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Introduction

La myxomatose est une maladie infectieuse, viralemoculable, a transmission
essentiellement vectorielle, qui touche avant teutapin européer®ryctolagus cuniculus
Elle est due au virus myxomateux, poxvirus du gdreporipoxvirus apparenté au plan
immunologique au virus du Fibrome de Shope. Eliédécrite pour la premiere fois en
1986, par Saranelli, comme une maladie mortellaatérisée par I'apparition de nodules,
appelés « myxomes », au niveau de la téte, de darréanogénitale et dorsolombaire,
généralement associée a des troubles respirateirea une blépharoconjonctivite, et
aboutissant a la mort de I'individu en une dizailegours dans les cas les plus graves.

Dans les années cinquante, face aux nuisancesesapage une surpopulation massive
de lapins de garenne, I’Australie décida d’utilievirus myxomateux comme moyen de lutte
biologique. En France, l'introduction du virus plar professeur Armand-Delille dans sa
propriété de Maillebois en Eure-et-Loire en 1952t & l'origine de l'apparition et de
'extension de la maladie dans toute 'Europe y posmla Grande Bretagne. Bien loin de
causer les désastres des premiéres épidémiesxtamatose évolue actuellement de maniére
endémique avec des micro-épizooties régionalesistrmieres. Elle reste néanmoins une des
principales causes de mortalité du lapin sauvagparicipe a la régression des populations
de lapins de garenne observée en France depuisemt&ne d’années.

L’épidémiosurveillance de la myxomatose, a lirtite de I'Office National de la
Chasse et de la Faune Sauvage (ONCFS), est réphsdes observations cliniques sur le
terrain, relayées par les fédérations de chass®, @ie par I'évaluation du statut sérologique
de lapins sauvages capturés.

Les lapins ayant réchappés a une infection saudagayxomatose restent seropositifs
pendant au moins 12 mois (Kerr, 1997) et on considae lors de multiples réinfections, les
lapins restent séropositifs a vie (Marchandeau aicBaut-Baralon, 1999). Cependant, on
connait peu le réle épidémiologique des lapins msitifs. Peuvent-ils déclarer une forme
atténuée de myxomatose et excréter du virus, lersémfection ? A partir de quel titre en
anticorps ? Nous avons donc étudié le comportewiantjue, sérologique et virologique de
lapins séropositifs apres vaccination vis-a-vis n@'uépreuve virulente sévere, et leur
eventuelle contagiosité en placant des lapins g@aiiis en contact étroit avec les premiers.

Apres une synthése bibliographique rappelant nowmnkes aspects cliniques et
épidémiologiques de la myxomatose, nous exposdesn®sultats de notre travail réalisé au
sein de 'TUMR 1225 & I'Ecole Nationale Vétérinadte Toulouse.
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|. Caractéres généraux des poxvirus et du virusomgateux

A. Classification

La famille desPoxviridaeest divisée en deux sous-familles dont les memihfestent

les vertébrés pour I'un€lordopoxvirinag et les invertébrés pour l'autiéntomopoxvirinag

La sous-famille de€hordopoxvirinaeest elle-méme subdivisée en 8 genres (tableau 1)

(Van Regenmortett al., 2000). Le virus prototype est le virus de la waecVACV), chef de

file du genre Orthopoxvirus Le virus myxomateux (MYXV) appartient au genre

Leporipoxvirus comme le virus du fiorome de Shope (SFV), ag€aonhal hyperplasie

fiboromateuse chez le lapin américain du ger@gvilagus Les membres du genre

Leporipoxviruset leurs hotes respectifs sont décrits dans ledal?.

Tableau 1: Classification de€hordopoxvirinagVan Regenmortett al., 2000)

Genre

Espéce type

Principales autres espéces

Orthopoxvirus

Virus de la vaccine (VACV)

Virus de I'ectromélie (ECTV)
Cowpoxvirus (CPXV)

Virus de la variole du chameau (CML
Virus de la variole du singe — rabbitpg
Virus de la variole humaine (VARYV)

)

Parapoxvirus

Orf virus (ORFV)

Virus de I'ecthyma contagieux
Virus de la stomatite papuleuse
Pseudocowpoxvirus

Avipoxvirus Virus de la variole aviaire Virus de la variole du canari
Virus de la variole du dindon
Virus de la variole du pigeon
Virus de la variole de la caille
Capripoxvirus | Virus de la clavelée Virus de la variole caprine (GTPV)

Lumpy skin disease virus (LSDV)

Leporipoxvirus

Virus de la myxomatose (MYXV)

Virus du fiborome de Shope (SFV)
Virus du fibrome du lievre
Virus du fibrome de I'écureuil

Suipoxvirus

Virus de la variole porcine (SWPV)

Molluscipoxvirus

Virus du Molluscum contagiosu(iOCV)

Yatapoxvirus

Virus tana (TPV)

Virus yaba (YTV)
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Tableau 2: Les membres du genkeporipoxviruset leur spectre d’héte

(Fenner et Fantini, 1

999)

Virus

Pathologie chez I'h6te naturel

Pathologie cheOryctolagus
cuniculus, lapin européen

Virus de la myxomatose
(MYXV)

Sylvilagussp. : myxome bénin
localisé

Myxomatose généralisée et
immunodépression

Virus du fibrome de Shope

Sylvilagus floridanus fibrome

Fibrome bénin localisé

(SFV) bénin localisé

Virus du fibrome malin du | Non déterminé Nodules dermiques,

lapin immunodépression généralisée
Virus du fiborome de Sciurussp. : fiboromes multiplesNon sensible

I'écureuil

Virus du fibrome du lievre

Lepussp. : Iésions cutanées
localisées

Fibrome bénin localisé

B. Structure

LesPoxviridaesont de forme ovoide, de dimension moyenne 4000xx200 nm (Van

Regenmorteétal., 2000) et sont parmi les plus gros virus animaannas.

Figure 1: Représentation schématique d’'un orthopoxvirtdV(la gauche et EEV a

droite en coupe) (Van Regenmorgehl., 2000)

tubules de surface

« corps |

core viral

atéraux »

enveloppe ou membrane externe

membrane de surface

nucleoprotéine

Plus d'une centaine de polypeptides entrent dansotaposition du virion des
Poxviridae représenté figure 1 (Vilagines et Vilagines, )9&dassiquement, on distinguait
au sein du virion des « corps latéraux », se ldgdans les cavités du core (Vilagines et
Vilagines, 1985).
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Pour certains auteurs, ces corps latéraux ne semue des artefacts de microscopie
électronique ne correspondant pas a une structtake \en tant que telle (Dubochet at,
1994) bien que d’autres réfutent cette théorie f{i@1$ et al., 2001). Des analyses en

cryomicroscopie ont montré qu’ils avaient une tégbhysique (Cyrklaff edl., 2005).

La nature et le nombre de membranes permettenstliegilier les poxvirus selon quatre
formes distinctes : les IMV (virions intracelluleg matures), les EEV (virions extracellulaires
enveloppés), les CEV (virions enveloppés associélm aellule) et les IEV (virions
intracellulaires enveloppés).

Les IMV sont formés dans le cytoplasme. On leuritate classiguement une seule
membrane, ce qui a été confirmé par des obsengatiormicroscopie électronique (Carnger
al., 2005). Les IMV représentent la tres grande migode la progénie virale, ils restent
séquestrés dans le cytoplasme et sont libéréslavgse de la cellule hote. Cette forme est la
plus résistante et serait adaptée au passagewudim héte a l'autre.

Une petite partie des IMV acquiert une double et supplémentaire dérivée de
'appareil de Golgi ou des endosomes et constigselEV. Ils migrent vers la surface
cellulaire grace aux microtubules du cytosquelettiisionnent avec la membrane plasmique
de la cellule héte. lls perdent ainsi leur envelgp plus externe et produisent la libération
d’EEV par exocytose. Une partie des virions, le8/Cést retenue a la surface cellulaire.

Les formes EEV et CEV, minoritaires au sein derlagpnie virale (de 1 a 30 % selon
les virus et les lignées cellulaires), sont donaci@risés structurellement par I'existence
d’'une membrane supplémentaire, I'enveloppe extgraerapport aux IMV. Cette enveloppe
leur confére des propriétés particulieres en tedmeeconnaissance des cellules cibles et de
protection contre les effecteurs du systeme imraireit(\Vanderplasscheet al., 1998). Les
CEV assurent l'infection des cellules de prochgmthe grace a une queue d’actine qui se
forme en dessous d’eux. Les EEV constituent unmdotde dissémination virale sur de plus
longues distances (Smithadt, 2002).

Les membranes sont constituées de phospholipidiss @totéines dont certaines sont la

cible d'anticorps produits au cours de l'infectiale.

Le core abrite le génome viral, constitué d'uneénde unique d’ADN linéaire double
brin. La taille de 'ADN varie de 130 a 375 kpb ddensemble de la famille (Moss, 2001).
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L'organisation générale du génome est commune saléstPoxviridae (figure 2): on
distingue une région centrale trés conservée audsen genre, contenant les genes essentiels
pour le cycle viral, et des régions terminales té&ge inversées (ITR) de 10 a 15 kbp, codant

essentiellement pour des facteurs de pathogéiiMiiss, 2001).

Figure 2: Représentation schématique du génome viral Ri®ssiridae (modele :
VACV). ITR : Répétitions inversées terminales (Femet Fantini, 1999 )
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Le virus myxomateux mesure 290 x 230 x 75 nm. liketale son génome est de
161773 pb. Sa structure génomique a été d’aborié&tipar Russell et Robbins, au travers
d'une étude des profils de restriction de 3 souchedes (Russell et Robbins, 1989). Un
séquencage fragmentaire de certaines zones diindérégénome a ensuite fait place au

séquencage complet de la souche Lausanne du @Gamseroret al, 1999).

