaines.    

Pour tester ces hypothèses, nous avons établi trois objectifs. Le premier est de vérifier 

la stabilité du virus à la suite d’une augmentation de température.  Le deuxième objectif est 

de vérifier si la macropinocytose est inhibée dans les cellules à la suite d’une augmentation 

de température et le troisième objectif est de tester l’effet de la température de la fièvre sur les 

virus Ébola et Marburg en effectuant une infection à 37°C qui est la température normale du 

corps humain et à la température du corps humain en condition de fièvre. Par la suite, nous 

allons élargir cette étude et tester les autres filovirus soient RESTV, BOMV, TAFV, MLAV, 

BDBV, LLOV et SUDV. 
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3.  Matériels et méthodes 

3.1 Lignées cellulaires et culture cellulaire 

Les cellules HT1080 (ATCC), les cellules Huh7.5 et les cellules HEK293T de rein 

embryonnaire humain (ATCC) ont été cultivées dans du milieu Eagle modifié de Dulbecco 

(DMEM, Wisent). Le milieu de culture a été complété avec 10% de sérum bovin foetal (FBS, 

Sigma), 0.3 mg/mL de L-glutamine, 100 U/mL de pénicilline et 100 μg/mL de streptomycine 

(Wisent). Les cellules ont été maintenues à 37°C dans 5% de CO2 à 100% d’humidité 

relative. 

Des cellules monocytes THP-1 (ATCC TIB-202𝑇𝑀) ont été cultivées dans du milieu 

RPMI 1640 additionné de 8% de sérum bovin foetal (FBS) et de 50µg/mL de gentamicine. 

Pour différencier les monocytes de THP-1 en phénotype macrophage, 50 ng/mL de phorbol 

12-myristate 13-acétate (PMA) ont été ajoutés au milieu de culture pendant 72h. Les cellules 

ont ensuite été lavées avec une solution saline tamponnée au phosphate (PBS) et maintenues 

dans un milieu RPMI 1640 additionné de 8% de FBS sans antibiotique ni PMA pendant 24h. 

Les cellules ont été incubées à 37°C dans un incubateur à 5% de CO2 pendant 3 jours pour 

permettre la différenciation des macrophages 

3.2 Clonage 

Des plasmides d’expression des glycoprotéines (GP) des filovirus ont été générés par 

technique de clonage conventionnelle. Des fragments de gènes de Glycoprotéine (GP) de 

chaque filovirus, dont BOMB GP, MLAV GP, TAFV GP, BDBV GP, RESTV GP, LLOV 

GP, SUDV GP, MARV GP et EBOV GP ont été respectivement amplifiés par une première 

PCR et ensuite respectivement assemblés en un seul gène à l’aide d’une seconde PCR. EcoRI 

et NheI ont été utilisés afin d’insérer le gène dans un vecteur Pcaggs. La déphosphorylation 
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du vecteur ainsi que la ligation du gène avec le vecteur ont été effectuées. Des bactéries E. 

coli DH5 alpha ont été ajoutées à la solution du gène ligué au vecteur pour faire la 

transformation. Les solutions de transformation de chaque filovirus GP respectivement ont 

été appliquées sur des plaques de pétries avec Carbenicillin et incubées à 37°C pendant 18h. 

L’extraction des plasmides a eu lieu à l’aide d’une mini-prep (Qiagen) après avoir piqué les 

colonies et fait pousser dans du LB avec Carbenicillin.  

3.3 Production et purification des particules pseudo-virales (VLP) 

Les cellules HEK293T ont été ensemencées dans une plaque de Petri de 10 cm et ont 

été laissées pousser jusqu’à une confluence de 90% avant d'être co-transfecté par des 

quantités stoechiométriques de plasmides codant pour EBOV NP, EBOV VP40 fusionné à la 

β-lactamase et la glycoprotéine de pleine longueur de chaque virus voulant être exprimé dont 

EBOV GP FL, MARV GP, BDBV GP, SUDV GP, RESTV GP et VSV-G qui nous ont été 

offert de la part du Dr. James Cunningham de Birgham and Women’s Hospital à Boston. 

TAFV GP et LLOV GP qui ont été cloné par Rory Mulloy, un étudiant à la maitrise dans le 

laboratoire M.Côté. Et finalement MLAV GP et BOMV GP qui ont été cloné par moi-même 

dans le laboratoire M.Côté. La co-transfection a été faite en utilisant le réactif de transfection 

JetPRIME dans un rapport de 1:1:1,15. Les surnageant contenant le virus ont été collectés et 

concentrés par ultracentrifugation à 20 000 tr/min pendant 1,5h à 4°C à l’aide d'une 

ultracentrifugeuse Beckman Coulter Optima XPN-100, rotor SW32Ti. La concentration et la 

purification a été faite à travers un coussin de sucrose 20% (poids/vol). Les virus ont été 

remis en suspension dans une solution saline tamponnée au phosphate (PBS) et stockés à -

80°C. 
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3.4 Cytométrie de flux 

Pour nos expériences sur les infections virales, nous avons utilisé un test de β-

lactamase basé sur le substrat CCF2-AM, qui repose sur le transfert d'énergie par résonance 

de Förster (FRET). Le CCF2-AM, constitué d'hydroxycoumarine et de fluorescéine attachée 

à un cycle β-lactame, agit comme un rapporteur efficace. En présence de la β-lactamase, ce 

substrat subit un clivage rapide, entraînant un décalage significatif de la longueur d'onde 

d'émission de fluorescence125. 

Nous avons préparé une solution de CCF2-AM conformément aux instructions du kit, 

et nous l’avons appliquée aux cellules infectées pendant 1 heure. Les cellules ont ensuite été 

lavées, transférées dans des tubes, et centrifugées. Une petite quantité de PBS avec 2 % de 

FBS a été ajoutée aux cellules pour les resuspendre. 

Nous avons ensuite mesuré par cytométrie de flux la fusion virale, où le matériel 

génétique des particules virales est libéré dans le cytosol après une entrée réussie. La protéine 

VP40 a été conjuguée à la β-lactamase pour cliver le CCF2-AM dans les cellules après 

coloration. En l'absence de β-lactamase, l'excitation de l'hydroxycoumarine à 409 nm entraîne 

un transfert d'énergie FRET vers la fluorescéine, produisant une émission de lumière verte à 

520 nm (BV-510A dans le cytomètre de flux). En présence de β-lactamase, le clivage du 

cycle β-lactame sépare la fluorescéine, perturbant le FRET et provoquant une émission 

directe à 447 nm (BV-421A dans le cytomètre de flux). Voir image supplémentaire 1. 

