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INTRODUCTION 
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Après un rappel sur les principaux aspects de la biologie et de la pathogénie de l'infection 
par le virus Epstein Barr (EBV), nous étudions ensuite les caractéristiques de cette infection 
chez les patients contaminés par le virus de l'immunodéficience humaine de type (HIVl) 
afin de répondre à deux questions : 

Existe-t-il des aspects particuliers de l'infection à EBV au décours de !'immunodépres-
sion induite par le HIVl? 

L 'EBV peut-il jouer un rôle de cofacteur aggravant l'histoire naturelle de l'infection 
par le HIVl? 

Les tentatives de réponses à ces questions sont examinées au travers d'une étude expérimen-
tale personnelle effectuée, dans le service de Maladies Infectieuses du Pr MI COUD et le 
Laboratoire de Virologie du Pr J.M. SEIGNEURIN (CHU GRENOBLE), à propos de 11 
patients infectés par le HIVl. Cette étude a été effectuée de janvier à septembre 1987. 

Î S, 
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II 

PRINCIPAUX ASPECTS BIOLOGIQUES ET 
PATHOGENIQUES DE L'INFECTION PAR 
LE VIRUS D'EPSTEIN-BARR (EBV) 
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1. 

4 

1 - Classification 

/.... Le virus d'Epstein-Barr EBV (24) ou Herpè~irus humain de type 4 (HHV4) appartient à -la famille des Herpesviridae. On le classe dans la sous famille des Gamma herpesvirinae, 
genre lymphocryptovirus du fait de trois grands types de caractéristiques (45): 

- la réplication in vitro de l'EBV est très largement restreinte aux lymphocytes B 
de primates (bien que d'autres tissus d'origin~ épithéliale ou fibroblastique puis 
sent être infectés in vitro). 

- l'infection in vitro ou in vivo des lymphocytes B aboutit le plus souvent à une in 
fection latente sans production virale, 

- l'infection latente in vivo ou in vitro des lymphocytes B humains entraine.une 
immortalisation de ces cellules. In vitro cette propriété permet l'établissement de 
lignées continues dites lymphoblastoïdes. In .vivo, l'EBV est-associé à des lympho-
proliférations B bénignes ou malignes chez l'animal et chez l'homme. 

Deux types d'EBV sont identifiés dans la population humaine. Initialement appelés type A 
' ' 

e~ B, on les désigne actuellement comme EBV de type 1 et 2. 

Ces deux types de virus se caractérisent par des différences génomiques essentiellement au 
'' ' 

niveau de certains gènes de latence (EBNA 2, EBNA 3) (cf §3b). La répartition exacte de 
ces deux types de virus dans la population mondiale et leurs significations biologiques ne 
sont pas parfaitement connues (88). · 

2 - Morphologie et organisation génomique 

Comme tous les Herpesviridae, l'EBV est constitué de l'extérieur vers l'intérieur d'une en-
veloppe lipidique où s'insèrent des protéines et des glycoprotéines, d'un tégument constitué 
de matériel fibreux protéique, d'une nucléocapside icosaédrique comprenant 162 capso-
mères, d'un noyau ou core composé d'une molécule d' ADN enroulée autour d'un.e struc-
ture protéique. 
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Le génome de l'EBV (6) est composé d'un ADN double brin d'un peu plus de 172 000 paires 
de bases. Linéaire dans la particule virale, la molécule d'ADN est cependant circularisée sous 
forme épisomale êians le noyau de la cellule infectée (10 à_ 100 copies par cellule). Dans quel-
ques lignées cellulaires, le génome peut être complètement intégré à l'ADN cellulaire (72), ou 
simultanément sous forme intégrée et épisomale. Ce génome comprend cinq domaines de sé-
quence unique (Ul à U5) séparés par des séquences répétitives internes (IRl à IR4) et, aux ex-
trémités, deux séquences répétées terminales (TR) permettent la circularisation du génome 
(fig. 1). 

a) 

TA U1 
C 

U2 
li ,I,~\ '~,....2 ___ U_3 __ -i1~.1:-3---U_4 ___ 1 ~R 

b) 

Episome 
U3 

IA3 

Fig. 1. - Organisation génomique de l'EBV (d'après Kleff). a : linéaire 
dans le virion. b : circulaire dans l_e ceUule infectée. 
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3 - Propriétés in vitro 

Il existe deux types d'infections des lymphocytes B in vitro. Le cycle non permissif est le plus 
s:...-"---· -- --

fréquent ; il est caractérisé par l'absence de production de nouveau virus mais par l'expression 
de certains, gèn~s, .,dits gènes de latence, capables d' immortaliser les cellules infectées. Le 

'', ., l),,\.A__' _J "' 
cycle p~!ffii~si:f, à l'intérieur des lymphocytes B est rare ; il aboutit à la production de nouveau 

.&/'•1'•-" _,';.H --·~ 

virus et à la lyse des cellules infectées. 

a - Le récepteur viral 

Quels que soient les types d'infections, la première étape est constituée par l'adsorption de la 
glycoprotéine virale gp350/220 sur le récepteur cellulaire (CR2 ou CD21) du fragment C3d du 
complément puis par la fusion entre la gp85 virale et la membrane cytoplasmique du lympho-
cyte B. Cè récepteur est également présent à: la surface de certaines cellules épithél~ales où l'in-
fection par l' EBV est démontrée (91) et représente sans doute la première étape de l'infection. 
in vivo (cf §4b). L'EBV semble pouvoir infecter in vitro et in vivo des lymphocytes_ T mais le 
mode d'entrée du virus est inconnu (36,42). 

b - Le cycle non permissif et l'immortalisation des lymphocytes B humains in vitro 

Cette infection aboutit donc à l'immortalisation de la population cellulaire et à l'obtention 
d'une lignée continue dite lymphoblastoïde (29). Les cellules immortalisées conservent en cul-
ture la plupart des caractères génotypiques et phénotypiques initiaux. Toutès contiennent ce-
pendant le génome EBV complet sous forme d'épisomes mais seuls une dizaine-de gènes vi-
raux, dits gènes de latence, sont exprimés, codant pour 8 ·protéines antigéniques et 2 petits 
ARN non messagers (Tableau 1). 

Les mécanismes de cette immortalisation ne sont pas entièrement connus. Le processus peut 

cependant être divisé en deux phases : une phase initiale d'activation des cellules B induite par 
l'adsorption du virus EBV à la surface de la cellule (indépendant de. l'expression des gènes de 

latence), la seconde phase est une prolifération des lymphocytes B qui nécessite l'expression 
des gènes de latence. Chacun des 10 gènes exprimés dans la cellule immortalisée joue proba-
blement un rôle _dans l'induction et le maintien du phénotype immortalisé. Mais c'est l'EBNA2 
qui parait avoir le rôle majeur. Son expression permet la transcription des gènes de latence 
EBNAl, EBNA3 et EBER (82) et augmente la production d'une protéine de surface CD23. 
Cette protéine sert de récepteur pour un facteur de croissanc~ cellulaire des lymphocytes B. 
Sous forme clonée, CD23 agit elle-même dans le milieu de culture comme facteur de crois-
sance réalisant un mécanisme de croissance autocrine (78). 
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La protéine LMP semble également importante dans l'immortalisation cellulaire. Elle pourrait, 
· en s'associant aux protéine,iju cytosquelette cellulaire (en particulier la vimantine), induire 
des modifications du lymphocyte B favorisant les phénomènes de proliférations cellulaires 
(activation du lymphocyte B, augmentation des protéines d'adhésion cellulaire LFA l, LFA3, 
ICA.Ml, augmentation du calcium intracellulaire). 

L'absence du cycle productif complet serait due à l'absence, génétiquement contrôlée, de syn-
thèse des transactivateurs viraux qui activent les gènes impliqués dans l'établissement du cycle 
lytique (cf§ 3c). 

Tableau I 

Les gènes de latence de l'EBV 

Antigènes Rôlès 

EBNAl maintient du génome sous forme épisomique 
EBNA2 nécessaire à l 'immortalisation 
EBNA3A (EBNA3) ? 
EBNA3B (EBNA4) ?· 

EBNA 3C (EBNA 6) nécessaire à l'immortalisation 
LP (EBNA 5) coopération avec oncogène cellulaire ? 

processing des RNA messager ? 
LMP(LMPl) nécessaire à l'immortalisation 
TP 1 ET 2 (LMP2A - 2B) ? 

EBNA : Epstein Barr Nuclear Antigen 
LP : Leader protein 
LMP : Latent Membrane Protein 
TP : Terminal Protein . 
Dans les cellules immortalisées ; il existe en plus deux gènes transcrits en petits ARN non po-
lyadénylés probablement impliqués dans "l'épissage" des ARN messagers. EBERl et EBER2. 
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c - Le cycle lytigue 

In vitro, l'infection des lymphocytes B est donc le plus souvent latente. L'activation de cette in-
fection latente permettant la production de nouveaux virus est.cependant possible (cycle lyti-
que ou replicatif). Ainsi, dans les lignées ly~hoïdes un tout petit nombre de cellules peuvent ---~ être spontanément activées et relarguer de nouveaux virus. On peut également induire ce cycle 
réplicatif en activant les lymphocytes par des substances chimiques (TPA, butyrate ... ) physi-
ques (radiation UV ... ) ou biologiques (anticorps anti IgM, surinfection par une souche d'EBV). 

Cette induction entraine l'expression séquentielle dans le temps de 3 types de gènes : précoces 
immédiats, précoces et tardifs. Schématiquement (figure 2) (62), certains gènes précoces im-
médiats ZEBRA (BZLFl) et R (BRLFl) codent pour des protéines transactivatrices Zebra et R 
qui vont induire l'expression des gènes précoces. Ces gènes précoces codent pour les protéines _ 
nécessaires à la synthèse de l'ADN viral. Après la synthèse de DNA, les gènes tardifs codent 
pour les protéines de structure du virus. On ne comprend pas exactement les mécanismes mo-
léculaires qui régulent négativement les gènes Zebra et R lors de l'infection latente, ni ceux qui 
déclenchent leur expression lors de l'infection lytique. 

L'assemblage de la nucléocapside se fait dans le noyau et, après bourgeonnement à travers la 
membrane nucléaire, le transport des virus a lieu dans les vésicules du reticulum endoplasmi-
que. Les virions sont ensuite excrétés dans le milieu extra cellulaire par lyse des cellules infec-
tées. Bien que difficile à obtenir in vitro, ce cycle replicatif est la règle lors de l'infection des 
cellules épithéliales (91). 
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FIGURE2 

Activation de l'EBV latent dans.les lymphocytes B (cycle replicatif) 

Activation spontanée 
ou induite 

___ _..., EBVLATENTDANS LYMPHOCYTES B 

1 
mécanisme ___ ......... ? ____ _.TRANSCRIPTION GENES PRECOCES 
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mécanismes ? ----=-----------.-.. 

facteurs cellulaires 

INDUCTION GE S PRECOCES 

SYNTHESE DN VIRAL 

EXPRESSION GENES TARDIFS 
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4 - Pathogénie de l'infection à EBV 

Comme pour tous les Herpesvirus, l'infection à EBV chez l'homme peut se diviser en 3 
phases: 

Primo infection symptomatique ou non après une contamination par voie orale le plus 
souvent avec établissement d'une infection productrice au niveau de l'oropharynx. 

s 
Etablissement d'une infection latente (au niveau des lymphocyte B) dans l'organisme de 

- -l'individu infecté chez qui le virus va persister toute la vie durant. 