C. Cycle réplicatif

Le cycle réplicatif des poxvirus a été étudié etaitléet a I'échelle moléculaire en
prenant le virus de la vaccine pour modéle. Ceecywd déroule intégralement dans le

cytoplasme de la cellule hote et sa durée esthlar{d2 a 24 heures pour le VACV).

1. L'entrée du virus dans la cellule

Plusieurs mécanismes de la pénétration des poxdans les cellules cibles ont été
proposes.

L’hypothése la plus généralement acceptée estajpenétration des IMV se fait par
fusion membranaire. Des images de microscopie réldque démontrent d’ailleurs la
continuité des membranes virale et cellulaire (@agt al., 2005). Les IMV déclencheraient
un signal intracellulaire a l'origine de protrussomembranaires actiniques, essentielles pour

la pénétration dans la cellule (Loclegmal., 2000).
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Les mécanismes d’entrée dans la cellule des EEVpos controversés. Selon certains
auteurs, les EEV pénétreraient par endocytoseratesé pris en charge par des vésicules
intracellulaires. Le pH acide des vésicules indtiila rupture de I'enveloppe externe et le
core serait libéré par fusion de la membrane deg Hvec celle des vésicules (Ichihashi,
1996, Vanderplasschent al., 1998). Un autre mécanisme est proposé, sur lsesba
d’observations en microscopie électronique. La nramd des EEV se romprait au contact de
la membrane cellulaire, et resterait a I'extéridarla cellule. La particule IMV ainsi libérée

pénetrerait par fusion membranaire, comme décdessus (Cartest al, 2005).

Concernant I'entrée du MYXV dans la cellule, desgies en microscopie électronique
(Duteyrat efal., 2006) semble confirmer le mécanisme d’entrée=des par rupture préalable
de l'enveloppe et entrée des IMV (Carterr al, 2005). Des images d’endocytose et de

macropinocytose sont également rapportées (Duteyaht 2006).

2. L’expression des genes viraux et sa régulation

Le cycle se déroule entierement dans le cytoplasimela cellule infectée. Les
Poxviridaesont, avec le virus de la peste porcine africdageseuls virus a ADN connus qui
synthétisent leur ARNm dans le cytoplasme, et dont quasi-autonomes pour les processus
de réplication et de transcription qui ont habitreent lieu dans le noyau. lls codent leurs
propres enzymes et facteurs de transcription.

L’expression des géenes est séquentielle ; on distiminsi les génes précoces, transcrits
avant la réplication du génome viral, des géenesrimédiaires et tardifs qui sont transcrits
apres. Une méme ARN polymérase a 9 sous-unitagtiksée pour la transcription des trois

types de genes (Broyles, 2003).

a. Expression des génes précoces

Dans les minutes qui suivent I'entrée du virus dénscellule, l'activation de la
machinerie transcriptionnelle permet la synthe#eR#Nm précoces, coiffés et polyadénylés,
représentant environ la moitié du génome (BullerPatumbo, 1991). La synthése des
premiers transcrits se fait au sein du core, dd’'al’enzymes virales, présentes dans le virion.
Les transcrits s’échappent ensuite par des pofassarface du core et sont traduits via les

ribosomes cellulaires.
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Les enzymes impliquées dans cette phase sont umé pdRymérase, un facteur de
transcription précoce, une polyA polymérase, aigge des enzymes de coiffe et de
méthylation. Parmi les génes exprimés précocemartrouve ceux codant pour les protéines
impliquées dans la réplication de I’ADN, la biody&se des nucléotides et la transcription des

genes intermeédiaires.

b. Réplication du génome

Apres désintégration du core, '’ADN devient acdalgesaux enzymes. La réplication de
'ADN se déroule de fagcon autonome dans le cytopiasie la cellule infectée, a l'aide
d’enzymes d’origine virale exclusivement. L’ADN &lrnu s’associe aux membranes du
réticulum endoplasmique (RE) qui I'enveloppent pfmumer un compartiment dans lequel la
réplication s’initie (Mallardeet al, 2002).

Au début du cycle, la boucle de chaque télomeréAd@N viral est coupée par une
endonucléase spécifique. Les téloméres poxviraux, quar analogie aux chromosomes
eucaryotes, des séquences d’ADN non codantes sitweextrémités de la molécule linéaire
d’ADN viral. C’est dans les téloméres qu’ont liede toute évidence, linitiation et la
terminaison de la réplication (DeLange et McFadded90). Néanmoins, il ne semble pas
exister d’origine de réplication spécifique. Pertdanréplication de I'ADN, plusieurs unités
génomiques linéaires se juxtaposent au niveau dksnéres viraux et forment des
concatémeres de haut poids moléculaire, considéréme des intermédiaires de réplication.
Les concatémeres sont ensuite transformés en nedéalADN matures qui seront

incorporées dans les particules virales, en fiprdeessus infectieux.

c. Expression des genes intermédiaires et tardifs

Une régulation en cascade permet d’assurer d’dadrdnscription des génes précoces,
puis la transcription des genes intermédiaires aetrdplication du génome, et enfin
'expression des genes tardifs.

Les ARNm intermédiaires et tardifs sont en géngliad longs que les ARNm précoces.
La transcription de ces géenes nécessite la syntti@seovode I'ARN polymérase. Elle
requiert également la participation de protéinetadeellule hote. Les génes intermédiaires et
tardifs codent des protéines participant a la mogphese et 'assemblage des virions, ainsi

gue des protéines nécessaires a la transcriptogeatees précoces (Rosel et Moss, 1985).
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3. L'assemblage et la maturation des virions

Les virions s’assemblent dans des régions circaasalu cytoplasme, identifiables en
microscopie électronique. Ces sites, appelées anmes, apparaissent 4 a 5 heures aprés
l'infection. Des membranes virales commencent paascumuler. Ces membranes seraient
synthétiséesle novo,dériveraient des membranes du compartiment intdeinédentre le
réticulum endoplasmique et l'appareil de Golgi @bt al., 1993) ou résulteraient de la

fusion de petites vésicules issues d’organitesilegles (Traktman et al., 2000).

Apres incorporation de la nucléoprotéine et maiomaties IMV sont formés. Certains
s’entourent d'une double enveloppe supplémentaievée de l'appareil de Golgi et se
dirigent vers la surface cellulaire grace aux mniidoales. lls fusionnent avec la membrane
plasmique et perdent leur enveloppe la plus exteooe libérer des EEV et CEV (Smithadt,
2002). Les CEV restent accolés a la membrane aglulpuis sont repoussés par une
microvillosité actinique qui se développe sous ébmith etal., 2002). D’autres extensions
cellulaires (ponts cytoplasmiques, filopodiums, sges villosités) permettent aussi la

diffusion des particules virales enveloppées diellech cellule (Duteyrat tl., 2006).
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[I. Etude systématique de la myxomatose

A. Généralités

La myxomatose est une maladie du lapin europ@eyctolagus cuniculusElle est
systémique, rapidement létale dans sa forme classt se caractérise par I'apparition sur
animal de lésions cutanées mucoides, nhommeés mgsgodont la premiere description
remonte en 1896 a I'Institut d’Hygiéne de Montewide

Les hétes naturels du virus myxomateux sont leisisagméricains du gen&ylvilagus
Chez ces animaux, la maladie est bénigne (fibrootané uniquement) et il n'est relevé
aucune immunodépression générale. Il semble airsiegvirus myxomateux ait « sauté » une
barriere d’espéce pour provoquer chez le lapin peo cette maladie fulgurante,
accompagnée d'un tableau clinique trés caractguistd'immunodépression généralisée avant
la mort de I'animal (Fenner et Ratcliffe, 1965). ieus myxomateux est devenu un exemple
de virus ayant réussi une adaptation totale a wveiohote, le lapin européen, et peut
désormais étre transmis en@eyctolagus cuniculugn I'absence totale de son héte naturel.
La transmission du virus se fait essentiellementr@dmiere vectorielle par I'intermédiaire
d’arthropodes piqueurs, vecteurs passifs.

Ce virus reste la seule arme biologique utiliségoun officiellement pour détruire une
population de vertébrés a l'échelle d’'un contineBh effet, le virus a été introduit
volontairement en Australie en 1950 pour élimines lapins, responsables de dommages
agronomiques, écologiques et économiques considéralans le pays. Il a été introduit,
volontairement en France en 1952 et a rapideméahisé I'Europe. Au cours des premieres
annees, le virus s’est propagé trés rapidemenr@roguant des épizooties catastrophiques,
décimant 99% des individus et mettant en périplgsulations de lapins de garennes.

Par la suite, la maladie a fait place, progresserima une forme enzootigque, ponctuée
de micro-épizooties régionales et saisonnieressiAsur le plan clinique, aux formes aigués,
rapidement mortelles, se sont surajoutées des $orsgbaigués et atténuées, non
systématiqguement mortelles et génératrices d'imtayfoss, 1972).

Lorsque ce phénomene est observé pour la premodéseeh Australie, Fenner et
Marshall (1957) proposent de grader la virulence sleuches de virus, selon un systeme
arbitraire dépendant du taux de mortalité maisialissgemps moyen de survie des animaux
(tableau 3).
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Tableau 3: Critéres de gradation de la virulence des saudleevirus myxomateux
(Fenner et Fantini, 1999)

Grade de virulence Taux de mortalité (%) Temps malgsurvie (jours

I > 99 <13

Il 95-99 14-16
1l 70-95 17-28

lla 90-95 17-22

b 70-90 23-28
vV 50-70 29-50
\Y <50 -

Ainsi, les souches de grades | sont des souches\hggdentes (souche type Lausanne)
tandis que les souches de grade V sont des souokesatténuées, les autres étant

intermédiaires.

B. Symptomatologie de la myxomatose chez le lapiomeen

Les caracteres clinigues généraux de linfectionxonyateuse sont définis par
lapparition de proliférations dermigues abondantest exsudatives, appelées

« pseudotumeurs » 0U « myxomes ».