Ainsi, cette méthode nous a permis de mesurer l'entrée virale des filovirus dans les 

cellules et de quantifier la présence de dextran fluorescent. 
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3.5 Tests d’entrée des particules pseudo-virales (VLP) 

Pour tester l’entrée des VLPs, des cellules HT1080 ont été ensemencées dans des 

plaques de 48 puits pour avoir environ 90% de confluence le lendemain. Les VLPs ont 

ensuite été ajoutées, puis incubées à 37°C avec les cellules pendant 3h. Les cellules ont par la 

suite été lavées avec du DMEM sans sérum et chargées avec la solution de coloration au 

CCF2-AM (Invitrogen) conformément aux instructions du Kit pendant 1h à température 

ambiante à l’abri de la lumière. La solution de coloration a été complétée avec 250μM de 

probénécide (Sigma). Après la coloration, les cellules ont été lavées à l’aide de la solution 

saline tamponnée au phosphate (PBS) et ensuite trypsinisées. Le clivage du CCF2 a été 

analysé par cytométrie de flux à l’aide du cytomètre en flux BD LSRFortessa FORP. Les 

cellules colorées ont été définies comme des cellules qui étaient décalées positivement par 

rapport aux cellules non colorées (émission dans un filtre 525/50), et les cellules β-lactamase-

positives (avec une libération réussie du rapporteur après la fusion des VLPs) ont été définies 

comme des cellules qui ont été décalées positivement (émission dans un filtre 450/50) par 

rapport aux cellules colorées et non infectées.  

3.6 Infection pour vérification de la thermostabilité des filovirus 

Les cellules HT1080 ont été ensemencées dans une plaque de 48 puits pour une 

quantité de 70 000 cellules/puits visant à une confluence de 90% le lendemain. 24 heures 

après l’ensemencements, le milieu de culture des cellules a été changé pour un milieu DMEM 

sans sérum bovin foetal (FBS). Les VLPs sont diluées dans du milieu DMEM pour obtenir 

des volumes similaires dans chaque tube qui vont être chauffé à l’aide d’un thermocycleur où 

un gradient de température de 37°C, 40°C, 45°C et 50°C est établi. Avec ce gradient de 

température, chacun des trois virus a trois réplicats correspondant aux températures du 

gradient. Les virus préchauffés vont par la suite être ajoutés aux cellules traitées avec du 
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milieu DMEM sans sérum précédemment et incuber à 37°C pendant 3 h. Les cellules ont par 

la suite été lavées avec du DMEM sans sérum et traitées avec la solution de coloration au 

CCF2-AM (Invitrogen) conformément aux instructions du Kit pendant 1h à température 

ambiante à l’abri de la lumière. La solution de coloration a été complétée avec 250μM de 

probénécide (Sigma). Après la coloration, les cellules ont été lavées à l’aide de la solution 

saline tamponnée au phosphate (PBS) et ensuite trypsinisées. Les cellules ont été récoltées et 

centrifugées à 1500 RPM pendant 5 minutes à 4°C. L’analyse de l’infection se fait par 

cytométrie de flux, qui est une technique polyvalente permettant de quantifier la fluorescence 

et les caractéristiques structurelles des particules. Le cytomètre de flux utilisé est la BD 

LSRFortessa FORP.  

3.7 Infection de température fièvre  

Les cellules HT1080 ont été ensemencées dans deux plaques de 48 puits pour une 

quantité de 70 000 cellules/puits visant à une confluence de 90% le lendemain. 24 h après 

l’ensemencement, une plaque a été mise à 39°C pendant une heure et l’autre est restée à 

37°C. Après 1h, le milieu de culture des cellules a été changé pour un milieu DMEM sans 

sérum bovin foetal (FBS). Les mêmes étapes ont été appliquées avec les cellules Huh7.5. Par 

la suite, 2μL des VLPs purifiées du virus EBOV, 2μL du virus MARV et 0.3μL du virus VSV 

ont été ajoutés aux cellules des différentes plaques et incubés à 37°C pour la première plaque 

et à 39°C pour la deuxième plaque pendant 3h.  

Pour les cellules de macrophages, les monocytes de THP-1 ont été différenciés en 

phénotype macrophage après l'ajout de 50 ng/mL de phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA) 

dans le milieu de culture et laissé incuber à 37°C dans un incubateur à 5% de CO2 pendant 3 

jours pour permettre la différenciation des macrophages. Par la suite, les cellules ont été 

ensemencées dans deux différentes plaques de 48 puits. Après 24h l’une des plaques a été 
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pré-incubée à 39°C pendant 1h et l’autre est restée à 37°C. Par la suite, 2μL des VLPs 

purifiées du virus EBOV, 2μL du virus MARV et 0.3μL du virus VSV ont été ajoutés aux 

cellules des différentes plaques et incubés à 37°C pour la première plaque et à 39°C pour la 

deuxième plaque pendant 3h. 

Après infection, les cellules ont été lavées avec du DMEM sans sérum et traitées avec 

la solution de coloration au CCF2-AM (Invitrogen) conformément aux instructions du Kit 

pendant 1h à température ambiante à l’abri de la lumière. La solution de coloration a été 

complétée avec 250μM de probénécide (Sigma). Après la coloration, les cellules ont été 

lavées à l’aide de la solution saline tamponnée au phosphate (PBS) et ensuite trypsinisées. 

Les cellules ont été récoltées et centrifugées à 1500 RPM pendant 5 minutes à 4°C. L’analyse 

de l’infection se fait par cytométrie de flux où les cellules sont absorbées afin d’identifier 

l’effet de la bêta-lactamase sur le CCF2 lors de l’infection, voir l’exemple de stratégie de 

sélection de sous-population pour l’analyse des cellules infectées (Image supplémentaire 1). 

Le cytomètre de flux utilisé est la BD LSRFortessa FORP.  