Possibilité de réactivation virale avec production de nouveaux virus. Cette réactivation 
peut-être symptomatique ou asymptomatique. 

Nous allons rappeler les intéractions entre l'EBV et l'hôte infecté lors de ces différentes phases 
et les mécanismes pathogéniques qui en découlent. 

a) La transmission 

Il n'existe pas de modèle animal pour étudier cette transmission mais il est admis qu'elle se fait 
le plus souvent par l'intermédiaire de la salive. Les contaminations par transfusions, lors des 
transplantations d'organes, ou transplacentaires sont démontrées mais restent exceptionnelles. -
La transmission sexuelle existe probablement (virus présent dans l'épithélium cervical). La 
contamination salivaire explique le caractère ubiquitaire et précoce de l'infection par l'EBV 
dans le monde : 100% des enfants sont infectés avant l'âge de 2 ans en Afrique intertropicale. 
Cette primo-infection est souvent retardée dans les pays développés et se produit à l'adoles-
cence·ou chez l'adulte jeune. En général asymptomatique dans l'enfance, la primo-infection 
tardive donne dans 50% des cas une mononucléose infectieuse (61). 

b) Intéraction hôte virus lors de la primo infection · 

Après le contage, le virus se multiplie dans les cellules épithéliales de l'oropharynx et/ou les 
glandes salivaires, aboutissant à la production d'une quantité importante de virions dans la sa-
live (infection productive lytique). Les lymphocytes B circulants s'infectent durant leur pas-
sage dans le tissu lymphoïde pharyngé. A leur niveau, l'infection in vivo n'aboutit pas à la pro-
duction de virus complet car seules les protéines de latence sont exprimées (infection non pro-
ductive). L'activation des lymphocytes B infectés àboutit à leur prolifération et la synthèse 
d'immunoglobulines polyclonales. Chacun de ces deux types d'infections, productif dans les 
cellules épithéliales, et non productif dans les lymphocytes, entraîne une réponse immunitaire 
caractéristique de la primo-infection. 
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La réponse humorale est dirigée préférentiellement contre les antigènes du cycle lytique VCA, 
EA, LMA (tableau II p. 12). La réponse anti-LMA est surtout dirigée contre la protéine gp 
90/85 plutôt que la gp 350/220 (62). Or, ce sont les anticor-ps anti gp 350/220 qui semblent 
neutralisants et déterminent la cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC). 

Les anticorps anti-EBNAs apparaissent plus tardivement après la primo-infection (plusieurs 
semaines ou parfois plusieurs mois) probablement parce que les EBNAs sont exprimés uni-
quement dans les lymphocytes B non productifs et ne sont accessibles qu'après destruction cel-
lulaire par les T- cytotoxiques. A côté de cette immunité humorale spécifique et probablement 
du fait de l'activation polyclonale des lymphocytes B, un grand nombre d'anticorps (surtout 
des IgM) réagissent contre des antigènes non spécifiques ou des auto-antigènes. Les anticorps 
hétérophiles caractéristiques de la mononucléose infectieuse appartiennent à ces anticorps non 
spécifiques. 

La réponse humorale spécifique dirigée contre les antigènes viraux pèrmet la détection des an-
ticorps utiles au diagnostic d'une infection récente ou ancienne à EBV (90) (tableau II p12). 

La réponse cellulaire est également très large et très intense et il est admis que l'individu nor-
mal contrôle la prolifération: des lymphocytes B essentiellement par des mécanismes immuns 
cellulaires (77,79). 

Les lymphocytes NK détruisent les cellules infectées exprimant des antigènes viraux sans res-
triction HLA dépendante. Les lymphocytes T cytotoxiques (EBV spécifique et HLA 1 res-
treints) détruisent les-lymphocytes B exprimant à leur surface l'antigène LMP. Les, cellules K 
interviennent dans les phénomènes d'ADCC. Les lymphocytes T suppresseur HLA 1 restreints 
inhiberaient l'expansion polyclonale des lymphocytes B (100). 

L'interféron alpha sécrété par les lymphocytes B et NK activés et l'interferon gamma secrété 
par les lymphocytes T semblent également inhiber la prolifération des lymphocytes B et la sé~ 
crétion des immunoglobulines. L'interféron pourrait également intervenir sur l'expression des 
antigènes EBNAs (38,56). 

La réponse cellulaire est à l'origine d'une partie des signes cliniques et biologiques de la mono-
nucléose infe.ctieuse (79) : syndrome mononucléosique sanguin (lymphocyte T activés) et in-
filtration des tissus ganglionnaires. Il est tentant de décrire la MNI comme un conflit immuno-
logique entre les lymphocytes B infectés proliférants et l'ensemble des réactions cellulaires vi-
sant à stopper cette prolifération. 

De même certains expliquent les mononucléoses prolongées (chroniques) comme le résultat 
d'une activation T suppressive très forte empéchant les lymphocytes T cytotoxiques de détruire 
les lymphocytes B infectés (98) . 
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Tableau II : La sérologie du virus Epstein Barr (90) 

a) Antigènes EBV utiles au diagnostic sérologique 

Présence dans 

Nom des antigènes Abréviations ·v·-Li<. wv rpJJnJp ;nfprtfp 

Vinon !Noyau Cytoplasme Membrane 

Ag de latence ( ou de Epstein Barr Nuclear Ag EBNA - + - -
transformation ou (1 à6) 
d'immortalisation) Latent Membrane Protein LMP - - - + 

Ag précoces Early Ag EA 
· Diffus D - + + -

Restreint R - - + -
Ag tardifs Viral capsid Ag VCA + + + (+) 

Late membrane Ag LMA + - + -

b) Technique de la sérologie EB en immunofluorescence 

Anticorps Sourced'Ag Fixateur utilisé Méthode employée IgG détectée 
recherchés (cellules) 

Anti-VCA P3HR1(ou B-95) Acétone IF indirecte IgG, IgA, IgM 
Anti-EA (D + R) Raji induite Acétone IF indirecte . IgG,IgA 
Anti-EA-D Méthanol 
Anti-EBNA Raji Acétone + Méthanol IF anti-complément (IgG) 
(1 +2 +3) 
Anti-EBNAl Rat-1 iransfectées Acétone + Méthanol IF anti-complément (IgG) 
Anti-EBNA2 Rat-1 transfectées Acétone + Méthanol IF anti-complément (IgG) 

IF= immunofluorescence 

c) Profils sérologiques EBV dont l'interprétation est indiscutable 

Profil 1 Profil 2 Profil 3 
Anti VCAigG <5 40 à 640 80 à 1280 
Anti VCAigM <10 <10 >10 
Anti VCAigA <5 <5 <5 à 10 
Anti-EAigG <5 <5 à20 < 5 à 160 
Anti-EAigA <5 <5 <5 
Anti-EBNA <5 20.à 320 < Sà 10 

Interprétation Séronégatif . Séropositif Infection primaire 
(sujet non normal àEBV 
infecté) (infection 

ancienne) 
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Il est intéressant à ce sujet de constater que les anticorps anti-EBNA2 apparaissent les pre-
miers lors d'une primo infection classique puis diminuent progressivement en même temps 
qu'augmentent les anticorps anti EBNAl; Lors d'infections chroniques la réponse EBNA 2 
semble p'ersister sans apparition des anticorps EBNAl (40). · 

On comprend également pourquoi les primo infections peuvent être aussi graves dans des si-
tuations d'immunodéficit héréditaires ou acquis. Le meilleur exemple de cette situation est le 
syndrome lymphoprolifératif lié à l'X (?u maladie de Duncan ou syndrome de Purtilo ). Cette 
maladie est due à une mutation sur le chromosome X qui entraine chez les sujets masculins 
une réponse immunitaire anormale uniquement vis à vis de l'EBV. 

70% des enfants mâles développent lors de la rencontre avec le virus une mononucléose fatale 
(infiltration et nécrose du foie, syndrome hématophagocytaire). Les survivants sont atteints 
après la primo infection de lymphomes malins non hodgkiniens de type B (cf §4d) et/ou d'hy-
pogammaglobulinémie. 200 cas mondiaux étaient recensés en 1988' (31) avec Une mortalité de 
85% avant 10 ans et de 100% à 40 ans. les hypothèses pathogéniques de ce syndrome sont pré-
sentées dans le tableau III. 

Mononucléose fatale 

Tableau Ill 

Syndrome lymphoprolifératif lié à X 

Hypothèses pathogéniques 

- Déficits des lymphocytes T cytotoxiques 
- Infiltration d'organes (foie, moelle) par 
lymphocytes suppress~urs et NK anormaux 
détruisant les cellules infectées et non infec-
tées. 

Hypogammaglobulinémie - Action excessive des lymphocytes T 
suppresseurs sur lymphocytes B 

- Syndrome hematocytophagique 

Lymphomes malins - Prolifération polyclonale EBV-dépendante 

puis émergence d'un clone malin. 
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D'autres primo infections fatales peuvent se produirent dans des déficits immunitaires hérédi-
taires ou acquis (lors de transplantations d'organes) (tableau IV). (41,67) 

Tableau IV 

Maladies héréditaires pouvant entrainer une lymphoprolifération associée à l'EBV (67,84) 

Ataxie telangiectasie 

Syndrome de Wiskott Aldrich 

Déficit immunitaire combiné sévère 

Syndrome de Chediak Higashi 

Déficit sélectif en IgM 

Parfois elles surviennent de manière sporadique chez des patients en dehors de toute immuno-
dépression héréditaire ou acquise identifiable (93). Là encore la mort est entràinée soit par un 
syndrome lymphoproliférati.f B-EBV dépendant soit par une hypogammaglobulinémie avec 
aplasie médullaire irréversible. 

c) Intéracti.on hôte virus lors de la persistance virale 

Chez l'individu sain, malgré une suiveillance immunitaire forte capable d'éliminer les lympho-
cytes exprimant les antigènes de latence, on détecte ces lymphocytes B pendant toute la vie d'un 
sujet infecté par l'EBV. 

Pour expliquer cette persistance, on pense (2,78,79) que les lymphocytes B infectés, effective-
ment reconnus et détruits, sont remplacés continuellement par de nouveaux lymphocytes infec-
tés au niveau d'un réseivoir endogène de virus. Il s'agit probablement des cellules épithéliales de 
l'oropharynx en fin de différenciation ou en cours de desquamation qui produisent, toute la vie 
durant, une faible mais très constante quanti.té de virus. Il semblerait que le virus de type 2 soit 
plus épithéliotrope que le virus de type 1 (88,92) mais les conséquences biologiques de ce tro-
pisme différent, de même que les mécanismes de contrôle de· cette infection productive, ne sont 
pas connus. 