Les formes cliniques se diversifient, & mesure’'aecienneté du processus dans une
région ou un pays, selon une forme aigué&, une faubaigué et une forme atténuée. Aprés
guelques années d’épizooties aigués en Austradia Burope dans les années 50, I'apparition
progressive des formes cliniques subaigués etwtéandécoule a la fois, de I'apparition de
souches virales moins virulentes (Fenner et Fanti®®9) et de la sélection de lignées de
lapins plus ou moins résistantes (Marshall et Dasigl961 ; Ross et Sanders, 1977 ; 1984).

Les formes cliniques classiques coexistent depidébut des années 80 en Europe,
avec des formes cliniques atypiques caractérisgebapsence de pseudotumeurs cutanées et
par un hyperpneumotropisme apparent, on parle mgxematose amyxomateuse » ou de

« myxomatose respiratoire » (Marlier et Vindevod®96 ; Marlier etll., 1997).
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L’incubation s’étend en moyenne sur 5 a 8 jourssn@eut exceptionnellement se
raccourcir a 2 jours ou se prolonger jusqu’a 18ga@n fonction du mode de contamination et
de la virulence de la souche concernée (Joubatt, €i972).

1. Forme aigué

Cette forme est généralisée, exsudative, graveodehe, épizootique. Elle correspond
aux formes cliniques observées sur les populafraichement infectées, comme en Australie
et en Europe au début des années 50, en raisanpiEne réceptivité de I'héte et de la haute
virulence du virus. Elle est associée aux souchedes de degrés | et Il de virulence

maximale (exemple : souche Lausanne).

Les prodromes de linfection, éphémeres et peuifgigtifs passent généralement
inapercus : les mouvements sont plus lents, lésxed de fuite émoussés, le pelage marque

une horripilation généralisée, annonciatrice dedaition des tuméfactions cutanées.

Les phases évolutives de la maladie découlentabadidations initiales infligées par la
piglre contaminante, suivies de la généralisatamutaire pseudo-tumorale.

La phase de début, oculaire et céphalique, setéaisgcpar une blépharo-conjonctivite
intense, bilatérale, contemporaine d’'une Iésiorarmég érythémateuse au site d’inoculation
progressant en une lésion oedémateuse, le « mypdmaire », qui peut atteindre plusieurs
centimétres de diametre.

Le larmoiement discret au début, s'intensifie pesgivement et mouille abondamment
les joues de l'animal. Les paupieres sont congesfes et cedématiées, la muqueuse
conjonctivale s’injecte et se parseme de phycteireepalpation de la région orbitaire décele
une grande sensibilité et déclenche des mouvendentiefense contre la douleur. En un ou
deux jours, la région zygomatique et nasale seurgeod’une sérosité limpide, qui devient
franchement purulente et agglutine les poils dadea en plaques feutrées ou cartonnées. Les
paupiéres sont rapprochées, tumeéfiées, épaissigiuis la paupiére supérieure dont
linfiltration diffuse peut atteindre la taille dhe noisette. Les paupieres se soudent ensuite
par le muco-pus. Des cette période les animaux aggsv devenus aveugles errent
misérablement en plein jour hors de leur terriessdemeurer au gite. Leur odorat, fortement
diminué par ',edéme des narines et le jetage muabgn, leur permettrait cependant

d’emprunter les coulées habituelles menant a &uet.
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La phase d’état est marquée par les localisatiansgénitales sur I'anus et la vulve
chez la femelle, sur I'anus, le scrotum et le feaur chez le méle. Un cedeme inflammatoire
nettement circonscrit apparait, la région deviasge, puis rougeatre et turgescente, enfin
vineuse, liliacée et noiratre.

Chez le male surtout, les Iésions sont tres réwedat Le scrotum, épaissi, offre une
saillie bien délimitée sur les parties voisined @thite-vaginalite s’installe rapidement. La
soudure des deux feuillets de la séreuse vagif@ease a I'action du puissant crémaster qui,
chez cette espéce, permet normalement la dissioulaiira-abdominale des testicules a la
moindre alerte. L’'organe demeure donc extérieurpdipation aisée et douloureuse. Le
prépuce est cedématié, la balanite notable, le giénmbsé, le paraphimosis important et tres

douloureux.

La phase terminale correspond aux pseudotumewaaées qui apparaissent 3 a 5 jours
aprées le début de la clinique. Elles signalent dadiépharo-conjonctivite et les Iésions ano-
génitales la généralisation du processus. En dpeirsts du corps, se révéelent des nodules
hémisphériques, régulierement bombés, dont le nerdirvariable, de 3 a plusieurs dizaines.
La dimension de ces pseudotumeurs myxomateusdke akzia taille d’'un pois a celle d’'une
amande ; grossierement hémisphériques ou plus dnsnaplaties, elles sont d’autant plus
volumineuses que la maladie se prolonge : ellesrgrgualors devenir cohérentes et/ou
confluentes. Leur consistance est a la fois fertmdasstique ; elles ne paraissent ni chaudes,
ni douloureuses et demeurent adhérentes au revé@teatané.

La répartition des myxomes est irréguliere : quelqgis généralisées, les lésions se
situent le plus souvent sur la téte, le dos, Ie¥kes et a I'extrémité des membres.

A la téte, les pseudotumeurs siegent surtout sumfeilles, a la base de la conque
auriculaire et au bord antérieur du pavillon, maissi sur la face, le museau, le nez, le
menton. La confluence des lésions déforme alorspt&iament les régions labiale, jugale,
palpébrale, mentonniére, auriculaire, qui deviehnieggulierement bosselées, conférant a
'animal une allure monstrueuse et repoussantefatieés de I'animal devient « [éonin » en
raison de la boursouflure des joues et de I'aatieent apparent du céne nasal. La dyspnée
est intense, en raison de I'obstruction plus ounsiecomplete des narines, et se traduit par un
cornage révélateur.

Le long de I'épine dorsale, les myxomes peuventréig de part et d’autre de I'échine
amaigrie et saillante, deux cordons irrégulierssetes, polycycliques déformant la silhouette

de I'animal.
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A l'extrémité des membres, les myxomes peuventé&eldpper en grand nombre et
engainer littéralement le métacarpe et le métatarseemodeler les contours, sans dépasser la

limite supérieure des articulations du grassetietalide.

Enfin, la palpation des nceuds lymphatiques explesalévélent une polyadénite
symétrique et généralisée.

A cette période, l'animal demeure tapi dans un cd@& sa cage ou traine
lamentablement dans la campagne surtout sur ldesrai les parties découvertes, il perd
l'instinct de la prudence et de la conservation fuie pas a I'approche de ’'homme ou du
chien et se laisse aisément rattraper a la colrseat général est profondément altéré,
souvent fébrile en raison des surinfections bamées. L'appétit a disparu, 'amaigrissement
rapide se transforme en cachexie avec une véritabte musculaire, exprimée par la saillie

de I'échine et des régions osseuses.

La phase terminale se déroule alors tres rapidemantnort survient assezte aprés
une prostration compléte. La cause précise de ta mest pas totalement éclaircie et differe
selon les auteurs. Les surinfections bactérienada dphere respiratoire, dues le plus souvent
a des Pasteurelles profitant de 'immunodépressont souvent invoquées (Marliet al,
2000b). Cependant, dans les cas ou les lapinsagieimts de maniére aigué, ils semblent que
les lésions pulmonaires soient superficielles (KerrMcFadden, 2002). D’autres auteurs
evoquent I'asphyxie causée par I'obstruction cotepties narines (Joubet al, 1972), mais
la encore, ceci ne peut expliquer complétementde des lapins infectés de maniére aigué.

L’évolution de la forme aigué est mortelle en 6 @s apres le début des symptomes
soit une douzaine de jours aprés la contaminatcmtte période peut étre raccourcie

notamment chez les lapereaux, tres sensibles.

2. Forme subaigué intermédiaire

Les lésions encore nombreuses, essentiellementalofyds, apparaissent moins
exsudatives. Souvent les oreilles, alourdies panhme élevé de myxomes, s’inclinent puis
restent tombantes et immobiles.

Méme si la mort est encore fréquente, la survigpedbngée (15 jours a 3 semaines), et
la guérison spontanée peut méme intervenir dantimcercas. Cette forme demeure

frequemment enzootique et correspond au degré Nirdilence.
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3. Forme atténuée

Cette forme d’évolution prolongée est localiséey eesudative, bénigne et autocurable.
Elle autorise a la fois la survie des lapins, leali@ppement d’'une immunité post-infectieuse
solide et durable et la reconstitution des popotetides garennes. Ces souches correspondent
aux degrés de virulence IV et V mais peuvent acascerner des souches de degré Ill chez
des lapins immunisés ou porteurs d'un certain ddgnésistance innée.

Coincidant avec un excellent état général et lentiea de tous les réflexes instinctifs,
des pseudotumeurs limitées apparaissent avec dasteras tres différents de ceux des
lésions aigués. Leur nombre est faible et n’excpds une dizaine. La dimension des
myxomes est toujours restreinte, ne dépassantephjs souvent, la taille d’un pois, et leur
consistance, d’abord molle, devient trés fermedqioesla cicatrisation se développe. Les
|ésions se sclérosent et leur périphérie se gdeniroltes trés adhérentes. Leur répartition est
essentiellement céphalique et métatarsienne, léslem s’observant rarement dans la région

dorsale.

Le caractere morphologique des pseudotumeursesstdriable et offre une gamme tres
nuancée, selon le stade évolutif et la virulens@télle du virus en cause.

Au stade initial de formation nodulaire, les psdudteurs peuvent de facon tres
irréguliére, revétir un aspect légerement exsudatifis ne montrent aucune tendance a
'extension locale et régionale. Quelquefois, seutkes Iésions urticariennes, noueuses,
circonscrites et nettement délimitées sont visiblekes peuvent étre protubérantes et bien
délimitées ou, au contraire, beaucoup plus rédyilates et ombiliquées.