3.8 Internalisation du Dextran  

Les cellules HT1080 et Huh7.5 ont été ensemencées dans deux plaques de 48 puits 

pour une quantité de 70 000 cellules/puits visant à une confluence de 90% le lendemain. Les 

monocytes de THP-1 ont été différenciés en phénotype macrophage après l'ajout de 50 ng/mL 

de phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA) dans le milieu de culture et laissé incuber à 37°C 

dans un incubateur à 5% de CO2 pendant 3 jours pour permettre la différenciation des 

macrophages.  24 h après l’ensemencement, une plaque a été mise à 39°C pendant une heure 

et l’autre est restée à 37°C. Par la suite, le dextran, fluorescein, 10,000 MW, anionique, lysine 

fixable (fluoro-emerald) et 70,000 MW de la compagnie Thermo Fisher a été suspendu à 

nouveau dans du PBS et 0.5 mg/mL a été ajouté aux cellules et incubé pendant 3 heures à 37 
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ou 39°C. Après incubation, les cellules ont été lavées à l’aide de la solution saline tamponnée 

au phosphate (PBS) et ensuite trypsinisées. Les cellules ont été récoltées et centrifugées à 

1500 RPM pendant 5 minutes à 4°C. La quantification du signal fluorescent du dextran se fait 

par cytométrie de flux à l’aide de leurs différents fluoroforme soient le FITC pour le 70kDa et 

le PE-CE594 pour le 10kDa. Le cytomètre de flux utilisé est la BD LSRFortessa FORP. 

3.9 Analyse statistique 

Les données expérimentales relatives aux tests de thermostabilité ont été analysées à 

l'aide du logiciel GraphPad Prism version 10.2. Une analyse de variance à deux facteurs 

(ANOVA) avec le test post-hoc de Tukey a été effectuée pour comparer les différents 

groupes lors des expériences de thermostabilité, impliquant des comparaisons multiples. La 

signification statistique des résultats a été évaluée selon les critères suivants : ns = non 

significatif, *p < 0,05, **p< 0,01, ***p < 0,001, et ****p < 0,0001. 

Les données expérimentales concernant les tests de température fièvre ont été 

analysées à l'aide du test t de Welch, en raison de la variance inégale entre les groupes. Les 

barres d'erreur représentent l'erreur standard de la moyenne (SEM) à partir de trois répétitions 

expérimentales. La signification statistique a été déterminée comme suit : ns = non 

significatif, *p<0,05 **p < 0,01. 

Les données expérimentales concernant la quantification de la fluorescence du 

dextran dans les cellules ont été analysées à l'aide du logiciel GraphPad Prism, version 10.2. 

Pour comparer les différents groupes impliquant des comparaisons multiples, une analyse de 

variance à deux facteurs (ANOVA) a été réalisée, suivie d'un test de Bonferroni. La 

signification statistique a été définie comme suit : ns = non significatif, **p < 0,01. Les 

graphiques présentés sont représentatifs de trois expériences indépendantes. 
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4. Résultats 

4.1 Vérification de la thermostabilité d’EBOV et MARV par augmentation graduelle de 

la température. 

Afin de déterminer la thermostabilité d’EBOV et MARV, nous avons employé des 

VLPs contenant les protéines structurelles virales d’EBOV, la NP, la VP40, et la GP 

d’EBOV, MARV, ou la glycoprotéine, G, de VSV. Ces particules sont sécuritaires et peuvent 

être manipulées en BSL-2, et ont la même morphologie qu’EBOV103. Elles nous permettent 

également de mesurer l’entrée virale dans des cellules par la fusion de VP40 à la Bêta-

lactamase (Blam) et la détection de l’activité de Blam dans les cellules hôtes via le clivage du 

substrat CCF2 dans la cellule suite à la fusion de la membrane virale avec la membrane de la 

cellule et le transfert de VP40-Blam dans le cytoplasme de la cellule.  

Ces particules virales ont été exposées à un gradient de température soit 37°C, 40°C, 

45°C et 50°C afin de subir un choc de chaleur et ainsi tester la thermostabilité intrinsèque de 

chaque virus. Comme contrôle nous avons utilisé la glycoprotéine du virus de la stomatite 

vésiculaire (VSV G) pour sa capacité à induire une fusion membranaire efficace et à 

permettre l’entrée de particules virales dans une large gamme de types cellulaires ainsi que sa 

faible stabilité face à la chaleur. Avec ce gradient de température, chacun des trois différents 

VLPs avait trois réplicats correspondants aux températures du gradient.  L’infection s’est 

faite en ajoutant une quantité de volume de VLP afin d’obtenir un pourcentage d’infection 

d’environ 20% à 37°C pour chacun des virus. 

Comme résultat, nous avons observé qu’EBOV est plus stable que MARV et VSV est 

beaucoup moins stable que EBOV et MARV (Figure 7). Le niveau d’infection des VLPs 

ayant VSV G baisse considérablement au fur et à mesure que la température augmente et 

nous constatons que le virus est presque inactivé à 50°C. Le niveau d’infection de MARV 
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présente une baisse significative lorsqu’il est exposé à 50°C, mais nous pouvons aussi 

observer une faible tendance de diminution de l’infection lorsqu’il est exposé à 45°C. 

Cependant, pour EBOV nous remarquons qu’il est très stable jusqu’à 50°C et semble 

d’ailleurs être plus performant lorsqu’il est pré-traité à de hautes températures. 

Nous avons également testé la thermostabilité des autres filovirus dont les virus 

BDBV, RESTV, LLOV, TAFV en comparaison avec EBOV et VSV. Nous avons constaté 

que tous les virus de la classe des ébolavirus soient EBOV, RESTV, BDBV ont maintenu une 

stabilité similaire à celle de EBOV jusqu’à °50C (Figure 8). Ils sont donc résistants face à la 

chaleur à l’exception de TAFV qui s’inactive graduellement face à l’augmentation de la 

température, nous pouvons observer une baisse significative du niveau de l’infection de ce 

dernier à 45 et à 50°C. Le virus LLOV de la classe des cuevavirus est également thermostable 

jusqu’à 50°C il n’y a pas de variation dans son habilité à entrer les cellules. 