Récemment une autre hypothèse avancée par Rickinson (78) pourrait être la non expression par 
certains lymphocytes B de certaines protéines de latence, en particulier LMP, évitant ainsi lare-
connaissance T cytotoxique. En faveur de cette latence à l'intérieur des lymphocytes B, l'éra-
dication de l'EBV de sujets subissant une allogreffe de moelle et son remplacement par un EBV 
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différent au cours d'une réinfection exogène a été démontrée (28). 
Au cours de cette infection latente au niveau des lympocytes B ; c'est encore les mécanismes 
cellulaires qui représentent les éléments les plus importants de la surveillance immunitaire. 
Les lymphocytes T cytoxiques EBV spécifiques et HLA restreints lysent les cellules au tout 
début de l'expression des gènes EBNA et LMP et évitent la lymphoprolifération B. 

De même , comme dans la primoinfection, les cellules K et NK peuvent détruire de manière 
non HLA restreinte les cellules exprimant des antigènes viraux à leur surf ace. Les T supres-

seurs et les interférons ex. et y interviennent également pour limiter la prolifération B-EBV dé-

pendante. Le rôle de l'immunité humorale est moins connu mais les taux d'anticorps vis à vis 
des antigènes VCA et EA d'une part et EBNA d'autre part, sont très stables chez un individu 
tout au long de sa vie (tableau II p 12). Ceci pourrait témoigner d'une stimulation antigénique 
constante par une infection productive continue et d'une érosion permanente·des lymphocytes 
B infectés. 

Quels que soient les mécanismes de la persistance virale ; il semble s'établir chez l'individu . 
sain un équilibre entre la multiplication virale et les réponses immunitaires de l'hôte. 

Cet équilibre peut être rompu chez l'individu sain (sans que l'on en connaisse le mécanisme) 
aboutissant à une réactivation virale .. Cette réactivation virale se caractérise biologiquement 
par une augmentation du nombre de virus excrétés dans la salive, un accroissement du nombre . 
de lymphocytes B infectés dans le sang et une élévation du taux d'anticorps associés à la répli-
cation virale (VCA, EA) (95). Cette réactivation est le plus souvent asymptomatique. 

En cas de déficit primaire ou acquis de l'immunité ; ces réactivations sont plus fréquentes et 
peuvent aboutir à des manifestations cliniques allant d'une lymphoprolifération polyclonale 
bénigne à un lymphome malin .. 

. d) Les lymphoproliférations associées à l'EBV 

La mononucléose infectieuse est une lymphoprolifération bénigne induite par l'EBV, jugulée 
puis régulée .par un système immunitaire efficace. Les mécanismes pathogéniques dés lym-
phoproliférations malignes associées à l'EBV sont encore plus complexes et beaucoup de 
questions restent posées. 

Ainsi, les hypothèses liant l'EBV au lymphome de Burkitt africain, où l'on trouve pourtant 
dans 96% des cas le génome viral et antigène EBNAl, sont très controversées. Selon Klein 
(46,47), l'EBV agit en Afrique comme "l'initiateur" de la tumeur. Il infecte très tôt l'enfant et 
provoque une expansion polyclonale des lymphocytes B infectés. Le paludisme, holo endémi-
que en Afrique Equatoriale, intervient dans une deuxième étape en périnisant l'activation des 
lymphocytes B (par stimulation antigénique répétée) et surtout en diminuant l',immunosur-
veillance T cytotoxique permettant l'élimination des lymphocytes B infectés. 
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/ 
Ces deux premières étapes favorisent la troisième étape du "scénario oncongènique" : l'activa-
tion d'un oncogène cellulaire c-myc par translocation chromosomique. En effet, toutes les cel-
lules tumorales sont caractérisées par une translocation chromosomique impliquant un segment 
du bras long du chromosome 8 portant le proto-oncogène c-myc et un segment des chromo- · 
somes 14,2 ou 22 portant les gènes codant respectivement pour les chaînes lourdes et légères 
(Kappa et Lambda) des immunoglobulines. Cette translocation a pour conséquence la dérégula-
tion du proto-oncogène c-myc ; elle constitue une des étapes indispensables pour le développe-
ment du lymphome puisqu'elle est présente dans tous les lymphomes de Burkitt y compris ceux 
qui ne sont pas associés à l'EBV. Il est possible que d'autres oncogènes cellulaires participent à 
cette carcinogènèse (21). 

Pour Lenoir (53), l'EBV interviendrait après cette translocation chromosomique spécifique pré-
sente dans quelques lymphocytes B activés par le paludisme. L'EBV, en infectant ces cellules, 
leur conférerait un avantage sélectif supplémentaire aboutissant à l'émergeance d'un clone tumo-
ral. Ces cellules ne seraient pas reconnues par le système immunitaire parce qu'il est déficient 
et/ou_parce que contrairement au lignées lymphobastoïdes, elles n'exprimeraient pas les anti-
gènes viraux (EBNA2, LMP) nécessaires pour la reconnaissance T cytotoxique (83). 

La 3ème hypothèse est la plus décevante pour le virologiste ! L 'EBV ne serait qu'un passager 
sans rôle particulier "dans les lymphocytes des lymphomes de Burkitt. En témoignerait l'ab-
sence de l'EBV daris respectivement 5% et 85% des "B.urkitt africains et occidentaux". De plus, 
si on admet que les-gènes EBNA2 et-LMPne sontpas exprimés dans les lymphocytes tumoraux 
alors que leur expression est indispensable in vitro pour obtenir une immortalisation des lym-
phocytes B, alors il faut imaginer d'autres mécanismes d'immortalisation pour les cellules du 

· lymphome de Burkitt. 

Ainsi, le"couple" EBV-lymphome de Burkitt est actuellement soumis à rude épreuve ! Les rela-
tions entre l'EBV et la maladie de Hogdkin (101) ou certaines lymphoproliférations T (36,42)ne 
sont qu'à peine ébauchées ! Si on excepte le carcinome du rhinopharynx qui est clairement asso- · 
cié à-l'EBV mais qui comme d'autres cancers épithéliaux associés à_l'EBV sortent du cadre de 
cette étude (-75), c'est donc dans les lymphoproliférations ffchez l'iminunodéprimé que l'EBV 
semble trouver son plus beau rôle (35). 

Les preuves du rôle important de l'EBV dans ces lymphoproliférations sont de 3 ordres : 

- mise en évidence du génome de l'EBV et des antigènes EBNAs et LMP dans les lésions (103), 

- mise en évidence d'une infection active à EBV au cours de ces pathologies comme en té-
moigne l'augmentation de l'excrétion de l'EBV dans la salive des patients, l'augmentation du 
nombre de lymphocyte B infectés dans le sang, l'élévation du taux d'anticorps dirigés contre les 
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antigènes du cycle lytique et la présence du génome EBV sous forme linéaire (replicative) dans 
certaines lésions prolifératives (44). 

- reproduction de syndromes lymphoprolifératifs identiques à ceux observés chez l'immunodé-
primé chez certains primates, sains ou immunodéprimés, inoculés avec leurs propres cellules 
transformées par l'EBV (17,52) .. 

On peut donc résumer la pathogénie de ces lymphoproliférations B-EBV dépendante en trois 
étapes: 

-augmentation de la réplication de l'EBV au niveau épithélial du fait d'un déficit de "l'im-
muno surveillance" du cycle réplicatif. Les mécanismes de cette immunosurveillance et de son 
déficit sont mal connus. 

· - accroissement du nombre de lymphocytes B infectés (au contact des cellules épithé-
liales). Ces lymphocytes B vont proliférer de manière polyclonale grâce probablement à l'ex-
pression des gènes de latence en particulier EBNA2 et LMP (103). Cette prolifération ne pourra 
pas être jugulée par l'immunosurveillance cellulaire défaillante , 

- la 3ème étape consiste en l'émergence d'un ou plusieurs clones malins qui aboutissent à 
des lymphomes malins non hodgkiniens mono, oligo ou multiclonaux (13,14,18,19). Les élé-
ments cellulaires qui entrainent cette transformation maligne sont inconnus. On ne connait pas 
en effet, ni d'anomalies cytogénétiques constantes ni d'activations d'oncogènes spécifiques de 
ces tumeurs contrairement à ce que l'on retrouve dàns le lymphome de Burkitt. 
Hanto a ainsi classé en 3 grands groupes les syndromes lymphoprolifératifs liés à l'EBV chez 
les transplantés rénaux (34) tableau V. 

Tableau V 
Lymphoproliférations "EBV-dépendantes" chez les transplantés rénaux (34) 

Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 

Clinique "mononucléose like" "mononucléose like" Tumeurs solides 
( extraganglionnaires) 

Histologie Hyperplasie lymphocytaire LymphomeB LymphomeB 

Immunologie Prolifération B Prolifération B Prolifération B 
polyclonale polyclonale monoclonale 

Cytogénétique Caryotype normal Anomalie cytogénétique Anomalie cytogénétique 
clonale clonale 
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Les thérapeutiques antivirales (94,99) seraient efficaces dans le premier groupe associées ou non à 
une réduction de l'immunosuppression iatrogènè. Dans le deuxième groupe, la réduction de l'im-
munosuppression est impérative et peut encore conduire à la guérison. Le groupe 3 est caractérisé 
par des lymphomes malins non hodgkinien de haut grade de malignité avec des localisations extra-
ganglionnaires fréquentes, des anomalies cytogénétiques aspécifiques et une mauvaise réponse au 
traitement. 

On observe les mêmes types de lymphoproliférations associées à l'EBV dans d'autres greffes d'or-
ganes : coeur, ~oeur poumon, foie, thymus (35). 

Dans les greffes médullaires les infections à EBV semblent moins fréquentes. Ceci est peut-êtreà 
relier à la possible éradication du réservoir endogène du virus lors des irradiations et.des chimiothé-
rapies de conditionnement (28). Cependant, en cas de dépletion T du greffon ou de traitement par 
des anticorps mono clonaux anti T pour éviter la réaction du greffon contre l'hôte, des lymphopro-....___.... 
liférations B -sévères associées à l'EBV ont été observées (57,107). Certaines ont été traitées avec 
succés par des anticorps monoclonaux anti B (11). 

L'EBV semble donc-clairement associé aux lymphoproliférations B chez l'immunodéprimé. Mais 
ces lymphoproliférations B ne sont pas toutes associées à_l'EBV (26). Les pourcentages exacts de 
cette association ne sont pas précisement connus car la recherche de l'EBV s'est faite dans un petit 
nombre de cas de tumeurs. (34,85,86). 

De même la primo infection à EBV ori sa réactivation peut être parfaitement asymptomatique chez 
les transplantés (9). L'EBV n'est donc sûrement pas le seul facteur "oncogénique" en cause dans 
ces lymphoproliférations. Ainsi, lors des transplantations, fa stimulation antigénique conférée par le 
greffon (59) joue un rôle dans les processus oncogéniques mais des lymphoproliférations associées 
à l'EBV au décours de greffe de moëlle autologue sont également décrites (103). L'activité oncogé-
nique propre des drogues immunosuppressives pourrait également contribuer au développement de 
ces tumeurs malignes (71). 