Au stade ultérieur d’encrodtement, puis de déctiostaelles se densifient, prennent une
coloration noiratre, perdent entierement leur deérac exsudatif, et se recouvrent d'une
carapace épaisse et foncée au centre, pellicdtianslucide a la périphérie. Peu a peu, la
Iésion régresse, les croltes se fragmentent aftaeteent pour laisser subsister un nodule trés
restreint et tres densifié.

Au stade terminal de cicatrisation, ne subsistéud gue des dépilations en regard de
chaque lésion initiale, persistant pendant plusiemois. Le pelage est ainsi tacheté
d’alopécies, qui disparaissent ensuite, combléeapéourrure de régénération.

L’évolution réclame deux a huit semaines, parfogvahtage, pour s’accomplir en

totalité.
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Certaines formes cliniques atténuées atypiqueséténiotées.

La formemono-nodulaire abortivee révéle qu’'un seul nodule autocurable, d’évoluti
relativement rapide et n’entrainant qu’un staddéjglation éphémere.

La formenodulaire cratériforme sans doute liée a une réaction d’hypersensipgiee
caractérise par une lésion nécrotique d’évolutimis pu moins rapide selon I'importance des
surinfections bactériennes locales. Elle pourrdie &lue a une réinfection ou a une

surinfection spécifique (Joubertadt, 1972).

4. Myxomateuse « amyxomateuse »

Ces nouvelles formes de myxomatose, présentées wansremier temps en tant
gu’accidents vaccinaux dus a l'utilisation de ladwe SG33 en élevages intensifs (Brualgt
1981), ont été constatées par la suite en éleveapiionnels et chez les lapins de garenne en
France (Joubert etl., 1982 ; Arthur et Louzis, 1988), puis dans devades en Belgique
(Marlier et Vindevogel, 1996). Les souches diteamyxomateuses » présentent des
variations instables de virulence similaires a exlides souches classiques. Elles se
caractérisent par un réel hypo-ectodermotropisiaatalaussi bien dans les formes aigués
gu'atténuées, jusqu'a l'absence de myxomes, et papparence relative d'un
hyperpneumotropisme (myxomatose « respiratoirausfpgt dans les formes atténuées, trés

souvent compliquées de bactérioses pulmonairebéioetal,. 1982).

La présence du myxome primaire désignant le poiimbcllation est constante. I
apparait sous la forme d’'une macule congestive jonirs aprés inoculation, puis d’'une large
papule rougeatre (Marlier at. 1997). Les premiers signes cliniques générauxrapgsent 8
jours aprés inoculation pour la souche amyxomat®iég 555/94 étudiée par Marlier et al.
(1997) et se traduisent par des conjonctives rdtegeét cedématiées avec de la photophobie
et du jetage séreux.

Les animaux présentent ensuite une forte dyspregeraioire associée a un abondant
jetage séromuqueux, des conjonctives rouges forteaeématiées, un épiphora séreux et un
gonflement des paupieres pouvant aller jusqu’aetenéture de I'eeil. Ces Iésions évoluent
ensuite vers un épiphora et un jetage mucopurulems tuméfaction du scrotum et de I'anus
est présente mais d’apparition plus tardive que fEsusouches classiques. Elle apparait ainsi

au quatorzieme jour apres l'inoculation.
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La difficulté du diagnostic liee a I'absence deidés pathognomoniques fait que la
présence de la maladie peut passer inapercue datens élevages. Ainsi, une étude
effectuée dans 16 élevages intensifs considérémmneds de myxomatose sur la base de
I'absence de signes cliniques nodulaires typiquesitre que la séroprévalence moyenne est
de 55 et 38 % respectivement chez les lapines stlalgereaux de chair. De plus, la
séroprévalence en anticorps myxomateux est plvgeldans les élevages confrontés a des
pathologies respiratoires récurrentes ou a desleswigestifs par rapport aux élevages sans
probleme (Marlier eal., 2001).

C. Lésions macroscopigues de myxomatose

Les lésions principales sont constituées par lesiqigumeurs myxomateuses, Soit
aigués trés exsudatives, soit atténuées, peu drsmglarapidement densifiées, crolteuses,
génératrices, aprés décrustation, d'une dépilawnlongée. Les « myxomes » sont
hémisphériques, mal délimités, enchassés dansd&sa de la peau et non énucléables. Leur
consistance molle et élastique ne constitue qupaiséissement dermique imprécis et mal
délimité. Leur bilatéralité est constante.

A la coupe, le tissu du « myxome » aigu est unifgrhromogeéne et translucide, brillant,
de coloration rose-grisatre ou franchement rougesdton le degré de vascularisation de la
Iésion. Apres quelques instants, la section desantulente, miroitante et laisse sourdre un
léger exsudat limpide, jaune ou rose. Le myxomeaigubprésente un tissu plus dense, a
centre dur, peu ou pas exsudatif, surmonté en gédéme crolte noiratre (Joubert &t
1972).

Les Iésions accessoires viscérales confirmentriargésation de la multiplication virale
au sein de la plupart des organes internes. Les\@osi sont souvent congestionnés avec des
hémorragies ponctuées du parenchyme pulmonaireetuefois de la trachée, des grosses
bronches et des bronchioles. Le foie peut recésrzdnes congestives ou dégénérées. La rate
est hypertrophiée, de couleur foncée et boueuseaulpe.

Les noeuds lymphatiques, réactionnels, congestiorgiésucculents, montrent des
Iésions superposables aux Iésions spléniques gémrg une virulence préférentielle du virus
myxomateux vis-a-vis des cellules réticulées nikst de méme du thymus.

Les testicules sont congestionnés et hypertrophétgs Iésions s’associent a celles des

organes génitaux externes (balanite, paraphim@gassissement scrotal, nécrose du gland).
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Lors de guérison, les séquelles d’orchite maisiadssnétrite et de salpingite, sont
responsables d’'une baisse considérable de fécocliitg les sujets des deux sexes et d'un
retard a la régénération des populations a pads dnimaux rescapés des épizooties

antérieures (Joubest al. 1972).

Le mécanisme de la mort demeure obscur car les en@rau niveau des organes
prioritaires ne révélent ni des lésions incompeasibhvec la survie, ni de fortes résorptions
toxiques dues aux altérations tissulaires et m&awgipues, sauf pour les souches
californiennes qui causent une atteinte considérdblsysteme nerveux central (Joubetl gt
1972).

Pour les formes amyxomateuses, les complicatiosp@regoires bactériennes semblent
plus frequentes notamment lorsque I'évolution s@gmge (souches atténuées) ou dans de
mauvaises conditions d’hygiene (élevages intensig)si, les examens bactériologique et
anatomopathologique confirment des Iésions de oatijote et de rhinite aigués séreuses
évoluant vers une blépharoconjonctivite et une itdinaigués mucopurulentes par
complications bactériennes. De méme, les poumoéseptent des lésions de congestion
passive et d’hépatisation rouge des lobes apicaaxrespondant a une pneumonie
interstitielle aigué évoluant vers une bronchopnanim alvéolaire aigué par complication
bactérienne (Marlier &tl., 1997).

D. Pathogénie du virus myxomateux chez le lapilogéen

Le devenir de l'infection d'un sujet réceptif, edéterminée par trois facteurs: la
sensibilité de I'hote (espéce, lignée, age, indiyidinfectiosité et la dose virales et enfin les
modalités de contagion et de pénétration du virasensibilité de I'héte tient, tout d’abord, a
I'espece puisqueu’Oryctolagusest incomparablement plus sensible que les aaggsaces.
Elle tient aussi de la lignée car certaines ligr&agerent spontanément plus résistantes que

d’autres et aussi a I'age car les lapereaux sdotellement plus sensibles que les adultes.

Bien que le virus suive la méme évolution cheztehguelque soit le degré de virulence
de la souche, celui-ci détermine la durée incltmt&lle est de 3 & 7 jours pour une souche
pleinement active, de 4 a 9 jours pour une méme desvirus atténué. D’autre part, la dose

infectante doit étre suffisante et dépasser ld deunultiplication locale initiale.
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Dans la nature le mode de contagion ultra-majogitast la voie vectorielle par
l'intermédiaire de la piqare d'un arthropode infecta voie de pénétration principale est
donc l'injection intradermique.

Apres un repas sanguin, I'arthropode piqueur pemmevirus myxomateux d’infecter
directement les cellules du derme, majoritairermentcellules dendritiques, exprimant le
CMH-II. Il est clairement établi que ces celluleprésentent le site primaire de réplication du
virus myxomateux (Beset al, 2000). Le point d’inoculation correspond donc saie¢ de
multiplication primaire du virus.

Vingt-quatre heures apres inoculation, le virus éStectable au niveau des noeuds
lymphatiques drainant le site d’inoculation. A ce&veau, le virus myxomateux infecte
majoritairement les lymphocytes T du paracortex mdeud lymphatique entrainant une

réduction massive du nombre de lymphocytes T avean (Best eal., 2000).

Une virémie initiale est détectable a partir duj@ur et devient responsable de
linvasion de l'organisme tout entier, principalamée poumon, la rate, les testicules et la
peau (site majeur de dissémination, comme la peripicautres sites cutanéo-muqueux), et de
la bilatéralité des Iésions. Ainsi, alors que Eafion demeure encore totalement silencieuse,
le virus est présent dans le sang, les tissus @trtgnes, les sécrétions ou les excrétions et le
sujet devient contaminant pour ses congénéeresuetig®vecteurs.