Nous concluons en disant que EBOV est plus stable que MARV et que VSV n’est pas 

thermostable. Les filovirus de la classe des cuevavirus et des ébolavirus sont thermostables à 

l'exception du virus TAFV qui est moins stable face à la chaleur.  
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Figure 7.  Effet de l’augmentation graduelle de la température sur la stabilité des virus 
EBOV et MARV.  Un gradient de température (37°C, 40°C, 50°C et 55°C) a été établi à 
l'aide d'un thermocycleur, avec une exposition des virus à chaque température pendant 3 
minutes. Les virus EBOV, MARV (2 µL) et VSV-g (0,3 µL) ont ensuite été ajoutés aux 
cellules HT1080 pour une infection de 3 heures. Après coloration au CCF2, les échantillons 
ont été analysés par cytométrie de flux. La moyenne des infections, normalisée par rapport à 
l'infection à 37°C, est présentée sur trois réplicats biologiques, chaque réplicat étant effectué 
en triplicat technique. Les données de thermostabilité ont été analysées avec le logiciel 
GraphPad Prism version 10.2. Une analyse de variance à deux facteurs (ANOVA) avec un 
test post-hoc de Tukey a été utilisée pour comparer les différents groupes dans les 
expériences de thermostabilité. La signification statistique a été évaluée comme suit : ns = 
non significatif, *p < 0,05, **p< 0,01 ***p < 0,001, et **p < 0,0001. 
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Figure 8.  Effet de l’augmentation graduelle de la température sur la stabilité des 
Filovirus.  Un gradient de température de 37°C, 40°C, 50°C et 55°C a été établi à l'aide d'une 
machine PCR, et les virus ont été chauffés pendant 3 minutes. Les virus EBOV (2 µL), 
RESTV, BDBV, LLOV, TAFV (3 µL chacun) ainsi que VSV-g (0,3 µL) ont été ajoutés aux 
cellules HT1080 pour une infection de 3 heures. Après la coloration avec le CCF2, les 
échantillons ont été analysés par cytométrie de flux. La moyenne des infections, normalisée 
par rapport à l'infection à 37°C, est présentée à partir de trois réplicats biologiques, chacun 
effectué en triplicat technique. Les données expérimentales ont été analysées à l'aide du 
logiciel GraphPad Prism version 10.2. Une analyse de variance à deux facteurs (ANOVA), 
suivie du test post-hoc de Tukey, a été réalisée pour comparer les différents groupes dans les 
expériences de thermostabilité. La signification statistique des résultats a été évaluée comme 
suit : ns = non significatif, *p < 0,05, **p < 0,01, et ****p < 0,0001. 
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4.2 Vérification de l’activité de la macropinocytose à température fièvre dans les 

Ht1080, Huh 7.5 et dans les macrophages (THP-1 différenciés) 

Pour infecter les cellules, les filovirus doivent d’abord être internalisés par 

macropinocytose. Afin de vérifier l'activité de la macropinocytose lors d’une augmentation de 

température dans les cellules de façon générale, nous avons quantifié l’internalisation des 

différentes tailles de dextran à la température normale du corps humain soit 37°C et à la 

température du corps humain en condition de fièvre soit 39°C. Le dextran est un 

polysaccharide qui est généralement produit par la fermentation de sucres par certaines 

souches de bactéries. Le dextran peut avoir différentes tailles et structures. Dans notre cas, 

nous avons utilisé deux différentes tailles de dextran fluorescents. Le premier est le Dextran 

10 KiloDalton (kDa) avec comme colorant fluorescent la Tetramethylrhodamine (TRITC) et 

le deuxième est le Dextran 70 KiloDalton (kDa) avec comme colorant fluorescent la 

fluorescéine isothiocyanate (FITC). Les différentes tailles vont nous permettre de voir 

l’activité de la macropinocytose, particulièrement celle à 70 kDa. Les deux types de dextran 

ont été appliqués aux cellules HT1080 qui sont des cellules de tissus conjonctifs humains 

ainsi qu’aux cellules Huh7.5 qui sont des cellules de carcinome hépatocellulaire humain, elles 

sont particulièrement sensibles à l’infection au virus et elles soutiennent efficacement la 

réplication du virus Ebola. Ces cellules ont été préchauffées à différentes températures, soient 

à 39°C et 37°C à des fins de comparaisons.  

Pour les macrophages qui sont les cibles primaires des filovirus lors de l’infection, les 

monocytes des Thp-1 ont été différenciés en macrophages à l’aide du phorbol-12-myristate-

13-acétate (PMA), ensuite ont été réchauffés à 39°C et 37°C comme avec les ht1080 et les 

huh7.5.  
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Comme résultat pour les cellules Ht1080, nous avons observé qu’il y avait un plus 

fort signal pour le dextran de 10 kDa comparativement à celui de 70 kDa, ce qui est normal 

puisque le dextran 10 kDa peut être internalisé via la micropinocytose, en plus de la 

macropinocytose104. Au niveau de la température, nous avons observé qu’il n’y avait pas de 

différence significative du signal pour le dextran 10 kDa et 70 kDa aux deux différentes 

températures (Figure 9). Ceci nous indique que le processus de macropinocytose, qui est 

important pour l’entrée d’EBOV, n’est pas affecté à 39 °C lors de la fièvre dans les cellules 

en général.  

Pour les Huh7.5 et les macrophages, nous avons obtenu un résultat généralement 

similaire à ceux des HT1080 (Figures 10 et 11). Nous avons observé qu’il y avait un plus fort 

signal pour le dextran de 10 kDa comparativement à celui de 70 kDa. Au niveau de la 

température nous avons observé qu’il y avait une légère augmentation du signal pour le 

dextran 10 kDa à 39 °C comparativement à 37°C. Contrairement au dextran de 70 kDa où il 

n’y avait pas de différence significative pour les deux températures. Ceci nous indique que la 

macropinocytose n’est pas affectée à 39 °C lors de la fièvre dans les macrophages et les 

huh7.5, cependant la micropinocytose est potentiellement augmentée à 39°C dans ces 