Néanmoins, une infection chronique à EBV non contrôlée par le système immunitaire semble cons-
tituer un facteur de risque important dans la survenue d'un lymphome malin chez l'immunodéprimé. 
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III 

EBV ET INFECTION PAR LE VIRUS DE 
L'IMMUNODEFICIENCE HUMAINE DE 
TYPE 1 (HIVl) 
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1 · INTRODUCTION 
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L'histoire naturelle de l'infection par le HIVl (8) avec ses différentes étapes (schématiquement 
(: primo-inf~_stion, infection asyII;ptomatique, S~ est largement décrite (25,37 ,55). Ce qui 
eft moins compris est de savoir, QUI, POURQUOI et COMMENT parmi les sujets infectés 
asymptomatiques vont voir1eurs défenses immunitaires progressivement détruites de manière 
encore actuellement irréversible. 

On peut postuler que cette évolution défavorable dépend de 3 acteurs : le ou les virus HIV en 
cause, l'hôte et des cofacteurs exogènes infectieux ou environnementaux. Après avoir rappelé 
les principaux aspects de l'infection par l'EBV, nous étudions les caractéristiques de cette in-
fection chez les patients contaminés par le HIVl afin de comprendre les intéractions entre ces 
deux virus et notamment le possible rôle de cofacteur de l'EBV dans l'infection à HIVL 
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2 - PATIENTS ET METHODES 
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PATIENTS 

11 patients suivis dans le service des Maladies Infectieuses de. Grenoble (Professeur MI-
COUD), pour une sérologie HIVl positive, ont accepté de parti.èiper à notre protocole d'étude. 
Nous les avons classés en fonctions des critères cliniques définis par le "Center for Disease 
Control" d'Atlanta (CDC) (annexe 1). 

- 2 patients (1 homosexuel, 1 hétérosexuel), appartiennent au groupe II des sujets asymptoma-
tiques, 

- 3 patients (2 homosexuels, 1 hétérosexuelle), appartiennent au groupe III des sujets souffrant 
de polyadénopathies chroniques, 

- 6 patients appartiennent au groupe IV, groupe des malades souffrant de SIDA ou syndromes 
apparentés. 

* 2 héroïnomanes, souffrant de purpura thrombopénique 
(groupe IV e ), 

* 1 homosexuel, souffrant de sarcome de Kaposi 
(groupe IV d), 

* 1 transfusé, souffr~t d'une polyneuropathie sévère 
(groupe IVb), 

* 1 héroïnomane et 1 hétérosexuelle, souffrant d'infections opportunistes 
(groupe IV cl). 

Nous attribuons à ces 11 patients un numéro (de 1 à 11), qu'ils garderont tout au long de l'étude. 

Ces malades ont été suivis pendant 3 à 6 mois: au début et à la fin du protocole, ils bénéficient: 

* d'un examen clinique, 

* d'un dosage des sous populations lymphocytaires, 

* d'une sérologie HIV et EBV. 

Toutes les 3 à 6 semaines pendant ce suivi, nous tentons la mise en évidence de l'EBV dans le 
sang et la salive. A partir des prélèvements sanguins, .on recherche, avec la même périodicité, 
les antigènes HIVl dans le plasma (cf méthode). 
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METHODES 

Etablissement des lignées lymphoblastoïdes à partir du sang (70) 

Prélèvement de 10 ml de sang des patients sur tubes héparinés. Récupération des cellules mo-
nonucléées sanguines après séparation par centrifugation (20 minutes 400 g, 18°C), sur milieu 
de séparation des lymphocytes (Métrizoate de Sodium/Ficoll, laboratoire Flow). 

Récupération de l'anneau de cellules mononucléées dans du milieu de culture RPMI, avec 
10% de sérum de veau foetal. 

Nouvelle centrifugation (10 minutes à 100 g), récupération du culot dans du RPMI + 10% de 
SVF, puis numération sur cellules de Neubauer. Nouvelle centrifugation (10 minutes), puis 
ajustement des cellules à 1 million par ml, dans 5 ml de milieu de culture : RPMI avec 20% de 
sérum de veau foetal, 0,1 microgramme par ml de milieu de Cyclosporine A (permet de sup-
primer le contrôle immunologique cellulaire T dépendant), Glutamine et des antibiotiques (Pé-
nicilline, Streptomycine, Kanamycine). 

Les cultures sont effectuées dans des flacons de culture (type Falcon), placés à l'étuve (37°C, 
5% C02, 95% d'humidité). Deux fois par semaine, les flacons cultivés sont étudiés au micro-
scope inversé. Tant que l'établissement des lignées ne s'est pas produit, la moitié du milieu de 
culture est renouvelé 2 fois par semaine. L'établissement des lignées se traduit par l'apparition 
de cellules, formant de nombreux amas irréguliers, larges, en suspension dans la culture. Dans 
ce cas, après émulsion du milieu pour séparer les amas cellulaires, la culture est dédoublée 
dans deux flacons. Quand un grand nombre de flacons est obtenu pour une même culture une 
partie des cellules est congelée à-160°C pour conseiver la souche virale, une partie est culti-
vée une semaine sans changer le milieu pour récupérer le surnageant qui sera conservé à -
80°C, une partie est prélevée et fixée sur lames pour étudier les antigènes viraux intra-cellu-
laires, (EBNA VCA et EA) (annexe 5). 
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Mise en évidence de l'EBV dans la salive (15) 

2 ml de salive de chaque patient sont recueillis dans un pot stérile et ensuite dilués avec du 
RPMI contenant 20% de sérum de veau foetal, puis filtrés (filtres Acrodisc, 0,45 micromètre) et 
inoculés à une suspension de 3-4 millions de cellules mononucléées de sang de cordons ombili-
caux recueillis chez des nouveau-nés. 

Cette culture est effectuée dans un milieu de culture contenant du RPMI + 20% de sérum de 
. veau foetal+ antibiotiques et·sans Cyclosporine A .. 

Les flacons de culture sont conservés à l'étuve (37°C, 5% C02, 95% humidité). 

La même procédure que pour le sang est utilisée, pour mettre en évidence la présence du virus 
(antigène EBNA), recueillir les surnageants et congeler les cellules. 

Sérologie Epstein-Barr (90,95) 

On rappelle ici les caractéristiques des principaux antigènes de l'EBV, et le.principe de détec-
tion des anticorps. Ces techniques désormais bien codifiées, sont détaillées dans le tableau II p 
12 et les annexes 2,3,4. La sérologie EBV comprend classiquement le titrage des anticorps diri-
gés contre 3 antigènes viraux: VCA (Viral Capsid Antigen), EA (Barly Antigen), EBNA (Ep-
stein Barr Nuclear Antigen). Cette détection s'effectue par immunofluorescence indirecte (IFI). 

Les sources d'antigènes sont le plus souvent des lignées lymphomateuses (lymphomes de Bur-
kitt, associés à l'EBV),-sélectionnées en fonction de leur capacité à exprimer les antigènes: 

• antigènes VCA, anticorps anti VCA 

Les Ag-VCA sont des antigènes de structure du virus, présents dans le cytoplasme des cellules 
qui repliquent du virus. 

La recherche d'Ac-VCA se fait par IFI à partir d'une lignée productrice P3HR1, dont les cellules 
sont fixées sur lame par Acétone pour permettre la pénétration des anticorps. 
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• antigènes EA, anticorps anti-EA 

Les antigènes EA jouent un rôle dans le ~éçlenchement de la multiplication virale, ils sont 
présents dans des lignées productrices ou non productrices, après stimulation, par des sub-
stances chimiques. Le complexe des antigènes EA peut être divisé en deux composantes : BA-
R (restreinte au cytoplasme des cellules) et EA-D (diffuse dan·s le cytopiasme et le noyau). 

La détection des Ac-EA, se fait à partir de lignée non productrice, RATI stimulée par le 12-0 
Tétrédécanolylphorbol-13-Acétate. La fixation des lames en Acétone, permet la mise en évi-
dence des anticorps EA-D + R. La fixation des lames en Méthanol dénature la composante 
EA-R. On peut donc ainsi, pour un même sérum, évaluer la composante majoritaire. 

• antigènes EBNA, anticorps anti-EBNA 

Ces antigènes sont impligués dans la transformation cellulaire et sont les marqueurs de l'im-
mortalisation des lymphocytes infectés. Ils sont donc présents dans toutes les cellules immor-
talisées (productrices ou non). 

On détecte les anticorps par une immunofluorescence anti-complémentaire sur des cellules 
RATI. Le complément humain (C3), va amplifier la réaction, un grand nombre de molécules 
C3 activées vont se fixer à chaque complexe Ag-EBNA Ac-EBNA. On révèlera ces com-
plexes par une immunoglobuline anti C3 conjuguée à la Fluorescéine. 

Nous avons, en outre, tenté de mettre en évidence par quel type d'EBV les patients étaient in-
fectés. Pour cela nous avons recherché les anticorps dirigés contre l'antigène EBNA 2A (EBV 
de type 1) et l'antigène EBNA 2B (EBV dè type 2). Cette recherche s'est faite par une techni-
que d'immunofluorescence anti-complémentaire sur des cellules de rais ·transfectées avec les 
gènes EBNA 2A ou EBNA 2B. 

Détection des antigènes HIV (1) . 

on utilise une méthode imrr:3.unoenzymatique (Abbott, antigène HTL V III, EIA), sur phase so-
lide de type "sandwich". Des billes de polystyrène recouvertes d'anticorps humains (Ac), (diri-
gés contre les principaux antigènes du virus HIVl), sont incubées avec les échantillons de 
plasma à tester. Puis, après lavage, un anticorps de lapin anti-HIVl est ajouté e_t incubé avec 
les billes: prise en "sandwich" de l'antigène éventuellement présent. 
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Après lavage, on incube la bille avec de l'anticorps de chèvre anti-IgG de lapin conjugué avec 
la Péroxydase de Raifort. On révèle enfin l'éventuel complexe : 

Ac-bille- Ag plasma- Ac lapin- Ac chèvre, par un substrat de _l'enzyme (solution OPD conte-
nant de l'eau oxygénée). 

La réaction enzyme-substrat aboutit à une réaction colorée dont l'intensité est mesurée au 
spectrophotomètre réglé à 492 nm. 

Les résultats positifs sont ceux qui, de manière reprod~ctible, sont supérieurs à la valeur seuil 
(S), calculée à partir de la DO moyenne des 3 contrôles négatifs (N): S = N + 0.05. 

Pour que le test soit validé il faut que la différence entre la moyenne des 2 contrôles positifs 
(p), et la moyenne des 3 contrôles négatifs soit supérieur à 0,400: (P- N > 0,4). 

Détection des anticorps anti-HIVl dans le sérum par technique immuno-
enzymatique 

La détection des anticorps anti-HNl repose sur la même technique-immuno-enzymatique que 
la détection des antigènes, excepté que les billes de polystyrène du Kit (Abbott, HTL V III, 
EIA recombinant), sont recouvertes de l'antigène du core et de l'enveloppe de HIVl. L'éven-
tuel complexe Ag-Ac est révélé par l'application d'anticorps de chèvre anti-IgG humaine liée à 
la Péroxydase sur laquelle on ajoutera son substrat entrainant ainsi une réaction colorée lue au 
spectrophotomètre réglé à 492 nm. 