Le virus n’est pas retrouvé dans le sérum mais darieaction des globules blancs
(Fenner et Fantini, 1999), ce qui est certaineraemettre en relation avec la prise en charge
des virions par les macrophages tissulaires (esllimpliquées dans la dissémination
systémique). Le virus myxomateux se réplique damsdes lymphocytes et les macrophages,
cellules exprimant le CMH-II, et le dysfonctionnamede ces cellules-clés du systeme

immunitaire explique le tableau général d'immunaé@dpion caractéristique de la maladie.

Le mécanisme d’apparition du myxome primaire d&ss2 a 3 premiers jours semble
mettre en jeu, comme le suggérent les lésions i@semveuses du derme, des phénomeénes
d’allergie non spécifique, peut-étre responsablaes Ipntermédiaire des fibroblastes, du

volumineux cedeme myxoide. La lésion est toujouectante pour le moustique vecteur.

Le 5 jour suivant I'inoculation, la multiplication durus s’accroit dans I'organisme et
apparait alors la conjonctivite contemporaine @pparition du virus dans les liquides de

lavage de la muqueuse oculaire.
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Le 6 jour environ, les manifestations précoces de légaisation secondaire de la
myxomatose se traduisent par I'éruption de réswgeses Iésions, constituant la triade
classique de la blépharo-conjonctivite, de I'cedemmo-génital et des « myxomes »
secondaires » répartis sur le corps.

Tous les tissus et organes internes sont des jeuB le siége d’une augmentation
croissante du titre viral aux sites de multiplioatimésenchymateux internes: noeuds
lymphatiques, rate, foie, poumons, surrénales,eégaht coeur et reins ou coexistent des
Iésions spécifiques et des altérations non spéesigle stase et d’cedeme.

Au cours des derniers stades, les symptomes slaggrala multiplication virale
s’accroit pour atteindre des titres maximauxi@®le § jour et baisser ensuite peu avant la
mort qui survient donc en 10 jours environ avec @drs dincubation et 7-8 jours
d’expression clinique, pour les formes aigués.

Dans les formes subaigués et atténuées, la séqdesaa/enements et le calendrier du
processus demeurent grossierement identiques, pastda période d’incubation et la phase
terminale qui sont allongées. Pour les souchesaiss, la virémie est tres transitoire, la
multiplication virale et la généralisation sont mointenses, I'atteinte organique est plus lente

et étageée.

La guérison définitive ne parait pas entrainer ddgage latent ni d’excrétion virale
tardive. Ce qui signifierait que les sujets guérsdoivent pas étre considérés comme un
réservoir de virus. Cependant certains auteursviédrune recrudescence de signes cliniques
suite a une immunodépression et la possibilitéraesmettre expérimentalement le virus a
partir des paupieres (Williams ak, 1972). Lors d’infection par une souche amyxomsgeu
le virus actif peut étre retrouvé dans les testisylisqu’a cent jours apres infection (Marlier et
al., 2000a).

E. Réponse immune suite a une infection par lesvinyxomateux
1. Mise en place de la réponse immune
La mise en place de la réponse immune contre (es vityxomateux commence avec

I'infection par le virus des cellules dendritiqueans le derme, et des lymphocytes T au

niveau des nceuds lymphatiques drainant.
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Les lapins développent des IgM et IgG contre lausuirSi ces anticorps peuvent
neutraliser le virus, il apparait qu’ils ne proteg@as les lapins de la mort, comme en
témoignent des expériences d’immunisation passiee ane mortalité observée de 17 lapins
sur 20 apres transfert d’'un sérum contre le virygamateux, puis épreuve virale (Fenner et
Marshall, 1954). De plus, les vaccins a virus ivést n’ont pas permis de protéger les lapins
contre la myxomatose, alors méme que des antiagtgient produits (Fenner et Ratcliffe,
1965), ceci au contraire des vaccins a virus afi&ngui eux, sont bien protecteurs.

Ces données suggerent que si des anticorps paggzigieuvent conférer une relative
protection, en tout état de cause, les anticorgsldgpés au cours de la maladie ne sont pas
une donnée-clé dans la survie des lapins. La ré&pansédiation cellulaire est donc plus
importante que la réponse humorale dans le condlénfection par le virus myxomateux.

En effet, la virulence du virus dépend essentiedl@imde linfection des cellules
initiatrices de la réponse immunitaire a médiati@tiulaire, les cellules dendritiques et les
lymphocytes T. L'inflammation est également un pivéane important dans le contrdle de
linfection. Le virus myxomateux posséde plusieypsotéines aux propriétés anti-
inflammatoires, qui empéchent la mise en placea@ponse immune a meédiation cellulaire
efficace (Collin etl., 2005). Ainsi, la résistance génétique consteléz certaines lignées de
lapins serait due a une forte réponse immuniiaimée, autorisant une réponse immunitaire

cellulaire efficace (Best et Kerr, 2000).

2. Cinétique des anticorps

Dans les formes atténuées, les diverses réactémogiques se positivent dés 1& 3
jour (agglutination) et surtout vers 18au 16 jour (FC, ELISA) (Joubert etl., 1972).

La persistance des anticorps chez les lapins saavggéris de myxomatose varie en
fonction du type d'anticorps recherchés et donclalenéthode utilisée. La fixation du
complément permet de mettre en évidence une clastamticorps dans les 6 mois suivants
l'infection, tandis que la séroneutralisation mentine persistance des anticorps pendant au
moins 20 mois (Fenner etl., 1953). A linverse certaines études réaliseesc al@uble
immunodiffusion montrent une fluctuation du titne @&nticorps avec une décroissance du titre
précédant une éventuelle remontée ultérieure @i etal., 1973). Enfin, 'ELISA
démontre que des animaux sauvages infectés natamit conservent un titre en anticorps
élevé pendant au moins 12 mois et restent sérdpgsindant 2 ans sans fluctuer de positif a
négatif (Best, 1997).
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Des infections successives, dans une population ldostructure permet un entretien
permanent de la circulation virale, permettent éeeloppement d’'une réponse immunitaire

durable, persistant probablement a vie (Marchande&oucraut-Baralon, 1999).

Pour faire la difféerence entre une infection réeegt une infection plus ancienne, la
cinétique des IgM est utile. Le niveau en IgM emttha partir du Qjour apres linfection, soit
a peu pres au moment ou les signes cliniques appan, puis décline et passe en dessous du
seuil de détection environ 30 a 37 jours apreseldtion. A I'inverse les IgG atteignent leur
pic 30 jours post-infection et se maintiennent aniuveau élevé pendant plusieurs mois. Le
rapport IgM/IgG constitue ainsi une valeur prédietdu stade d’infection. Un rapport élevé
caractérise une infection récente tandis qu'unggidms indique que 'on se trouve plutdt en

phase de rémission (Best, 1997).

Une étude portant sur cinqg années de mesuresrdg ¢ih anticorps myxomateux de
plusieurs populations de lapins en Australie parbtl immunodiffusion, montre que chez
une grande proportion de lapins immuns, les amggarhutent en dessous du seuil de
détection puis remontent plus tard sans l'avenentunbe épizootie de myxomatose
observable (Williams adl., 1973). Cette remontée du titre en anticorps seggee nouvelle
stimulation immunitaire pouvant étre liée a unexp@sition a une souche sauvage tres
atténuée n’entrainant pas d'épisode clinique olakdevdans la population. Néanmoins,
I’hypothese d’une infection latente est envisadgéeur les auteurs, la chute de la réponse
immune sous un certain seuil, permettrait une régtain du virus conservé a I'état latent
dans certains tissus, sa multiplication et ainsi mouvelle stimulation immunitaire expliquant
cette remontée du taux d'anticorps (Williamslet1972).

La faible sensibilité de 'immunodiffusion pourra&xpliquer en partie la fluctuation des
titres en anticorps observés. En effet, les staéitslogigues mesurés par ELISA de lapins
sauvages naturellement infectés, restent posigfed@nt au moins 2 ans sans fluctuer de
positif a négatif (Best, 1997). Les observationgl@&mio-cliniques et sérologiques ne sont

donc pas en faveur de I'hypothése de I'existengeatiieurs latents asymptomatiques.

3. Immunité maternelle passive

Les titres en anticorps maternels mesurés par Elsi8A similaires chez tous les lapins

d’'une méme portée mais aussi d'une portée a I'ahee une lapine donnée (Best, 1997).
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L'immunité maternelle transmise est détectable PRISA chez tous les lapereaux
jusqu’a 6 semaines apres la naissance (Best, 1897¢ut chez quelques exceptions s’'étendre
jusqu'a 10 semaines (Bertagnoli, 2007, données puniées). La séroneutralisation et la
fixation du complément donnent des valeurs singkade 7 semaines (Fenneakt1953).

Ces anticorps d'origine maternelle conferent unetgmtion clinique vis-a-vis de la
myxomatose jusqu’a leur disparition. Néanmoinseinble que dans un milieu a fort risque
infectieux, les anticorps maternels n’apportent pewe d’avantages. Une étude portant sur des
lapins porteurs d’anticorps maternels élevés ddpuigissance dans des enclos contenant des
puces infectées, montre que les premiers sympt@pparaissent en moyenne a 38 jours
d’age avec une souche hypervirulente (Lausanned 86 jours d’age pour une souche
atténuée de terrain (FS/98). L'immunité maternddlansmise ne permet pas d’éviter
l'infection mais seulement de la retarder, sansngéire un allongement du temps de survie
(Sobey et Conolly, 1975).

F. Epidémiologie de la myxomatose

1. Les sources de virus

a. Les victimes

Les animauxmaladesexcretent des quantités considérables de viruslgagreau,
souillée d’exsudats en regard des pseudotumeurngarmticulier pour les formes aigués. Les
particules desséchées de squames, d'exsudats aodies peuvent étre contagieuses.
L'importance des exsudats est capitale pour la ggafon vectorielle, car les moustiques
absorbent ces produits virulents tout autant gpidgient pour se nourrir de sang. Le myxome
primaire reste toujours contaminant pour l'arthrd@wecteur tandis que seulement 15% des
myxomes de généralisation sont infectants. Les dugemeurs des formes atténuées
autocurables, peu exsudatives, rapidement crustacéprésentent une source virulente
minime par rapport aux lésions multiples et trasilentes des formes aigués (Jouberlet
1972).