cellules. 
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Figure 9. Vérification de l'effet de la température fièvre sur l’activité de la 
macropinocytose à l’aide du dextran dans les cellules Ht1080 à 37°C et à 39°C. Les 
cellules Ht1080 ont été ensemencées dans deux plaques à 48 puits, l'une incubée à 37°C 
pendant la nuit et l'autre pré-incubée à 39°C pendant une heure. Un total de 0,5 mg de dextran 
de 10 kDa et 70 kDa, préparé dans du PBS et dilué dans du milieu DMEM sans sérum, a été 
appliqué aux cellules. Le temps d’incubation a duré 3 heures. Les résultats ont été mesurés 
par fluorescence à l’aide de la cytométrie de flux, utilisant le fluorophore PE-CE594 pour 
mesurer le dextran 10 kDa et le fluorophore FITC pour mesurer le dextran 70 kDa. Les 
données sont représentatives de trois expériences indépendantes. L'axe des ordonnées 
représente la moyenne géométrique de l'intensité de fluorescence FITC et PE, avec n = 9 par 
échantillon. Une ANOVA à deux facteurs a été réalisée, suivie du test de comparaisons 
multiples de Bonferroni. La signification statistique a été déterminée comme suit : ns = non 
significatif. 
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Figure 10. Vérification de l'effet de la température fièvre sur l’activité de la 
macropinocytose à l’aide du dextran dans les cellules Huh7.5 à 37°C et à 39°C. Les 
cellules Huh7.5 ont été ensemencées dans deux plaques à 48 puits, l'une incubée à 37°C 
pendant la nuit et l'autre pré-incubée à 39°C pendant une heure. Un total de 0,5 mg de dextran 
de 10 kDa et 70 kDa a été préparé avec du PBS et dilué dans du milieu DMEM sans sérum 
avant d’être appliqué aux cellules. Le temps d’incubation a duré 3 heures. Les résultats ont 
été mesurés par fluorescence à l’aide de la cytométrie de flux, utilisant le fluorophore PE-
CE594 pour mesurer le dextran 10 kDa et le fluorophore FITC pour le dextran 70 kDa. Les 
données sont représentatives de trois expériences indépendantes. L'axe des ordonnées 
représente la moyenne géométrique de l'intensité de fluorescence FITC et PE, avec n = 9 par 
échantillon. Une ANOVA à deux facteurs a été réalisée, suivie du test de comparaisons 
multiples de Bonferroni. La signification statistique a été déterminée comme suit : ns = non 
significatif, **p < 0,01. 
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Figure 11. Vérification de l'effet de la température fièvre sur l’activité de la 
macropinocytose à l’aide du dextran dans les cellules THP-1 à 37°C et à 39°C. Les 
cellules THP-1 ont été différenciées en macrophages par exposition au PMA, puis 
ensemencées dans deux plaques à 48 puits, l'une incubée à 37°C pendant la nuit et l'autre pré-
incubée à 39°C pendant une heure. Un total de 0,5 mg de dextran de 10 kDa et 70 kDa a été 
préparé avec du PBS et dilué dans du milieu DMEM sans sérum, puis appliqué aux cellules. 
Le temps d’incubation a duré 3 heures. Les résultats ont été mesurés par fluorescence à l’aide 
de la cytométrie de flux, utilisant le fluorophore FITC pour mesurer le dextran 10 kDa et le 
dextran 70 kDa. Les données sont représentatives de quatre expériences indépendantes. L'axe 
des ordonnées représente la moyenne géométrique de l'intensité de fluorescence FITC et PE, 
avec n = 9 par échantillon. Une ANOVA à deux facteurs a été réalisée, suivie du test de 
comparaisons multiples de Bonferroni. La signification statistique a été déterminée comme 
suit : ns = non significatif, *p < 0,05. 
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4.3 Effet de la température fièvre par infection des cellules HT1080, Huh 7.5 et dans les 
macrophages (THP-1 différenciés) à 37°C et à 39°C 

Nos résultats précédents démontrent qu’EBOV est stable à des températures élevées 

et que la macropinocytose, un processus crucial lors de l’entrée d’EBOV, n’est pas affectée 

lorsque les cellules sont incubées à la température de la fièvre, suggérant que l’entrée et 

l’infectivité d’EBOV devraient être maintenues à cette même température. Afin de 

directement déterminer l’effet de la température fièvre sur l’entrée par le virus EBOV et 

MARV dans les cellules, les cellules HT1080, Huh7.5 et Thp-1 différenciées en macrophages 

ont été infectées dans deux conditions différentes : la première à 37°C qui est la température 

normale du corps humain et la deuxième à 39°C qui est une température du corps humain en 

condition de fièvre.  La fièvre étant une réaction normale à une infection qui augmente la 

température lorsqu’un agent pathogène pénètre dans l’organisme, la simulation de celle-ci 

permet de voir l’impact de la température sur l’infection des cellules. Pour l’infection, les 

cellules ont été ensemencées dans deux différentes plaques 48 puits, l’une a été préchauffée à 

39°C pendant une heure et l’autre à 37°C. Celles-ci ont été infectées par les VLPs de EBOV, 

MARV et VSV-g qui est notre contrôle. Particulièrement pour les Thp-1, les cellules ont été 

différenciées en macrophages trois jours avant l’expérience par exposition au phorbol-12-

myristate-13-acétate (PMA).  

Après analyse du taux d’infection du virus par cytométrie de flux dans les deux 

conditions de température, nous avons observé dans les ht1080, une tendance vers une 

augmentation du taux d’infection d’EBOV et MARV à 39°C comparativement à 37°C 

(Figure 12). Nous avons également observé une diminution significative du taux d'infection 

de notre contrôle VSV-g à 39°C.  Dans les cellules Huh7.5, nous avons observé une petite 

tendance vers une augmentation du taux d’infection pour EBOV à 39°C, une diminution 

significative du taux d’infection de MARV à 39°C ainsi que pour notre contrôle VSV (Figure 
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13). Ceci nous indique que l’augmentation de température au niveau cellulaire n’affecte pas 

significativement l’habilité du virus à entrer dans les cellules. Car les résultats sont similaires 

à lorsque l’augmentation de la température est appliquée directement sur le virus. 

Dans les macrophages, nous avons observé une tendance vers une augmentation pour 

EBOV à 39°C et pas de différence notable pour MARV (Figure 14). Cependant, nous avons 

observé une tendance vers une augmentation pour VSV à 39°C comparativement aux cellules 

Ht1080 et Huh7.5. Ceci pourrait être expliqué par le fait que l’entrée dans les macrophages 

est particulièrement rapide, ce qui nous fait penser que l’effet de la température directe sur le 

virus est possiblement limité car l’infection se fait très rapidement et le temps que la 

température puisse agir sur le virus est assez court comparativement aux autres lignées 