On calcule la moyenne des DO des 2 contrôles négatifs (N) et des 3 contrôles positifs (P) puis 
la valeur seuil (S) : S = N + ( 0,15 x P). Un résultat est positif s'il est supérieur ou égal à la va-
leur seuil, en sachant que pour valider le test, la différence entre P et N doit être supérieur à 

0,4. 

Tout résultat positif est contrôlé en Western blot. 
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Détection des anticorps anti-HIVl par Western Blot (lmmunoblot) 

On utilise un Kit (Du Pont, HTL V m, Western blot IgG), procurant des bandelettes de ni-
tro-cellulose, sur lesquelles ont été transférées les protéines spécifiques du HIVl après sépa-
ration par électrophorèse en gel de polyacrylamide. 

Chaque bandelette est incubée avec un sérum de malade. La visualisation des anticorps des 
sérums ayant réagi avec les protéines spécifiques du HIVl, est obtenue en utilisant·: un anti-
corps de chèvre anti-lgG humaine conjuguée à la biotine, un conjugué Avidine-Péroxydase 
qui va réagir avec la biotine et un substrat de la Péroxydase (4-Chloro, 1-Naphtol). Un sé-
rum est c~nsidéré comme positif, s'il présente des anticorps contre une protéine d'enveloppe 
(gp 110) et contre une protéine du core. 
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3-RESULTATS 
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3 a - Le"statut" EBV (tableau VI et vm 

Sur 31 essais d'établissements spontanés de lignées lymphoblastoïdes à partir des lymphocytes 
sanguins. des patients, 11 sont positifs. Cela concerne 6 patients (2 du groupe II, 3 du groupe III 
et 1 du groupe N du CDC). 

L'isolement de J!EBV dans la salive est positif 11 fois sur 25 recherches et cela chez 6 patients 
(2 du groupe II, 3 du groupe II, 1 du groupe IV). 

L'isolement de l'EBV dans la salive et l'établissement de lignées lymphoblastoïdes dans le sang 
concerne les mêmes patients . 

. Toutes les lignées établies à p.artir du sang ou de la salive expriment les antigènes EBNA à l'in-
térieur de la majorité des.cellules (85 à 100% des cellules sont positives) mais très peu expri-
ment les antigènes EA (moins de 10% des cellules) ou VCA (moins de 5% des cellules) (résul-
tats non présentés). 

Aucun des 6 patients chez qui on·a mis en évidence lEBV dans le ·sang, ne présente une antigé-
némie HIVl positive sauf un patient (n°3). 

Les 11 patients ont une sérologie positive pour lEBV (présence d'Ac anti-VCA) (tableau VII). 
Aucun n'a un profil compatible avec une primo-infection à EBV (absence d'IgM anti VCA et ab-
sence d'anticorps hétérophiles spécifiques de la mononucléose infectieuse : résultat non indiqué 
dans le tableau ). 

Quand on examine la sérologie classique, anticorps VCA, EA, EBNA "totaux'.' (EBNA RAJI), 
on s'aperçoit que 6 patients sur 11 ont une. sérologie normale. Cinq patients ont un profil compa-
tible avec unè réactivation de l'EBV : 1 malade (n°8), atteint de· SIDA, a des taux d'anticorps 
VCA et EA élevés, avec des taux d'anti-EBNA "totaux" faibles; 1 malade (n°10), atteint de SI-
DA, a des taux d'anti-VCA modérément élevés, avec des taux anti-EA élevés et des titres nor-
maux d'anti-EBNA.Ces deux malades, ont des anti-EA élevés avec une prédominance EA-R. 
Les 3 derniers patients (n°2, 3 et 6), ont des taux d'IgG anti-VCA qui se voient dans les popula-
tions nonfiàles, mais l'élévation concordante des IgA anti-VCA et des anti-EA R suggère une ré-
activation virale. 
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Tableau VI: Isolement du HIV et de l'EBV 

N° malade Date Groupe STATUT HIV STATUTEBV 
T4/mm3 Antigène Lignée lympho- Isolement 

(19R7) clininn~ Pl<>.,m11 hl11c:tnïn"' c:11n1J" vin1c: ( c:11 li VP-) 
10/04 IV 130 - - NF 
05/05 - - -

1 25/06 - - -
(IV) 08/07 - - NF 

30/07 IV 180 - - EC -
16/05 IV 260 - - -

2 30/06 - - EC -
(IV) 15/07 - - EC -07/08 IV 181 - NF NF 

07/05 III 220 - - + 
3 18/05 + - + 

(III) 25/06 + + + 
23/07 III 180 + + NF 
18/03 III 927 - - + 

4 16/04 - + + 
mn 18/05 III NF - NF NF 

26/02 III 900 - + + 
5 23/03 - + + 

(III) 26/04 - - + 
02/06 - - NF 
06/08 III 760 - NF NF 
09/02 II 517 - NF NF 

6 23/02 - + -
(II) 11/05 - + -

07/07 - + + 
29/07 II 490 - + -
10/03 IV Indosable - NF NF 

7 05/05 + - -
(IV) 10/06 décédé Indosable + - NF 

09/01 IV 30 NF ' NF -
8 23/03 + - -

(IV) 26/03 décédé Indosable + - NF 
15/05 IV 133 + NF NF 

9 16/06 + - -
(IV) 06/07 IV 134 + - -

27/02 IV 120 - NF NF 
10 30/03 - NF NF 
(IV) 27/07 IV 134 - + + 

21/02 II 349 - NF NF 
11 16/03 - - -
(II) 18/05 · II 1317 - + + 

Légende : NF non fait ; + isolement positif ; - isolement négatif 
stade clinique ()=II : asymptomatique; III: polyadénopathies chroniques; IV: SIDA 19 ~ o.nu1,iJ.1, · --



No VCA 
MALADE DATE 

0 IgG IgA 

1 28/1/87 320 40 
(IV) 23/7/87 320 40 

2 20/3/87 640 40 
(IV) 30/6/87 640 80 

3 7/5/87 160 Négatif 
(Ill) 23/7/87 640 20 

4 26/1/87 320 Négatif 
(Ill) 18/5/87 320 Négatif 

5 23/2/87 160 5 
(Ill) 2/6/87 160 5 

6 21/2/87 640 40 
(Il) 29/7/87 640 40 

7 5/5/87 160 5 
(IV) 5/11/87 160 5 

8 5/1/87 5120 40 
(IV) 26/3/87 5120 40 

9 2/2/87 160 40 
(IV) 6/7/87 160 40 

10 25/7/87 640 Négatif , 
(IV) 24/11/87 640 Négatif 

11 16/3/87 640 Négatif 
(Il) 25/5/87 640 Négatif 

( ) stade clinique 
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TABLEAU VII 

SEROLOGIE EBV 

EA 

IEBNARAJ 

Négatif 160 
Négatif 80 

40(R) 80 
40(R) 80 

40(R) 40 
40(R) 40 

Négatif 320 
Négatif 320 

20(R) 40 
20(R) 40 

40(R) 40 
40(R) 40 

20(0) 20 
20(0) 20 

160 (R) 5 
160 (R) 5 

Négatif 40 
Négatif 40 

320 160 
320 160 

Négatif 160 
Négatif 160 

EBNA 

EBNAl EBNA2A EBNA2B 

40 320 160 
80 160 160 

80 5 80 
80 5 80 

5 10 Négatif 
5 10 Négatif 

160 10 20 
160 10 20 

40 Négatif Négatif 
40 Négatif Négatif 

160 10 80 
160 10 80 

20 10 Négatif 
20 10 Négatif 

Négatif 80 80 
Négatif 80 80 

20 40 20 
20 40 20 

160 20 640 
160 20 640 

160 Négatif 10 
160 Négatif 10 
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Quand on étudie les réponses monospécifi.ques contre les antigènes EBNA, chez 11 ma-
lades ; 2 ont des anticorps anti-EBNA 2A sans anticorps anti-EBNA 2B (n°3, 7), 1 pa-
tient a des anticorps EBNA 2B à un taux faible sans anticorps EBNA 2A (n°1 l). 7 pa-
tients ont des anticorps EBNA 2A et EBNA 2B, avec pour 4 d'entre eux une prédomi-
nance des anticorps anti-EBNA 2B (n°2, 6, 8, 10). 

Chez le dernier malade (n°5), aucun anticorps anti-EBNA 2A ou EBNA 2B n'a pu être 
mis en évidence. En définitive, 5 patients sur 11 ont ontdes taux d'anticorps anti-EBNA 
RAil, EBNAl, EBNA 2A concordants et sans particularité: concordants, car on sait. 
que les EBNA détectés sur lignées RAil sont principalement des EBNA 1 et 2A : sans 
particularité, car les titres sont ceux d'une pJulation normale. Les 5 autres malades 

tO 
(N°2,6,8,l 1) ont des anticorps anti EBNA2 rédominants avec toutefois pour le n°11 
des taux faibles. ---------
Aucun des patients n'a présenté de manifestations cliniques associées à l'EBV pendant la 
durée· de l'étude 

3b ) Le statut HIV 

Tous les patients de cette étude possèdent des anticorps anti HIVl avec les deux techni-
ques utilisées . 

. L'évolution qualitative des Western Blots en fonction du temps est indiquée dans le ta-
bleau VITI p 34. 7 malades ne montrent aucune variatioil. pendant le suivi sérologique (3 
à 17 mois moyenne 6,8 mois). 3 malades (n° 3,4,6) développent des anticorps contre la 
glycoprotéine d'enveloppe gp41 avec dans un cas (n°3) apparition d'anticorps contre les 
protéines du cone (pl 8, p55). Aucune variation n'est observée sur les anticorps p24. 

-._/ 

Sur 41 détections des antigènes HIVl dans le plasma des malades 10 sont positives à 
partir de 4 malades (N°3,7 ,8,9) (tableau VI p 31). Tous appartiennent au groupe III ou 
IV du CDC avec des taux de lymphocytes T4 inférieurs à 200 /mm3. Deux de ces pa: 
tients sont décédés pendant l'étude. Pour les autres patients aucune variation du stade 
clinique ou du nombre de T4 n'a été observée pendant le suivi clinique qui est cependant 
très court (de 2 à 6 mois moyenne 3,3 mois). 

Aucun des 11 patients n'a présenté d'excrétion salivaire du HIVl lors de 36 recherches 
(résultats non présentés). 
Le tableau IX p.35 reprend sous forme synthétique l'ensemble des résultats. 
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TABLEAUVID 

EVOLUTION QUALITATIVE DES ANTICORPS CONTRE LES DIFFERENTES 

PROTEINES DU HIV1 (WESTERN BLOT) 

RA NI, .. ~ VJ;"VJ;"l J;"UC PAV uro'~TJ;"VN ,RT ()T 

No DATE 
malade() gp120 gp41 p64 p55 p53 p33 p24 p18 

1 28/1/87 + + + + + + + + 
(IV) 5/5/87 + + + + + + + + 

2 20/3/86 + + + + + + + + 
(IV) 15nt81 + + + + + + + +. 