Les excrétions, urines et excréments, sont portdarvirus en phase virémique et
peuvent polluer le milieu extérieur. Elles peuvanssi se charger en virus au contact des

myxomes de la zone ano-génitale.
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En outre, la virémie constitue un aspect de laagiosité puisqu’elle conditionne, dans
une certaine mesure, l'infection des arthropodeseves piqueurs hématophages. Toutefois,
limportance du sang est moindre que celle des datsupseudotumoraux, en matiere de

source d’infection des vecteurs.

Les animaux porteurs précoces en phase de virémie antéclinique peuétet
contagieux méme si cette phase est réduite ddddipparition rapide des symptdomes. Les
animaux convalescents constituent également unecesale contagion puisqu’ils restent

potentiellement porteurs de virus jusqu’a la digmar compléte des lésions.

Les cadavresde lapins morts de myxomatose, ou abattus sudenaaladie, sont une
source abondante de virus. Les myxomes restentexrtibén la peau et laissent une carcasse
apparemment saine. La peau demeure porteuse duplirsieurs mois. Dans la nature, les
cadavres peuvent souiller des épines ou des tergaer contamineront par la suite les

garennes.

b. Les réservoirs de virus

Trois entités peuvent étre soupconnées d’'étre @voirs du virus myxomateux : le
lapin, le vecteur et le terrier.

Les seuldapins réservoirs correspondent, en Ameérique, 8ykilagus de sensibilité
trés affaiblie (Regnery et Miller, 1972). En revaa@Oryctolagus cuniculuge parait pas, en
Australie et en Europe, tenir le role de réservoar s’y oppose la pleine sensibilité de
'espece.

Pourtant, les souches de virulence intermédiaiegenues prédominantes, autorisent
une évolution prolongée de la maladie et ainsi ortage prolongé des animaux malades et
convalescents. Le lapi@ryctolagus cuniculysest donc considéré comme un réservoir
temporaire.

Cependant, s’il est admis généralement qu’il njyaa deporteurs saingour I'espéce
Oryctolagus cuniculuspeu d’études le confirment. L’hypothése de l'extise de lapins
porteurs, guéris de myxomatose, mais conservantviles latent dans une forme
asymptomatique pouvant, sous certaines conditisastéactiver, se multiplier et devenir
transmissible, a été étudié (Williamsagt 1972). D’apres les auteurs, des conditions @sstr

hormonaux, thermiques ou sociaux (surpeuplement)capables d’entrainer une réactivation
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du virus. L'exposition de vingt lapins rescapéstopésitifs, a des chocs thermiques et
hormonaux (injections d’ACTH) n’a permis le dévgbement d’'une myxomatose clinique,
transmissible a des lapins naifs, que chez uniagil.

De méme, les auteurs suggerent que des fluctuad®tisre en anticorps observées sur
des lapins sauvages ayant survécu a la myxomapmaejaient étre expliquées par ce
phénomene d’infection latente, autorisant une gEnge virale lorsque les anticorps déclinent
(Williams etal., 1973). Ce phénomene de fluctuation de titre tctarps a été partiellement
démenti avec 'avenement de I'Elisa (Best, 1997).

Ainsi, 'hypothese que le lapin pourrait simuler wéservoir permanent, grace a
linfection latente d’'un virus myxomateux de basseilence, avec une excrétion virale

réguliére ou a éclipses (Jouberaikbt 1982), n'a pas été complétement élucidée.

Les vecteursarthropodes piqueurs (moustiques et puces) peyoeetr le role de
réservoirs, soit temporaires estivo-automnaux dsomade la brieveté relative de leur
infectiosité, soit prolongés hiverno-vernaux lormsda moustique conserve une infectiosité
pendant I'hibernation ou lorsque la puce quiescdnterne dans le terrier vidé de ses
occupants par la maladie.

En période hivernale certaines especes de moustpiesent conserver le virus si elles
répondent a certains critéres biologiques. Le nigustdoit avoir une grande affinité pour le
lapin et I'hibernation doit étre totale. De plus) tepas sanguin doit étre pris juste avant
I'entrée en hibernation, lorsqu’une épizootie dexamgatose automnale sévit.

D’autre part, il est nécessaire que les condititremiques soient favorables a la

conservation du virus.

En France trois moustiques répondent a ces cri(dtahach, 1986) :

- Anopheles atroparvugarde une infectiosité en semi-hibernation penéaatjours.

- Anopheles maculipennest lui aussi susceptible de prendre un repasusaagant
son entrée en hibernation. Son comportement enléophi permettrait de déclencher une
enzootie vernale.

- Culiseta annulateest semi-hibernant. Il est susceptible de prendreepas sanguin
avant l'entrée en hibernation. Lors d’hivers clétser’’hibernation peut se rompre, le
moustigue peut alors se déplacer et prendre urs igraguin si la température dépasse 6°C.
Cette espece est souvent retrouvée dans les clapas la contamination peut se réaliser

dans le milieu extérieur lorsque les lapins de myags nichent dans les fentes des rochers.
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Le couple biologiqué¢errier-puceassocie un réservoir biologique, la puce spéafidu
lapin, et un dépositaire thermo-régulé, le terrien effet, un terrier dévasté par la
myxomatose reste peuplé de puces infectées qutescen la terre elle-méme favorise la
conservation du virus myxomateux dans un milieerapérature constante, a I'abri de la
lumiére, avec une texture grossiere de la terre. fugces peuvent rester contaminantes
pendant environ dix semaines et le virus myxomata®ixonserve dans la terre des terriers
infectés, pendant 26 mois au moins (Joubeat.e1974). Le caractére contaminant de terriers
infectés, dépourvus d’arthropodes, par fouisseneshlémontré (Joubertadt, 1974).

Le terrier du lapin de garenne constitue donc lacpal réservoir endogé de virus
myxomateux, Soit inanimeé, par conservation viralelgngée dans la terre elle-méme, soit

animé, par persistance du virus chez les pucesapnées (Joubert at, 1969 ; 1974).

2. Les modes de contagion

Le virus myxomateux ne peut se développer en dates<ellules de I'animal héte. La
contagion myxomateuse peut se faire de facon dineat effraction du revétement cutanéo-
muqueux, par dépot virulent sur un tégument imatiznt Iésé, ou par la piglre inoculatrice

d’'un agent animé ou inerte.

a. La contagion directe

Le contact immédiatd’efficacité générale tres réduite, consiste denslépbt d’'un
produit pathologique pollué sur la peau ou les neuges saines ou érodées. Il est soumis
avant tout a la richesse en virus de la Iésiont Benformes trés exsudatives aigués, mortelles
priment de trés loin sur les formes peu exsudativescolteuses de la myxomatose
spontanément atténuée.

La simple cohabitation d'un lapin malade avec ymrandemne a peau et muqueuses
saines conduit le plus souvent a I'échec. Cependantontact des muqueuses avec les
exsudats tres riches en virus d’'un lapin maladft suka transmission du virus.

La voie anale par contact avec une litiere infeetstepeu ou pas efficace de méme que
la voie orale naturelle.

La voie oculaire ou nasale s’observe lors du famsant d’'un lapin de garenne dans un
terrier infecté ou lors de microtraumatismes ocatiau moment du toilettage, avec des

griffes infectées par de la terre contaminée (Jdwdtal., 1974).
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La voie respiratoire est relativement efficace.l&boratoire, un lapin sain soumis a une
atmosphere riche en virus contracte la myxomatese)absence de tout vecteur. Ceci
s’observe dans les élevages industriels bien pEetégu la concentration animale est
importante dans des locaux mal ventilés, l'ammamafijagilisant les voies respiratoires, ou
pour le lapin de garenne en terrier avec un aérasw en virus.

La voie génitale est un moyen possible de containimale risque est éleve, en raison
de la haute activité sexuelle du lapin et aussiad®rte prolificité, qui multiplient les contacts
entre males et femelles, entre lapine et porté@lmilement. Les males transmettent la
maladie dans les élevages et les terriers dan®sana ou la douleur n’empéche pas le coit,
les Iésions génitales étant riches en virus. Desmgidrennes, I'activité sexuelle s’accompagne
de combats entre males qui provoquent des lésiglanées et favorisent la transmission du

virus.

L’inoculation médiate et différés’opere par vecteurs inanimés. Dans la naturépin
myxomateux peut déposer du virus sur des végétpumedx qui contamineront par la suite
d’autres lapins. Le commerce de peaux contaminéggourrages ramassés en zone atteinte,
les griffes des prédateurs, sont autant de moyeroudtamination et de dissémination virale

dont le réle est difficile & mesurer (Jouberalet1972).

b. La transmission indirecte vectorielle par lebr@apodes

La transmission de la myxomatose par pigire d'apbde se révéle le fondement
méme de la transmission et de I'entretien du vitasf chez les garennes qu’en élevage
traditionnel. En élevage industriel, la prédomirame la contagion est la contamination
directe, la protection contre les vecteurs étapbirtante.

Les Culicidés, les Siphonapteres et les Simulidés les principaux vecteurs, les poux,

les tiques et les acariens ne jouent qu’un rolessmire.

* Les culicidés

Les moustiqgues sont généralement les principauXeuex de la myxomatose,
notamment en Australie et en France. lls sont resgdales d’'une transmission exclusivement
meécanique et horizontale de la myxomatose. Il n'yaa de multiplication virale chez le

vecteur ni de transmission verticale a la descezelan
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Chez les culicidés, le comportement de piqUrdiésiu cycle ovarien et par conséquent
est spécifique des femelles.