cellulaires où la température a le temps d’agir sur le virus avant l’internalisation de celui-ci. 
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Figure 12. Visualisation de l’effet de la température fièvre sur l’infection des virus 
EBOV et MARV dans les cellules Ht1080. Les particules pseudo-virales (VLP) d'EBOV, 
MARV, et VSV ont été utilisées pour infecter des cellules HT1080, cultivées dans deux 
plaques de 48 puits pré-incubées à 37°C et 40°C respectivement. Après 3 heures d'infection, 
les cellules ont été lavées puis colorées avec une solution de CCF2 pendant 1 heure. L'analyse 
des échantillons a été réalisée par cytométrie en flux à l'aide de la machine BD Fortessa. Le 
contrôle négatif comprenait des cellules non infectées, mais colorées au CCF2. L'expérience a 
été reproduite quatre fois, avec trois réplicats par virus. Les données expérimentales ont été 
analysées à l'aide du logiciel GraphPad Prism version 10.2, et un test t de Welch a été 
utilisé en raison de la variance inégale entre les groupes. Les barres d'erreur représentent 
l'erreur standard de la moyenne (SEM) calculée à partir de trois répétitions expérimentales. 
La signification statistique a été déterminée comme suit : ns = non significatif, **p < 0,01. 
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Figure 13. Visualisation de l’effet de la température fièvre sur l’infection des virus 
EBOV et MARV dans les cellules Huh 7.5. Les particules pseudo-virales (VLP) d’EBOV, 
MARV, ou VSV ont permis d’infecter les cellules Huh 7.5, qui ont été ensemencées dans 
deux plaques à 48 puits pré-incubées à 37°C et 40°C respectivement. Après 3 heures 
d'infection, les cellules ont été lavées et colorées avec une solution contenant du CCF2 
pendant 1 heure. Les échantillons ont ensuite été analysés par cytométrie de flux. Le contrôle 
négatif a inclus des cellules non infectées mais colorées par le CCF2. La machine de 
cytométrie de flux utilisé était la BD Fortessa. L'expérience a été reproduite quatre fois avec 
trois répliques pour chaque virus. L'axe des ordonnées représente l'infection relative par 
rapport à 37°C pour chaque virus. Les données expérimentales ont été analysées à l'aide du 
logiciel GraphPad Prism version 10.2, et un test t de Welch a été utilisé en raison de la 
variance inégale entre les groupes. Les barres d'erreur représentent l'erreur standard de la 
moyenne (SEM) calculée à partir de trois répétitions expérimentales. La signification 
statistique a été déterminée comme suit : ns = non significatif. 
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Figure 14. Visualisation de l’effet de la température fièvre sur l’infection des virus 
EBOV et MARV dans les cellules THP-1. Les cellules THP-1 ont été différenciées en 
macrophages par exposition au PMA, puis ensemencées dans deux plaques de 48 puits, l'une 
incubée à 37°C overnight et l'autre pré-incubée à 39°C pendant 1 heure. Les particules 
pseudo-virales (VLP) d'EBOV, MARV, et VSV ont été utilisées pour infecter les cellules. 
Après 3 heures d'infection, les cellules ont été lavées puis colorées avec une solution de 
CCF2 pendant 1 heure. Les échantillons ont été analysés par cytométrie de flux à l'aide de la 
machine BD Fortessa. Le contrôle négatif contenait des cellules non infectées, mais colorées 
au CCF2. L'expérience a été reproduite quatre fois, avec trois réplicats par virus. L'axe des 
ordonnées représente l'infection relative par rapport à 37°C pour chaque virus. Les données 
expérimentales ont été analysées à l'aide du logiciel GraphPad Prism version 10.2, et un 
test t de Welch a été appliqué en raison de la variance inégale entre les groupes. Les barres 
d'erreur représentent l'erreur standard de la moyenne (SEM) calculée à partir de trois 
répétitions expérimentales. La signification statistique a été déterminée comme suit : ns = non 
significatif.  
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5. Discussion  

Dans cette étude, le but était de déterminer l’effet direct de la température sur les 

virus, mais aussi lors de l’infection au moment de l’entrée du virus dans les cellules hôtes. La 

température ayant un impact sur plusieurs aspects des virus à ARN, nous avons voulu tester 

les impacts que peut avoir la température sur le virus Ébola, Marburg et les autres filovirus. 

De façon générale, nous avons trouvé que le virus Ébola était très stable et demeure 

performant à température élevée. Le virus Marburg est également stable à température élevée, 

mais un peu moins que le virus Ébola. Les autres filovirus aussi sont stables généralement 

bien qu'il y ait quelques exceptions comme pour le virus Tai Forest qui lui ne maintient pas 

une stabilité constante au gradient de température comparativement aux autres filovirus. Nous 

avons également observé que les cellules sont capables d’internaliser les particules à haute 

température et même que dans certains cas il y a un plus grand taux d’internalisation 

dépendamment de la taille de la particule que la cellule absorbe. De plus, nous avons observé 

que la température de la fièvre, qui de façon générale a été reportée de limiter plusieurs 

aspects de la réplication des virus à ARN, ne présente pas d’effet négatif sur l’entrée par le 

virus Ébola particulièrement, mais elle diminue le taux d’infection du virus Marburg à 

température de la fièvre dans les cellules huh7.5. Nous avons aussi remarqué qu’avec les 

macrophages différenciés, l’effet de la température n’interfère pas avec l’infection, et ce pour 

tous les virus y compris le contrôle VSV.  

1. Le virus Ébola et les autres filovirus sont stables à température élevée 

Dans le cadre de cette étude, nous avons produit des particules pseudo-virales (VLP) 

de chacun des virus en incorporant la glycoprotéine de chaque virus respectivement. Pour 

cette expérience nous avons soumis la glycoprotéine des virus EBOV, MARV et VSV à un 

gradient de température croissant. Nous avons observé que notre contrôle négatif VSV était 
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instable face à l’augmentation de température. Une baisse considérable du pouvoir infectieux 

a été observée lorsque le virus était exposé à des températures allant de 40°C ou plus, et à 

partir de 50°C le virus était presque inactivé (Figure 7). Ceci suggère que le virus VSV 

présente une sensibilité thermique et qu’il est possible de le désactiver rapidement au moyen 

de la température. D’autres études ont démontré que l’exposition du virus à des températures 

élevées réduit sa durée de survie et qu’il était rapidement inactivé par chauffage101,106. Ceci 

est probablement dû au fait que la structure du virus est sensible à la chaleur, les protéines 

virales ou les composantes de l’enveloppe virale peuvent être endommagées ou dénaturées à 

température élevée101. Cette dénaturation peut endommager la capacité du virus à infecter les 

cellules hôtes.  