3 2/5/87 + - - - - - + -
(Ill) 22n181 + + + + + + + + 

4 26/1/87 + - - + - - + -
(Ill) 16/4/87 + + + + - - + -

5 23/2/87 + + - + - - + -
(Ill) 2/6/87 + + + + - - ' + -

6 21/2/86 + - + - + - + -
(Il) 9/2/87 + + + + + - + -

7 5/1/86 + + - - - - + -
(IV) 5/3/87 + + - - - - + ' . -

8 5/1/87 + + + - - ,+ + -
(IV) 31/1/87 + + + - - + + -

9 20/2/87 + + + + + + + + 
(IV) 6nt81 + + + + + + + + 

10 124/11/86 + + + + + + + + 
(IV) 23n181 + + + + + + + + 

11 16/3/87 + + + ·+ - + + + 
(Il) 27/5/87 + + + + - + + + 

( ) : stade clinique 
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TABLEAU IX 

STATUT EBV-HIV - SYNTHESE 

Patient Isolement EBV Lignées lympho Sérologie EBV Antigènes HIVl 
(stade clinique) salive blastoïdes in vitro en faveur réactivatior dans plasma 

1 (IV) - - - -

2 (IV) - - + -

3 (ID) + + + + 

4(ID) + + - -
5 (ID) + + - -

6<m + + + -

7 (IV) - - - + 

8 (IV) - - + + 

9 ( IV) - - - + 

10 (IV) + + + -

11 (II) + + - -



36 

4 -- DISCUSSION 
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Notre étude, associée à l'examen de la littérature, permet de discuter la réactivation de 
l'EBV au cours de l'infection par le HIVl et son possible rôle·de cofacteur dans l'histoire 
naturelle de l'infection rétrovirale. 

4 a - L'infection par l'EBV est-elle réactivée lors de l'infection par le HIV1? 

Les arguments biologiques de la réactivation virale 

s 
111 La preuve de la réactivation biologique d'un virus latent est apportée par la mise en évi- + 

dence de la replication de ce virus (production de nouveaux virions) dans des cellules ou~ 
normalement le virus ne se replique pas. Ceci est facilement obtenu pour les virus Her-
pès simplex (81) mais la démonstration en est plus difficile avec l~BV. Au niveau de 
l'oropharynx, l'EBV ne parait pas vraiment latent mais plutôt persistant avec une faible, 
mais constante, production virale (2,79). La véritable latence se situe au niveau des 
lymphocytes B où, in vivo, il n'y a jamais eu mise en évidence de production de parti- · 
cules virales. Nous avons donc étudiée cette réactivation en recherchant 3 critères : 

- mise en évidence de raugmentation de la replication du virus au niveau oral (par 
isolement du virus dàns la salive), 

- mise en évidence de l'augmentation du nombre de lymphocytes B infectés dans 
le sang (établissement spontané de lignées lymphoblastoïdes), 

- augmentation du titre des anticorps dirigés contre les antigènes du cycle réplica-
tif (VCA, BA). 

Peu de travaux étudient ces 3 marqueurs simultanément (16,74,96). Dans notre étude 6 
patients excrètent du virus EBV dans la salive et donnent spontanément des lignées 
lymphoblastoïdes, in vitro à partir de leurs lymphocytes sanguins (critères virologiques). 
La sérologie est compatible avec une réactivation virale dans 5 cas mais n'est pas tou-
jours concordante avec les constatations virologiques : 3 patients possèdent les 3 critères 
de réactivations ; 3 patients ont uniquement les critères virologiques sans anomalie séro-
logique ; 2 patients ont une sérologie élevée mais aucun critères virologiques de réacti-
vation. 



38 

Ces différences entre les critères virologiques et sérologiques sont retrouvées dans 
d'autres études similaires (16,79), qui mettent en évidence la difficulté d'interprétation 
de la sérologie lors d'immunodépression. En témoignent également la diversité des 
conclusions dans les études sérologiques isolées ; certaines concluent à l'augmentation 
parfois proportionnelle au stade clinique, des anticorps anti VCA et EA chez les patients 
HIVl séropositifs par rapport à des témoins séronégatifs homosexuels et hétérosexuels 
(12,74,76,80): d'autres au contraire, ne retrouvent aucune différence sérologique entre 
ces 3 catégories (16,50). 

Plus de la moitié de nos patients excrètent donc du virus dans la salive et donnent spon-
tanément des lignées lymphoblastoïdes. Les 3 autres séries, utilisant les mêmes techni-
ques, donnent des chiffres allant de 9 à 91 % pour l'excrétion salivaire de l'EBV et 25 à 
61 % pour l'établissement spontané de lignées lymphoblastoïdes (tableau X). 

TABLEAUX 

MISE EN EVIDENCE DE L'EBV CHEZ LES PATIENTS CONTAMINES PAR 
HIV1 

Série personnelle 

SUMAYA (96) 

CHANG (16) 

QUINNAN (74) . 

Nombre de recherches Po\, r, ~ 
d'EBV dans la salive/nombre de 
patients(%) 

6/11 (54) 

20/31 (64) 

1/11 (9) 

45/49 (51) 

Nombre de lignées lympho-
blastoïdes obtenues/nombre de 
patients (%) 

6/11 (54) 

12/43 (25) 

11/18 (61) 

20/33 (59) 
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Notre étude et celle de QUINNAN (74) ne comportent pas de témoins HIVl séronégatifs 
mais SUMA Y A (96) démontre l'excrétion salivaire et l'établissyment spontané de lignées 
lymphoblastoïdes chez respectivement 22 et 13% des témoins séronégatifs. D'autres études 
démontrent également l'augmentation du nombre de lymphocytes B sanguins infectés par 
l'EBV (10,102) ou l'augmentation de l'excrétion salivaire (3) chez les patients HIVl 
séropositifs par rapport à une population témoin séronégative. 

Une étude plus récente (27) utilisant les techniques d'amplification moléculaire (PCR) met 
en évidence le génome de l'EBV dans les cellules "oropharyngéales" de 23% d'adultes 
sains et de 94% de sujets HIVl séropositifs. Le génome EBV est retrouvé dans les lym-
phocytes sanguins de 54% des témoins contre 93% des HIVl séropositifs. 

Il semble donc clair que la réactivation biologique de l'EBV soit fréquente chez les sujets 
séropositifs pour HIVl. Il est logique de penser que cette réactivation biologique est pro-
portionnelle à l'intensité de !'immunodépression et donc 1au stade clinique de l'infection ré-
trovirale mais les études ne sont pas suffisantes actuellement pour démontrer ou infirmer 
cette hypothèse. 

En tenant compte des réserves émises plus haut sur la sérologie EBV chez l'immunodépri-
mé, notre étude semble indiquer que, 4 patients sont infectés par l'EBV de type 2 (3 si-
déens, 1 asymptomatique). Cette fréquence, est identique dans une plus grande série (89). 
Initialement restreint à l'Afrique et à la Nouvelle"Guinée (106), l'EBV de type 2 semble ce-
pendant plus ubiquitaire y compris dans les populations non immunodéprimées (92). La ca-
ractérisation moléculaire des virus EBV isolés pendant notre étude et le rôle de l'EBV de 
type 2 dans l'infection HIV sont en cours d'étude dans notre laboratoire. 

Les arguments cliniques de la réactivation virale 

Nous n'avons pas mis en évidence de pathologies liées à l'EBV chez nos patients sans doute 
du fait du faible nombre de patients et d'un suivi trop court. Il nous semble cependant né-
cessaire de rappeler ici que la réactivation biologique de l'EBV peut aboutir à 3 types de 
manifestations cliniques chez les patients HIVl séropositifs. 
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EBV, et lymphoprolifération B chez le sujet sérovositifpour HIVJ 

Les lymphomes malins non hodgkiniens (LMNH) sont plus fréquents chez le sujet contaminé 
par le HIVl que chez les patients séronégatifs. 4 à 10 % des patients sidéens développent un 
LMNH (48,105). On doit distinguer 2 groupes chez ces patients (54); ceux dont le statut im-
munitaire est encore peu altéré développent plutôt des LMNH de type Burkitt dont 50% sont 
associés à l'EBV. Chez les patients plus profondément immùnodéprimés, surviennent. des 
LMNH de type immunoblastique dont 30 à 66% sont associés à l'EBV (33) (tableau xn 

Tableau XI 

LYMPHOMES ET SIDA 

Histologie 

Immunodéficit 

LMNHimmunoblastique 

diffus à grandes cellules 

Localisation cérébrale 

Réponse au traitement 

Anomalies cytogénétiques 
spécifiques 

Association à l 'EB V 

Expression des antigènes viraux 

EBNAl 

EBNA2 

LMP 

+++ 

++ 

/ 
.. ~, . 

i''\ 30.à 60% ') 
l\.~ ' - -~-" 

+ 

+ 

+ 

LMNH type Burkitt 

type indifférencié 

+/-

+/-

++ 

+ 

+ 

+ 

Les modèles de Klein et de Lenoir (32,53) pour la pathogénie du "Burkitt africain" peuvent 
s'appliquer aux sujets séropositifs : soit l'EBV réactivé entraine une prolifération non 
contrôlée des lymphocytes B avec un accroissement des risques de survenue d'une translo-
cation (dérégulation de c. mye), soit la translocation est la conséquence de stimulations an-
tigéniques anarchiques antérieures, l'infection de ces ·cellules par l'EBV, leur confère alors 
un avantage sélectif supplémentaire pour une prolifération maligne. 
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Chez les patients les plus immunodéprimés ; la pathogénie des LMNH est probablement 
identique à celle déjà vu chez les transplantés (103). L'EBV semble le principal acteur de la 
prolifération cellulaire notamment par l'expression des gènes EBNA2 et LMP non régulés 
par l'immunité cellulaire défaillante. Il n'est pas besoin de translocation et d'activation spé-
cifique d'oncogène pour aboutir à un cancer mais il existe surement d'autres processus cel-
lulaires qui, en association avec l'EBV, permettent l'émergence d'un clone malin. 

Par contre, il semble que l'EBV ne soit pas en cause dans les lymphadénopathies chroni-
ques (caractéristique de groupe III de la classification du CDC) qui sont pourtant dues à -une prolifération de lymphocytes B (7). Cette activation des lymphocytes B pourrait être 
due directement à l'HIVl peut -être par l'intermédiaire de !'interleukine 6 (58,65). --
EBV et leucoplasie orale chevelue 

La fréquence des leucoplasies orales chevelues (Oral Hairy Leukoplakia) chez les patients 
séropositifs n'est pas précisément connue. Cette pathologie est associée à une évolution 
vers les manifestations graves du SIDA (30) et est actuellement classée dans les infections 
opportunistes du groupe IV du CDC (groupe IV C2). 

Ces lésions de la langue et de la muqueuse orale sont liées à une infection productive de 
l'EBV au niveau des cellules épithéliales avec présence de particules virales complètes à 
l'intérieur de ces cellules (29). L'association de l'EBV avec des Papillomas virus, d'abord 
rapportée comme fréquente (30) est en fait rare (29,43) et il semble bien que l'EBV en 

. . 
phase réplicative soit le seul responsable de cette pathologie. L'Aciclovir ou le Desciclovir 
paraissent d'ailleurs être efficaces sur ces lésions (29). On sait en effet que ces analogues 
des nucléosides sont capables d'agir sur l'EB V en cours de replication mais pas sur le gé-
nome latent (69). 