Les modalités de I'infection du moustique différeeton le lieu de la piqQre et le stade
evolutif de la maladie de I'hote. Le vecteur peart, effet, théoriguement s’infecter soit a la
suite d’'un repas sanguin pris en phase virémiqag, far piqlre sur des « myxomes »
exsudatifs, a un degré moindre sur des « myxomastocurables. En réalité, la part de
responsabilité du sang virémique dans l'infectiommbustique est minime par rapport a celle
des exsudats cutanés virulents.

Le titre viral au niveau des myxomes céphaliques lssquels le moustique pique
préférentiellement, doit étre suffisant pour renldrenoustique infectant. Les « myxomes »
tres exsudatifs des formes cliniques aigués seéstriches en virus et demeurent infectants
pendant la semaine de survie du sujet, tandis egiggdeudotumeurs des formes subaigués
sont moins exsudatives, moins riches en virus npagvent rester infectantes pour le
moustigue pendant 2 a 3 semaines (Joubeat.,e1972). La quantité virale ingérée dépend
aussi de la forme et de la taille des stylets buxccee qui explique que certains moustiques
sont des vecteurs plus efficaces que d’autres ffieh) des pieces buccales de grande taille et
un nombre de dents des maxilles important favoriseie forte absorption de virions. La
guantité de virus absorbée lors d’'un repas sutéleiens cutanées d'un lapin infecté varie
entre 10 et 2000 unités infectieuses, la chargeemuy étant de 100 unités infectieuses
(Fenner et Ratcliffe, 1965).

La fréequence des repas sanguins peut également §aud’infection du moustique
méme si, en théorie, un seul repas, méme interrpsyfiit a rendre le moustique infectant.

L'infection du moustique est également dépendamtdadrencontre avec un lapin
infecté. Chez les garennes, I'activité maximalsiggnt au crépuscule et a I'aube et d’avril a
octobre, les moustiques ayant les mémes heurexriike isycthémeérales seront plus aptes a se
contaminer. De méme, une faible hauteur de vol ustfacteur favorisant. Enfin, le

comportement endophile ou exophile du moustiquerd@ne le type de lapin piqué.

A la suite du repas infectant, le moustique est éaliatement mais transitoirement
infectant et se comporte comme une « aiguille aflééJne partie du virus transite dans
I'intestin sans se multiplier et est éliminée aleesang digéré dans les excréments. Une partie
importante du virus reste sur les pieces buccalékast conservé et protégé par des protéines
provenant des exsudats myxomateux. La mort deeltesentraine une destruction rapide du

virus en quelques jours (Joubertkt 1972).
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La possibilité de transmettre l'infection décroitchaque piqldre. Environ 2 % des
particules virales sont inoculées a chaque pigil@rijach, 1986). Le délai d’infectiosité en
dehors de la diapause est de I'ordre d’'un moish@detal., 1972).

La contamination d’'un nouvel héte par le vecteyseshél du taux de survie du vecteur,

de la possibilité de rencontre avec le lapin saofeda quantité de virus inoculé.

Le moustique est insensible au virus, il transmdifiéremment les diverses souches
virales. Cependant, il a été démontré que les nguest jouent un rdle majeur dans la
sélection de souches de virulence intermédiaireeffat, on sait qu’'un fort titre viral est
requis au niveau de la peau du lapin infecté pendne le moustique infectant. Or les lapins
infectés par une souche hypervirulente (gradell) sont ceux qui ont le temps de survie le
plus court et meurent quelques jours seulemensajre les titres viraux aient atteints le seuil
nécessaire. A l'inverse, les lapins touchés par steshes fortement atténuées (grade V)
survivent longtemps mais le titre viral cutané t@eit des valeurs élevées que tres brievement
avant de redescendre. Finalement, les lapins édquar les souches modérément atténuées
(grade Il et IV) présentent une combinaison d'emps de survie prolongé avec un haut titre
viral cutané. Ces lapins constituent donc la phasmde source d’infection pour les moustiques
et les souches de virulence intermédiaire sont fdaBement transmises sur le terrain et

deviennent dominantes (Fenneakt 1956 ; Mead-Briggs et Vaughan, 1975).

Ainsi, plusieurs types de moustiques jouent dessrépidémiologiques différents.

Les vecteurs « estivaux épizootiques a distancent de bons voiliers, avec une
population maximale I'été et un nombre de cyclesofg@phiques importants. lls assurent la
contagion de la myxomatose a longue distance lessépizooties estivo-automnales. Il leur
faut beaucoup d’humidité pour se développer. C¢ lssmrmoustiques du genfeededels que
Aedes caspiust Aedes detritugn Camargue (Joubert @t, 1967) mais ausg\edes vexans
Aedes stictieuset Aedes cinereusNormalement exophiles, ils peuvent éventuellement
pratiquer 'endophilie.

Les vecteurs « densificateurs sur place » sont devais voiliers, a comportement
endophile. lls assurent la propagation de la myxosgaentre les garennes et entre les lapins
domestiques au sein du clapier, en relayant leeuecestivaux épizootiques (Joubertlet
1967). Il s’agit principalement Ahopheles maculipenniulex pipienset de Culiseta
annulata Ce dernier a des maeurs pholéophiles qui lui cenfda possibilité de piquer les

garennes nichant dans les failles des rochers @¢harld986).
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Les précurseurs d’une épizootie hiverno-verndelliseta annulataet Anopheles
maculipennis anservent, lors de la diapause hivernale, le \dtudeurs piéces buccales. Lors
d’hivers cléments, ou de printemps précoces, il yeprise d’activité de linsecte avec
existence d’'un cycle gonotrophique qui entrainerepas sanguin. lls participent alors aux

oligozooties hivernales et a la conservation higerernal du virus dans certaines régions.

* Les siphonapteres

Deux puces sont susceptibles de parasiter le la@pilopsyllus cuniculi et
Ctenocephalides felid.e virus est prélevé au cours d’un repas suexssidats cutanés, plutot
gue dans le sang, et persiste localement sur éegpibuccales. Comme pour les moustiques
la puce transmet mécaniquement et horizontaleneewnirlis par inoculation lors de piqlres

ultérieures.

En Grande Bretagne la puce du lapin europ®pitopsyllus cuniculiest considérée
comme le principal vecteur de myxomatose (Lockl®h4) méme si les moustiques peuvent
jouer un réle dans certains cas. L’étude de lastrassion de souches de virus myxomateux
de différents grades de virulence par la puce (M&xdghs et Vaughan, 1975), a montré que
les lapins atteints de souche hypervirulente (giddainsi que ceux atteints de souches
atténuées (grade V), ne sont porteurs que de pguaks infectées (respectivement 12% et
8%). A contrario, les lapins infectés par une seuctodérément atténuée (IlIA et I1IB) sont
porteurs de la plus grosse proportion de pucestids (42%). Ainsi, comme en Australie et
en France, les souches de moyenne virulence somndes prédominantes en Grande

Bretagne.

Spilopsyllus cuniculia été introduite en Australie en 1966 en vue derfser la
transmission de souches virulentes de myxomatoseiaudes populations de garennes. En
effet, les moustiques se sont rapidement révéléamm n'étant pas les vecteurs de
myxomatose idéaux pour contrbler efficacement lggsufations de lapins de garennes. lls
sélectionnent les souches de moyenne virulenceordt de meédiocres réservoirs pour la
conservation hivernale du virus, ce qui est préatlle pour maintenir des épizooties
majeures et fréquentes. Les scientifiques austalasmt donc introduit la puce car c’est un

vecteur moins soumis aux variations saisonniergeé@jraphiques que les moustiques.
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La puce s’est rapidement établie dans les popuktide lapins sauvages et la
transmission effective de la myxomatose par leepur été démontrée (Sobey et Conolly,
1971). La puce permet notamment de favoriser lassimassion et la persistance de la souche
virulente Lausanne pendant au moins seize sem@Rossmond eal., 1977), et de maintenir
des populations de lapins a des niveaux assermadgé des saisons de mises bas normales.

D’autre part, I'introduction de la puce coincideesaWapparition d’épizooties hiverno-
vernales en Australie. La sévérité de ces épizootist variable et peut aller jusqu’a
'effacement total de I'augmentation de la popuwatide lapins classiquement observée au
printemps, ou a l'inverse passer totalement inagetorsque la saison de reproduction se
prolonge (Rosamond edl., 1978). Les premiers résultats observés étantrdbles, des

méthodes d’élevage de puces a grande échelle s&ed au point (Sobey at., 1974).

En France, la puce joue un role important danstrigien hiverno-vernal de la
myxomatose oligozootique en microfoyers invétémsnanents. En effet, le broyat de puces
quiescentes retrouvés en hiver dans les terrigrerts » se révéle riche en virus myxomateux
(Joubert etal., 1969). Les puces restent donc quiescentes pitgsiaois dans les terriers
dévastés tout en conservant le virus actif surpiéses buccales. La recolonisation des
garennes entraine la reprise d’activité des putés ansmission du virus lors de piglres
ultérieures et ce de maniere décroissamgxomatose d’'inoculation

De surcroit, le virus myxomateux sans supportdesictement retrouvé dans la terre
des terriers dévastés par la myxomatose. La préshneirus dans les déjections de puces et
la dégradation des puces elles-mémes autoris@ankamination de la terre. La structure de
ce refuge endogé permet une conservation du vituscaurs de I'hiver. Lors de la
recolonisation du terrier, le nouvel héte se comandirectement en creusant les nouvelles
galeries et lors de la toilette avec ses griffeslg®s (nyxomatose de fouissement

La puce participe donc a la pérennité de la myxosetpendant I'hiver par
l'intermédiaire de 'amorcage d’une maladie vern@et par une myxomatose d’inoculation
par la puce, que par une myxomatose de fouisseduenti la contamination directe par la
terre polluée (Joubert at., 1969 ; Joubert &tl., 1974).