Cependant, pour EBOV nous avons observé qu’il demeure très stable à température 

élevée allant jusqu’à 50°C et même qu’il peut être très performant à haute température 

(Figure 7 et 8). MARV lui en revanche est moins stable que EBOV, car on observe une 

diminution lorsque la glycoprotéine est prétraitée à 50°C (Figure 7). Ceci pourrait être dû à 

plusieurs facteurs intrinsèques liés à la glycoprotéine virale tels que :  

a. La glycosylation 

La glycoprotéine d’Ébola est fortement glycosylée et cette glycosylation est 

importante pour la fixation du virus aux cellules hôtes, pour la stabilité des GP, pour l’activité 

de fusion ainsi que pour la protection contre la neutralisation par les anticorps sériques. Les 

sites de glycosylation de la GP peuvent avoir un impact important sur sa structure 

tridimensionnelle, son interaction avec les récepteurs cellulaires ainsi que sur son 

immunogénicité102. La glycoprotéine d’EBOV possède jusqu’à 17 sites de glycosylations 

dont 15 se trouvent dans la sous-unité GP1 particulièrement dans la coiffe de glycanes et dans 

le domaine mucine102. Cette glycosylation est fortement hétérogène, elle possède plusieurs 
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types de glucides102. Des études ont démontré que la glycosylation de la GP d’EBOV 

stabilise la conformation de la GP et protège la protéine contre toute forme de dénaturation 

ou de dégradation enzymatique102. Ceci peut expliquer la grande thermostabilité du virus 

Ébola face à la dénaturation conformationnel que peut apporter la chaleur sur la 

glycoprotéine du virus. En revanche VSV est beaucoup moins glycosylé que EBOV, elle 

possède 6 sites de glycosylation confirmés comparativement à EBOV qui en a 17106. Ceci 

peut expliquer la différence de thermostabilité entre les deux virus.    

b. Les ponts disulfures 

Un autre élément que nous pouvons citer sont les ponts disulfures. La GP des filovirus 

possède deux sous-unités qui sont la GP1 et la GP2, ces dernières restent attachées ensemble 

par des ponts disulfures qui jouent un rôle important dans la structure et la fonction de la 

protéine28. Elles stabilisent la structure tridimensionnelle de la GP en formant des liens 

covalents entre les résidus cystéine des sous-unités de la protéine28. Étant des liens covalents 

très stables, les ponts disulfures peuvent être un élément qui renforce la stabilité des 

glycoprotéines face à la chaleur31,108. En stabilisant la structure de la protéine, ces ponts 

disulfures peuvent protéger la GP des facteurs intrinsèques ou extrinsèques de 

l’environnement tels que les attaques enzymatiques ou la chaleur107,108. Les ponts disulfures 

sont donc un bon élément à prendre en considération.  

Nous avons également observé une grande stabilité chez les autres filovirus de la 

classe des Ebolavirus face à la chaleur. Il s’agit des virus RESTV et BDBV, ces derniers ont 

présenté une stabilité thermique similaire à celle d’EBOV. Aussi, le virus Lloviu (LLOV) qui 

fait partie de la classe des cuevavirus présente une forte stabilité thermique similaire à celle 

d’EBOV. Ceci est probablement dû à la présence des deux motifs de glycane de C-

mannosylation, ceux-ci jouent un rôle dans le repliement, et la stabilité des GP102. Ces motifs 
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de C-mannosylation des GP sont conservés dans toutes les espèces de la classe des 

Ébolavirus, chez le virus LLOV mais pas chez le virus MARV102. Ceci pourrait expliquer 

pourquoi MARV est moins stable que les Ébolavirus ainsi que LLOV. Cependant, il y a une 

exception pour le virus TAFV faisant partie de la classe, celui-ci présente une moins grande 

stabilité que les autres Ébolavirus. Ceci est peut-être dû au fait que TAFV présente une 

différence génétique et phénotypique comparativement aux autres souches d’Ébolavirus et sa 

pathogénicité très faible chez les humains. Plus d’investigations ont besoin d’être faites pour 

comprendre les différences dans la thermostabilité des filovirus.  

2. Fièvre et internalisation 
L’internalisation des filovirus dans les cellules hôtes se fait par macropinocytose, 

nous avons donc voulu vérifier l’effet de la température sur l’activité de celle-ci en condition 

de fièvre. Pour ce faire nous avons utilisé le Dextran qui est un polysaccharide de grande 

taille et nous avons quantifié son internalisation dans différents types cellulaires en condition 

de température normale du corps humain soit 37°C et en condition de fièvre soit 39°C. Nous 

avons observé qu’il n’y avait pas de différence dans l’internalisation du dextran de petite 

taille et de grande taille en condition de fièvre dans les cellules ht1080 qui sont des cellules 

représentatives de tissus conjonctifs (Figure 9). Ceci indique que de façon générale, les 

cellules n’ont pas de problème à internaliser des particules à 39°C.  

Cependant, nous avons observé que pour les petites particules, il y avait une légère 

augmentation de l’internalisation des petites particules à 39°C dans les cellules Huh7.5 qui 

sont des cellules dérivées des hépatocytes humaines ainsi que dans les cellules thp-1 

différenciées en macrophage (Figures 10 et 11). Ceci pourrait être expliqué par le fait qu’il y 

a une augmentation de l’activité et de la fluidité membranaire ainsi qu’une réorganisation du 

cytosquelette d’actine dans les macrophages en condition de fièvre100,109,113.  
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a. Réorganisation du cytosquelette d’actine 

En condition de fièvre, l’augmentation de température entraîne des changements 

conformationnels des protéines du cytosquelette d’actine favorisant une réorganisation du 

cytosquelette d’actine109,111,114. Cette réorganisation du cytosquelette d'actine joue un rôle 

important dans la phagocytose, le processus par lequel les macrophages absorbent et 

détruisent les agents pathogènes109,110,111,114. Elle influence également la motilité des 

macrophages112,100. Ce phénomène peut expliquer le fait qu’il y a une légère augmentation 

des particules de Dextran à température de la fièvre.  

b. Modulation de la fluidité membranaire 

En plus de la réorganisation du cytosquelette, l’augmentation de température en 

condition de fièvre peut influencer la fluidité membranaire des macrophages116,117. Les lipides 

membranaires à température élevée ont tendance à être plus mobiles ce qui augmente la 

fluidité de la membrane cellulaire116. Cette augmentation de la fluidité membranaire favorise 

l’endocytose, un processus par lequel les macrophages captent les particules étrangères118. Ce 

phénomène peut aussi justifier l’augmentation de l’internalisation des particules de dextran 

en condition de fièvre100.  

3. Effet de l’environnement de fièvre sur les virus Ébola et Marburg  

 Après avoir testé l’effet de la température sur le virus directement, nous avons voulu 

tester l’effet qu’aurait un environnement de fièvre sur l'internalisation du virus. Pour ce faire, 

nous avons préchauffé et infecté les cellules à 39°C représentant la température de la fièvre 

chez l’humain. Premièrement, nous avons observé qu’il n’y avait pas d’effet négatif pour 

EBOV dans tous les types cellulaires (Figures 12,13 et 14). La température de la fièvre n'a 

donc aucun effet significatif sur son internalisation dans les cellules. Ceci pourrait être dû à la 
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thermostabilité intrinsèque du virus qui résiste fortement aux températures élevées (Figure 6). 