La pneumopathie interstitielle lymphoïde. 

La pneumopathie interstitielle lymphoïde (LIP) est une pathologie rare chez l'adulte HIVl 
séropositif mais très fréquente chez les enfants où elle constitue un critère de SIDA avéré. 
L'EBV est mis en évidence dans les lésions pulmonaires (4) et les enfants atteints présen-
tent souvent des taux d'anticorps VCA et EA très élevés associés à un titre faible d'anti-
corps EBNA. 



42 

Néanmoins, le rôle exact de l'EBV dans cette pathologie n'est pas éclairci; les lymphocytes 
T cytotoxiques CDS + pourraient indépendamment de l'EBV détruire les macrophages al-
véolaires infectés par le IDVl et donc être à l'origine de ce syndrome. 

4 b - L"EBV est-il un cofacteur de l'évolution vers le SIDA? 

Nous envisageons successivement les arguments expérimentaux et cliniques en faveur de 
cette hypothèse. 

Arguments expérimentaux 

Le premier argument se situe à l'échelle cellulaire ; 

C'est l'équipe de Montagnier (64) en 1984 qui démontra la première la possibilité pour le 
HIVl d'infecter in vitro les lymphocytes B d'adultes sains infectés par l'EBV. Il est large-
ment confirmé depuis (20,63,87 ,97) que le HIVl peut se l!lultipli~=s lymphocytes 
B immortalisés par l'EBV voire même dans des lignées B ~gii-sées mais non infec-~· 111l,; . ';,,i, -· -

tées par l'EBV (ce dernier type d'infection est cependant plus diffi~ile à obtenir). 

Le mode d'entrée du IDVl dans les lymphocytes B est inconnu ; il semble que l'EBV soit 
capable d'induire la production de la molécule CD4 à la surface des lymphocytes B mais 
cette molécule ne parait pas indispensable à l'HIVl pour pénétrer dans ces cellules (87). 
Les intéractions des deux virus au niveau de leurs récepteurs habituels.sont certainement 
très complexes car récemment (91) il a été démontré que l'infection par le HIVl diminue 
l'expression du récepteur pour l'EBV (CR2 ou CD21) à la surface des lignées B. 

Quoi qu'il en soit, 3 types d'infections des lignées lymphoblastoïdes par le HIVl sont dé 
crites (20) 

- infection cytolytique avec production d'un grand nombre de virions HIVl 
et lyse de la cellule, 

- infection persistante avec production continue de HIVl sans destruction de 
la lignée, 

- infection chronique des lymphocytes B sans excrétion extracellulaire de 
virus HIVl mais avec séquestration des quelques HIVl produits à l'intérieur 
de vésicules intra-cyto12lasmiques. 

Mais actuellement, aucune preuve de l'infection in vivo des lymphocytes B par le HIVl 
n'a été publiée 
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Le deuxième argument est d'ordre moléculaire. In vitro, l'EBV est capable d'augmenter la ré-
plication de HIVl dans les lymphocytes B, Tet les cellules épithéliales (73,66). Cette pro-
priété est dûe à l'activité transactivatrice de gènes précoces immédiats de l'EBV. (BALFl; 
BRLFl). Ces gènes codent en effet pour des protéines activant, par différents mécanismes, 
les éléments génomiques qui régulent la transcription du génome viral au niveau du LTR et 
duHIVl. 

Par contre, il ne semble pas que les éléments transactivateurs du HIVl soient capables d'acti-
ver la réplication de ;'EBV dans les cellules B (68). 

-
D'autres intéractions directes sont théoriquement poss~les ; ainsi il est pos§ible d'obtenir in 
vitro un virus dit pseudotype avec toute l'information génétique du HIVl mais avec une en:-

veloppe d'Herpès simplex (104). Ce virus est alors capable d'aller infecter des· cellules nor-

malement non infectées par le HNl (et produire du HIV1 mature dans ces cellules). Il peut 
également échapper à la surveillance immunitaire spécifique de l'HIVl. Ce phénomène de vi-
rus pseudotype n'a pas été encore démontré pour l'EBV. 

A côté de ces intéractions directes entre les deux virus au niveau cellulaire et moléculaire, · 
l'EBV pourrait également interagir indirectement avec le HIVl par l'intermédiaire de la ré-
ponse immunitaire. Mais les conséquences sur l'histoire naturelle de HIVl de l'activation du 
système immunitaire par l'EBV au cours d'une primoinfection chez l'enfant ou une réactiva-
tion chez l'adulte ne sont pas connues : nous ne pouvons donc que formuler des hypothèses 
parfois tout à fait contradictoires. Ainsi les lymphocytes T suppresseurs activés lors d'une in-

fection chronique à EBV vont-ils prévenir l'activation des T4 infectés de manière latente par 
le HIVl et donc empêcher sa réplication ? Au contraire l'EBV réactivé va-t-il, en stimulant 

l'ensemble des phénomènes immunitaires, augmenter la réplication du rétrovirus ? Ceci pour-
rait se produire par l'intermédiaire de cytokines déclenchant des processus de transactivation 
par des transactivateurs cellulaires (22,66). Enfin quel est l'apport de l'éventuel effet immu-
nosuppresseUf propre à l'EBV (60) dans l'immunodéficience induite par le HIVl ? 

Toutes ces questions sont actuellement sans réponse. 
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Arguments cliniques 

Notre étude ne permet pas de mettre en évidence l'EBV comme facteur aggravant de l'in-
fection à HIVL Le nombre et le suivi des patients est sans doute trop court pour autoriser 
cette démonstration. Toutes les études déjà citées qui, comme la notre, mettent en évidence 
la fréquence de la réactivation de l'EBV chez les patients séropositifs pour HIVl, ne par-
viennent pas non plus à prouver cette hypothèse. Pour certains (23) l'EBV n'est donc qu'un 
virus opportuniste dans l'histoire naturelle de l'infection HIVl. Ainsi Lang (50) étudie 
(malheureusement uniquement sur des critères sérologiques) l'infection à EBV chez 343 sé-
ropositifs par rapport à des témoins séronégatifs très variés (donneurs de sang, homo-
sexuels, hétérosexuels, hémophiles). Il ne trouve pas d'association entre la progression du 
HIVl et le statut sérologique EBV, avec en particulier, aucune différence au niveau du dé-
lai d'apparition du SIDA entre les patients infectés séronégatifs ou séropositifs pour l'EBV. 
Mais cette étude ne montre pas si les patients "EBV et HIV séropositifs" présentent une ré-
activation de l'EBV. Ceci est important car il est possible qu'il n'existe aucune différence 
entre un sujet non infecté par l'EBV et un sujet infecté par un EBV complètement latent 
dans l'organisme. 

Il n'existe donc pas actuellement d'argument formel in vivo du rôle de l'EBV comme cofac-
teur aggravant@ l'infection rétrovirale. Il est cependant tentant de penser que les activités 
d'immunosuppressions et d'immunoactivations partagées par ces deux virus lymphotropes 
participent ensemble à l'immuno-dysfonctionnement caractéristique du SIDA (5). Seules 
des études plus importantes utilisant la même méthodologie avec éventuellement l'apport 
des techniques de biologies moléculaires (détection et quantification de l'infection par EBV 
dans les lymphocytes, quantification de la réplication rétrovirale) permettront de répondre 
à cette question. 

Cette question de cofacteurs infectieux exogènes aggravant l'infection à HIVl est toujours 
d'actualité; en témoignent entre autre les travaux actuels de l'équipe de Montagnier sur les 
mycoplasmes (49) et celle de Gallo sur le Herpesvirus humain de type 6 (HHV6) et sur le 
HTLVl (95) (VIII Congrès International de Virologie Berlin Août 1990, communication 
orale). 
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En définitive 

L 'EBV est très souvent réactivé au cours de l'infection par le HIVl. Mais cette réactivation 
doit être authentifiée par des critères virologiques et sérologiques précis démontrant qu'il 
existe, par rapport à une population témoin, une augmentation de la réplication de l'EBV 
dans l'oropharynx et une augmentation du nombre de lymphocytes B infectés dans le sang. 
Cette réactivation, bien qu'à priori correlée avec l'intensité de !'immunodépression, n'est pas 
un marqueur facilement utilisable pour apprécier cette immunodépression. Par contre, il est 
probablement importan.t de dépister chez les patients séropositifs une lymphoprolifération 
B-EBV dépendante au début car des thérapeutiques antivirales et/ou immuno modulatrices 
pourraient alors éviter l'évolution vers des lymphomes malins non hodgkiniens peu chimio-
sensibles. 

Il y a 3 possibilités pour un agent infectieux d'être un cofacteur de l'infection HIVl : 

- augmenter le risque d'infection par HIVl, 

- augmenter chez un séropositif asymptomatique le risque 'évaluation vers le 
SIDA 

- être associé à des manifestations graves spécifiques mettant en jeu la vie du 
patient. 

L'EBV remplit manifestement la dernière condition; il n'est pas qu'un simple "pathogène 
opportuniste de plus" mais est associé, voire responsable, dans certains cas à des lym-
phomes malins non hodgkiniens "précipitant" le patient dans la maladie SIDA. Par contre 
aucune étude ne permet d'affirmer que l'EBV augmente le risque d'infection par le HIV et, 
malgré des arguments expérimentaux solides, son rôle comme facteur aggravant spécifique 
dans l'histoire naturelle de l'infection HIVl reste à démontrer. 
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IV 
CONCLUSION 
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Nous avons étudié les aspects de l'infection par le virus Epstein-Barr chez les patients 
contaminés par le virus de l'Immunodéficience Humaine de type 1 (HIVl). 

Les données de la littérature et une étude expérimentale personnelle effectuée chez 11 pa-
tients séropositifs pour le HIVl permettent trois types de conclusions : 

1 ) Le virus d'Epstein-Barr est plus souvent réactivé chez les patients HIVl positifs que 
chez les patients séronégatifs. Cette réactivation est soit asymptomatique et alors authenti-
fiée par des critères sérologiques et virologiques précis, soit responsable tout ou en partie 
de manifestations cliniques (leucoplasie orale chevelue, pneumopathie interstitielle lym-
phoïde, lymphome malin non hodgkinien). 

2) Les intéractions moléculaires entre les deux. virus montrent in vitro la possibilité pour 
l'EBV d'activer la replicati.on du HIV! mais le rôle de cofacteur in vivo de l'EBV dans 
l'histoire naturelle de l'infection par le HN reste à démontrer. 

3) Le rôle des différents types de virus Epstein-Barr (EBV1-EBV2) dans l'infection par le 
HIVl est en cours de caractérisation. 

VU et PERMIS DTMPRIMER 

GRENOBLE, le '14 Septembre 1990 

Le Doyen Le Prési&Jit de thèse, 

il 
Professeur Mrcoun 
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ANNEXEl 

Classification clinique de l'infection par le HIV chez l'adulte par le Cen-
ter for Disease Control. 