Cela peut être également lié au fait que les Filovirus ont longtemps co-évolué avec les 

chauves-souris qui ont la particularité de fluctuer énormément de température aux extrêmes8. 

Au moment du vol, la température corporelle des chauves-souris s’élève à plus de 40°C alors 

que, dans leur torpeur quotidienne, leur température corporelle est nettement plus basse allant 

jusqu’à 10°C91,92. Ce phénomène est un élément qui a permis au virus de développer une 

adaptation face à la température. 

Pour MARV, nous n’avons observé aucun effet négatif sur l'internalisation du virus 

en condition de fièvre à 39°C dans les cellules Ht1080 ainsi que dans les macrophages, mais 

nous avons observé une faible diminution de l’internalisation du virus dans les cellules 

Huh7.5. Ceci pourrait être expliqué par sa moins grande stabilité thermique en comparaison à 

EBOV dû au manque de certains motifs de glycanes dans la structure tridimensionnelle de sa 

GP102.   

Pour VSV, nous avons observé qu’il y avait une diminution de l’infectivité à 39°C 

dans tous les types cellulaires à l’exception des Thp-1 différenciées en macrophages. Les 

macrophages sont généralement connus pour être très actifs à température élevée et 

l’internalisation virale dans celle-ci est possiblement particulièrement rapide100,112,120. Des 

études ont démontré que des températures élevées peuvent améliorer l’efficacité de 

l’endocytose en favorisant l’expression et l’activation des récepteurs cellulaires nécessaires à 

l’attachement et à l’entrée virale dans les macrophages112. Ils ont constaté que l’incubation 

des cellules à des températures élevées allant de 37 à 40°C, permettait l’augmentation de 

l’internalisation des particules comparativement à lorsqu’elle était incubée à des températures 

plus basses allant de 4 à 20°C1. Ceci peut expliquer le fait que les particules virales sont 

rapidement internalisées dans les cellules hôte ne laissant pas le temps à la température 
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d’avoir effet sur le virus. Ceci explique également la grande quantité de dextran internalisée 

dans les cellules des macrophages comparativement aux autres types cellulaires. 

Bien que nous ayons mentionné tous ces éléments, les mécanismes qui bloquent ou 

diminuent l'internalisation des particules virales à température de la fièvre lors de l’entrée 

virale restent très flous et peu étudiés. Plus d’investigations ont besoin d’être réalisées afin de 

bien comprendre les mécanismes d’entrée virale ainsi que l’effet qu’à la température sur 

celle-ci. 
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7. Directions futures 

Comme direction future, il serait intéressant de vérifier la réplication des filovirus lors 

de l’infection des cellules après avoir exposé le virus à différente température ainsi qu’en 

condition de fièvre. Étant un virus de niveau BSL-4 nous ne pouvons pas utiliser le véritable 

virus dans nos laboratoires, mais il existe un système de “ Mini-genome assay ” qui peut nous 

permettre d’étudier la réplication du virus.  

Il serait également intéressant d’étudier en profondeur la glycosylation de la GP des 

différents filovirus pour comprendre davantage la thermostabilité de ces dernières. Nous 

pouvons aussi étudier l’effet de la température fièvre sur l’infection dans des lignées 

cellulaires d’autres espèces tels que les chauves-souris pour étudier ce qui se passe lors de 

l’infection des filovirus chez leur hôte naturel.   
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   8. Conclusion 

Pour conclure, nous soulignons le fait que le Virus Ébola est particulièrement stable et 

performant à de hautes températures comparativement au virus MARV qui l’est beaucoup 

moins. Nous soulignons également le fait que la température n’a pas d’impact particulier sur 

la macropinocytose, ce qui nous indique que l’internalisation des Filovirus n’est pas affectée 

au moment de l’infection à la température de la fièvre. Et pour finir, l’impact de la 

température sur les cellules n’a pas d’effet particulier sur la performance du virus en tant que 

tel, mais c’est plutôt l’effet de la température directement sur le virus qui a un impact. 

L’impact de ce projet est de pouvoir caractériser et comprendre davantage la 

pathogénicité des filovirus. L’information sur l’effet de la température tel que celle de la 

fièvre peut avoir un impact clinique sur le traitement des patients atteints du virus. 

L’information sur la stabilité du virus peut nous aider à comprendre davantage la stabilité du 

virus ainsi que savoir comment le déstabiliser et l’inactiver. L’étude faite sur les différents 

filovirus permettra de relever les différences entre eux afin de mieux savoir comment les 

traiter. Il s’avère que les vaccins contre le virus Ébola Zaïre ne sont pas fonctionnels sur le 

virus Ébola Soudan ainsi que les autres filovirus, d’où l’importance d’étudier les différents 

filovirus existants.  
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Information supplémentaire

 

Figure supplémentaire 1. Stratégie de sélection de sous-population pour l’analyse des 
cellules infectées par Cytométrie de Flux Utilisant le BD Fortessa. L'analyse de 
cytométrie de flux a été réalisée sur un échantillon coloré à l'aide du BD Fortessa, avec des 
données analysées à l'aide du logiciel FlowJo. La stratégie de sélection a impliqué les étapes 
suivantes : 1. Identification de la Population Initiale : Le graphique de gauche présente un 
nuage de points montrant la diffusion latérale (SSC-A) par rapport à la diffusion avant (FSC-
A), où les lymphocytes sont identifiés et sélectionnés en fonction de leur taille et de leur 
granularité. La population de lymphocytes sélectionnée représente 84,8 % des événements 
totaux (n = 2 667). 2. Sélection des Cellules Isolées : Le graphique du milieu affine 
davantage la population en sélectionnant les cellules isolées, les distinguant ainsi des doublets 
et des agrégats. Cette sélection identifie 96,5 % de la population comme étant des cellules 
isolées (n = 2 262). 3. Analyse du Sous-ensemble Final : Le graphique de droite illustre 
l'analyse de fluorescence de BV421-A par rapport à BV510-A, en se concentrant sur les 
cellules isolées précédemment identifiées. Le sous-ensemble sélectionné, étiqueté "sous-
ensemble BV421-A, BV510-A", montre 0 événement, confirmant la spécificité des 
marqueurs de fluorescence utilisés. Cette stratégie de sélection permet une discrimination 
efficace entre les populations de lymphocytes et garantit l'intégrité de l'analyse des cellules 
isolées pour les applications ultérieures. 
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