Groupe! 
Groupe II 
Groupe ID 
Groupe IV 

: Primo-infection 
: Infection asymptomatique 
: Lymphadénopathie Généralisée Persistante 
: SIDA et pathologies apparentées 

Sous-groupe IV A . Troubles généraux : il est défini par un ou plusieurs des signes sui-
vants : fièvre persistant depuis plus d'un mois, perte de poids involontaire de plus de 
lOp.100, diarrhée persistant depuis plus d'un mois, en l'absence d'autre pathologie que 
l'infection VIlI pouvant expliquer ces troubles. 

Sous-groupe IV B. Troubles neurologigues : il est défini par un ou plusieurs des signes 
suivants : démence, myélopathie, neuropathie périphérique, en l'absence d'autres patholo-
gies que l'infection VIH pouvant expliquer ces troubles. 

Sous-groupe IV C. Infections secondaires: 
Cl. Pneumonie à Pneumocystis carinii, cryptosporidiose chronique, toxoplasmose, stron-
gyloïdose extra-intestinale, isosporidiose, candidose (oesophagienne, bronchique, pulmo-
naire,), cryptococcose, histoplasmose, infection à Mycobacterium avium complex ou 
kansasii, infection à cytomégalovirus, infection rnucocutanée ou disséminée à virus 
Herpes simples, leucoencéphalopathie multifocale progressive. 
C2. Leucoplasie chevelue de la langue, zona touchantplusieurs dermatomes, bactériémie 
récidivante à Salmonella, nocardiose, tuberculose, candidose buccale. 

Sous-groupe IV D. Cancers secondaires: les malades de ce groupe sont caractérisés par 
une ou plusieurs des pathologies suivantes: sarcome de Kaposi, lymphomes non-hodgki-
niens (à petites cellules non clivées, sarcomes immunoblastiques), lymphome cérébral pri-
mitif. 

Sous groupe IV E. Autres pathologies : ce sous-groupe inclut les malades présentant des 
signes cliniques ou des affections n'entrant pas dans la classification exposée ci-dessus, at-
tribuables à l'infection Vlli et/ou traduisant une atteinte de l'immunité cellulaire. 



ANNEXE2 

SEROLOGIE ESPlEIN BARR DANS LE SERUM DES MALADES : 

RECHERCHE D"ANTICORPS ANTI-EBNA PAR : ....... NOFLUORESCENCE ANTI-COMPLEMTAIRE (ACIF) 

MATERIEL 

- Lignée RA.JI entretenue en RMPI 10%. de sérum de veau foetal sous 
C02 (en f 1 acon de 75 cm2) 

PREPARATION DES LANES 

La veille: 
- Changer le milieu de culture du flacon de 75 cm2 (centrifugation 

à 1.500 t/mn max., 5 mn) 
- Rajou~er 20-25 ml de RPM I à 20%. de sérum de veau foetal 
- Incuber à 37°C sous C02. 

Le jour: 
- faire une numération des cellules et une viabilité (qui doit 

â:tre supérieure à 95%) 
- Centrifuger à 1.500 t/mn, 5 mn) 
- Laver le culot cellulaire 2 fois en PBS 
- Préparer la suspension cellulaire à 2.5 mil lions de cel Iules/ml 

en PBS 
- Déposer (sous hotte) 10 microlitres de suspension par trou (lames 

à 18 trous) 
- Laisser sécher à température ambiante (sous hotte) 
- Fixer les lames 15 mn dans un mélange extemporané volume à volume 

d'Acétone et de Méthanol pur (MERCK), à +'-1°C 
- Conserver les lames à -70°C 

REACTION 

- D,é,comp l émenter les sérums (30 mn à 56°C) 
- Diluer les sérums en PBS 1/5, 1/20, 1/80, 1/320, 1/1280 
- Déposer environ 50 microlitres de choque dilution (en commencont 

par la plus grande), sur les frottis cellulaires. Incuber li5 mn à 
37°C en chambre humide. 

- Rincer les lames en PBS, puis les laver dons 2 bains successifs de 
PBS (5 mn chacun). 

- Déposer le complément humain à la dilution appropriée en solution 
de Earle. Incuber 30 mn à 37°C en chambn~ humide. 

- Mâ:mes lavages que précédemment. 
- Déoposer le conjugué (anti-C3 humain Hylond, dilué, au 1/10. 

Incuber 30 mn à 37°C. 
- M>Œmes lavages que précédemment. 
- Contre coloration: 5 à 10 mn dans de bain de bleu d'Evons 

(0.006%. en eau dis til 1 ée ). 
- Après rincage en eau distillée, monter les lames en Ghtcérol 

tamponné. 
- Lecture au microscope à U.V. à l 1objectif 20. 

'1 



ANNEXE3 

SEROLOGIE EPS1EIN BARR DANS LE SERUM DES MALADES : 

RECHERCHE D"ANTICORPS ANTI-YCA PAR lr.MJNOFLUORESCENCE INDIREClE 

MATERIEL 

- Lignée P3HR1 l gmphomateuse préa l ab 1 ement incubée 3 jours 
à 37°C sans C02. 

PREPARATION DES LANES 

Incuber le flacon à 37°C sous C02. 
Le jour de la préparation : 
- faire une numération des ce 11 u I es et une viobi 1 i té (bleu Trgpan) 
- Centrifuger à 1.500 t/mn, 5 mn 
- Laver le culot cel luloire 2 fois en PBS 
- Prép.arer lo suspension cel lui aire à 2.5 mil lions de cel Iules/ml 

en PBS 
- Déposer (sous ·hotte), 10 microlitres de suspension par trou 

(lames COOKE rouges à 18 trous) 
- Laisser sécher à t.empérature ambiante 
- Fixer 1 es 1 omes 10 mn en Acétone à +ll°C 
- Conserver les lames -70°C 

REACTION 

- Décomplémenter les sérums (30 mn à 56°C), cor les mâmes dilutions 
serviront pour 1 • EBHA 

- Oil uer les séorums en PBS (pH 7 .2) 1/5, 1/20, 1/80, 1/320, 1/1280 
- Déposer environ 50 microlitres de chaque dilution (en commençant 

por·la plus ·grande) sur 1e·s frottis cel luloires, incuber ll5 mn à 
37°C en chambre humide 

- Rincer les lames en PBS puis les lover dans 2 bains successifs de 
PBS (5 mn chacun) 

- Déposer le conjugué (onti-humain IgG, A, M, 1/80 en PBS, Institut. 
Pasteur). Incuber 30 mn à 37°C en chambre humide 

- Mâmes 1 avages que précéodemment, 
- Contre colorat.ion: 10 mn dans de bain de bleu d"Evans (0.006% en 

eau distillée) 
- Après rinçage en eau distillée, monter les lames en Ghtcérol tam-

ponné (9 vo 1 umes de G l gcéro I + 1 vo I ume de PBS) 
- Lecture ou microscope à U.V à l "objectif 20. 



ANNEXES4ET5 

SEROLOGIE EBY DANS LE SERUM DES MALADES : 

RECHERCHE DES ANTICORPS ANTI-EA PAR ltwMJNOFLUORESCENCE INDIRECTE 

Induction des cel Iules RAJI pour ! "expression des antigènes EA. 
Ajouter 1 microgramme de TPA (Phorbal 12, Myristate 13 Acétat.e, 
Sigma), por 20 ml d • une so 1 utïon de ce 11 u les RAJ I et 10 micro 1 i tt·es 
d'Rcide Butyrique (solution à 2M, Merck), par 20 ml de la solution de 
ce 11 u les. I ncubotion à 37° sous C02 pendant 3 jours. 

REACTION 
Lo préparat.ion des lames et leur lecture, est identique à celle 

effect.uée lors de Io recherche des anticorps VCA, mois on fixe égale-
ment des lames en Acétone-Méthanol. Lo lecture des lames fixées en 
Acétone va permettre la détection des onti EA O+R; la lecture des la-
mes fixées en Acétone-Méthanol dénature la composante R, et vo donc 
rëv~l~r uniquement les ontièorps EA D-. On déduit ensuite la compo-
sante EA-D ou EA-R majoritaire. 

RECHERCHE D"ANTIGENES EDNA., YCA., EA DANS DES CELLULES DES LIGNEES 

LYMPHOBLASTOIDES ETABLIES A PARTIR DU SANG DES MALADES. 

PREPARATION DES LANES 
La pr~porotion des lames est id_entique à celle effectuée lors de 

la sérologie d"Epstein Barr, à port le fait que les cellules fixées ne 
proviennent pas de lignées htmphomoteuses, mois de lignées lympho-
blastoïdes établies spontanément à partir du sang des malades. 

REACTION 
Lo détection des antigènes EBHA est effectuée selon la mâme mé-

thode que l o détection des anticorps (immunof l uorescence onti com-
p l émentoire ), mis à port le fait que l"on dépose sur les frottis cellu-
laires 50 microlitres d"ùn sérum anti EBHA de référence (dilué au 1/10) 
dons du PBS. Les résultàts- sont expr:1.1nés en pourcentage de cellules 

- - -
exprimant l "ontigène EBHA (% de cel Iules fluorescentes). 

La détection des antigènes EA· et VCA se fait selon lo mâme tech-
nique que la détection des anticorps, mis à pot·t que l "on dépose sur le 
frottis cellulaire 50 microlitr~s d"anticorps monoclonaux VCA ou EA 
(dilué au 1/10 dans du PBS). Le complexe antigène onticot·ps mo-
noclonaux est révélé par une antiglobuline humaine, conjuguée o la 
Fluorescé-ine. Les rèosul tots sont exprimés 
f I uorescentes. 
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Résumé: 

DOCTORAT EN MEDECINE 

LE VIRUS D'EPSTEIN-BARR CHEZ LES PATIENTS INFECTES 
PARLE VIRUS DEL'IMMUNODEFICIENCEDE TYPE 1 (HIV1). 

Patrice MORAND 

Après avoir rappelé les principaux aspects biologiques et pathogéniques 
de l'infection par le virus d'Epstein-Barr (EBV), nous avons étudié cette 
infection chez 11 patients contaminés par le virus de l'Immunodeficience 
Humaine de type 1 (HIVl); 

- L'infection à EBV est le plus souvent réactivé chez les patients 
HIV1 séropositifs. Cette réactivation doit être authentifiée par des 
critères biologiques précis : 

. augmentation de l'excrétion orale de l'EBV, 

. augmentation du nombre de lymphocytes B circulants infectés 
par l'EBV, 
. augmentation des titres d'anticorps dirigés contre les antigènes 
du cycle réplicatif de l'EBV (VCA, EA). 

- Cette réactivation peut entrainer des signes cliniques : lymphoproli 
férations B malignes, leucoplasie orale chevelue et pneumopathie in 
tersticielle lymphoïde. 

- Malgré des arguments expérimentaux importants, il n'est pas pos 
sible d'affirmer avec certitude le rôle de l'EBV comme cofacteur de 
l'histoire naturelle de l'infection à HIVl. 

Mots clés: EBV, HIV 