En outre, au cours des épizooties estivo-automradles diffusent la maladie au sein
des terriers ou des élevages mais leur importasceneindre car bien que présente toute
I'annéeSpilopsyllus cuniculést surtout abondante les mois d’hiver.

La puce participe peu a la propagation de la malatins I'espace car elle est

relativement fidele a son héte et ne le quittells gouvent que quelques jours apres sa mort.
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De plus, le cycle reproducteur de la puce déperettdiment de celui de I'héte, notamment
des hormones produites par la lapine gravide (Sebay, 1974), I'extension de la population
de puces reste donc limitée a la garenne, voirdgeaier d'origine. Ce sont donc des
« densificateurs sur place ». Néanmoins, certaitsuss évoquent la possibilité du réle de la
puce dans l'extension de la myxomatose sur de kEmgilistances par l'intermédiaire
d’oiseaux migrateurs (Lockley, 1954) ou d’autresebdransitoires, mais cela semble rester

exceptionnel.

* Les Simulidés

Deux espéeces interviennent en Fran€etisimulium bezziet Odagmiagroupeornatum

Une étude a prouvé le role des simulies dans |pagation du virus myxomateux au
cours d’enzooties régionales en Haute-Provencedtiisers doux et cléments (Joubert et
Prave, 1972). Les broyats de simulies adultesucapien janvier et en février (1969 et 1972),
révéelent la présence du virus, apres inoculatidesalapins neufs.

Lors d’'une deuxieme étude menée en laboratoire,l@@as inoculés sont mis en
contact étroit avec des lapins neufs deux a deuprésence de simulies (Joubert et Monnet,
1975). Les lapins neufs ont présenté, en moyemsepriemiers myxomes céphaliques aprés
six jours d’incubation et sont morts douze jourseaple lacher des insectes. Les simulies
jouent donc le role de vecteurs meécaniques parlls@uides piéces buccales, sans

transmission ovarienne.

Les femelles hématophages, fortement attiréesegdapins, piquent préférentiellement
sur les téguments fins et richement vascularipésirtour des yeux, des oreilles, des organes
génitaux, c’est-a-dire aux endroits ou les preméensyxomes » se manifestent chez le lapin.
Les larves puis les nymphes issues de I'éclosianadifs pondus en eaux vives, restent
sédentaires dans les torrents, puis donnent ladrt cing a six semaines durant la belle
saison. Les pontes d’automne fournissent des lajuesont hiberner et ce n’est que cing a
six mois plus tard que naissent les premiers images que les conditions thermiques sont
satisfaisantes.

Aussi, les hivers doux et les printemps prématgag-ils peuplés d’'une génération
précoce d’adultes aptes a amorcer, dés janvieewuef, une enzootie hiverno-vernale de
myxomatose a partir de quelques cas initiaux déb&m en terrier par fouissement ou par

pigdre de puces quiescentes (Joubert et Monneb)197
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De plus, dans les régions pauvres en moustiquesnetconditions météorologiques
favorables a leur développement, les simulies semidptes non seulement a amorcer des
enzooties hivernales par temps doux et humide céagnorcer I'épizootie de myxomatose
vernale, mais encore a supplanter en grande gdagienoustiques dans leur role vectoriel
majeur (Joubert et Monnell975).

Enfin, le role des simulies précoces de fin d’hikeard plus intelligible celui d’entretien
hivernal du virus par les puces. En effet, seuwdssjeunes puces adultes n'ayant pris encore
aucun repas apres I'éclosion peuvent demeurerdomug vivantes, alors que les puces déja
infectées sur lapin myxomateux ne sauraient sweypendant tout I'hiver, jusqu’au retour des
moustiques. Les simulies serviraient donc d’amagagnal de la myxomatose oligozootique,
avec ou non relais ultérieur par les moustiquesientraient efficace le réle des puces
(Joubert et Monnet, 1975).

* Les poux et les tiques

Haemodipsus ventricosule pou parasite du lapin, est un vecteur tresfipble car peu

mobile et nécessitant un contact étroit entredpsb pour changer d’héte (Marbach, 1986).

Les tiquesixodes festaket Rhipicephalus sanguineuge jouent qu’un rdle accessoire
dans la transmission du virus myxomateux. La coimanon des tiques se fait uniquement
lors de la phase virémique, la tique ne piguantspases myxomes.

Certains auteurs ont émis I'hypothese du role digjlee Rhipicephalus sanguinewasns
la transmission et la conservation du virus de {&kamatose au Maroc (Blanc et Ascione,
1961). Les Rhipicéphales pris sur des lapins adeia myxomatose, broyés et inoculés a des
lapins neufs se sont révélés infectants a toustéetes (larve, nymphe et adulte).

D’autre part, les Rhipicéphales nourris a I'état ldeves sur les lapins atteints de
myxomatose s’infectent, et I'infection persiste’édt nymphal et a I'état adulte. En effet,
I'inoculation a des lapins neufs de broyat de cleagfade de tique, engendre une myxomatose
clinique. Cependant, tous les essais de transmigsindes tiques infectées a I'état larvaire et
placés ensuite, a tous les stades, sur des lagurfis se sont révélés infructueux.

Le role des tiques dans la transmission et la cgasen du virus semble donc minime,
voire nul, en raison de I'impossibilité pour le ugringéré de réinfecter les piéces buccales

apres la mue (Joubertat, 1969) : I'infectiosité ne dure que jusqu’a la mue.
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3. Réceptivité et sensibilitatrinseque de I'hote

L'aptitude de I'hdte a laisser I'agent infectieug sultiplier a une dose infectante
donnée dépend de facteurs d’espéce et de lignégs Sent réceptifs les Lagomorphes
domestiques et sauvages, mais avec des variatire especes puisque la réceptivité et la
sensibilité dOryctolagussont trés supérieures a celleslépuset surtout deSylvilagusqui
ne présente qu'une maladie bénigne autocurabléghée semble occuper chez les lapins de
garennes, une place importante dans l'acquisitianedrésistance spontanée, probablement
d’ordre génétique, nécessaire au développementedmyxomatose nodulaire guérissable
(Ross et Sanders 1877 ; 1984).

L’age entre en jeu également. Les lapereaux issusi@es vaccinées ou guéries de
myxomatose bénéficient d’'une immunité maternellécgmue pendant au moins 6 semaines
(Best, 1997). Par contre, le lapereau de moinsaie gemaines, qui n’a aucune immunité, est
plus sensible qu’un adulte a dose virale identigué&me atténuée.

La race et le sexe ne jouent pas de role signifidans la réceptivité et la sensibilité de
'hote. Les femelles gravides paraissent nettenmapnins sensibles et développent des
pseudotumeurs et des lésions viscérales moins gravetefois elles avortent fréquemment

et I'évolution mortelle demeure inchangée (Joubtat., 1972).

4. Cycle épidémiologique et saisonnalité de la myatmse

Les épidémies dévastatrices des années 50 orgé [alsse actuellement a une maladie
qui évolue plutét de maniere enzootique dont I'espion clinique se traduit par des micro-
épizooties régionales et saisonnieres. Les vangsaisonnieres et annuelles constatées sur le
terrain sont la résultante de linteraction de 8n#&nts : I'abondance des lapins, leur état

immunologique et 'abondance et la diversité degeugs du virus (Arthur et Louzis, 1988).

Dans les régions tempérees de I'hémisphere n@disan de reproduction des lapins de
garenne s’étale généralement de janvier a juirejasqu’en septembre les années fastes. La
naissance des lapereaux entraine une augmentatimsidérable du nombre de lapins
sensibles a la myxomatose en fin de période desmiae. Ceci explique que les mois de la fin
de I'été et du début de I'automne sont trés favesh I'apparition de flambées épizootiques
de myxomatose. En effet, outre la pullulation intppte de moustiques a cette saison, les

populations sont constituées majoritairement dagseun’ayant jamais été exposes au virus et
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les densités y sont les plus fortes, ce qui offreieus les meilleures conditions de contagion
(Marchandeau et al., 1999).

Les variations annuelles des taux de morbidité efrtafité sont aussi sous la
dépendance de facteurs climatiques, les annéesdasnfavorisant la pullulation des
moustigues et la diffusion de la maladie tandis lggeannées chaudes favorisent la guérison
rapide des lapins (Fenner et Ratcliffe, 1965)mitéint le développement des vecteurs.

Les épizooties estivo-automnales se propagent gdantintermédiaire des moustiques
exophiles et bons voiliers. Les simulies interviemnsurtout lors d’épizooties printaniéres qui
surviennent souvent aprés une année sans myxomditse touchent essentiellement de
jeunes adultes qui ne se sont pas immunisés ae giaénile I'été précédent et se révelent
alors dangereuses pour la population car ellesgrgwompromettre la saison de reproduction
(Joubert et Monnet, 1975). A la fin de 'automne,rever et en tout début de printemps, la
myxomatose est véhiculée essentiellement par la puclapin $pilopsyllus cunicu)i qui
peut provoquer ponctuellement des enzooties hil@snhes puces quiescentes et les terriers
dévastés constituent le principal réservoir desvparmettant ainsi sa conservation au cours
de I'hiver (Joubert et al., 1969 ; 1974).

G. Prophylaxie de la myxomatose

1. Prophylaxie sanitaire

La lutte contre le réservoir du virus est centréela destruction des terriers infectés,
dépositaires inertes de virus et support d’arthdegadnfectés, des puces quiescentes et parfois
des moustiques semi hibernants en diapause (Jailbért1972).

En secteur de myxomatose invétérée, I'explosion téesers par mines agricoles,
supprime l'infection, aere les ronciers et les fégy gites de vecteurs, et complete le
débroussaillage des haies en réduisant les végéfingux le long des coulées et ainsi les
risques de contamination par piqlres de végétaumérants souillés. L'opération doit
s’assurer de la vacuité de la garenne (furetagsg t#rminer avant la période de reproduction.
Les lapins autochtones ou lachés reconstituendeapent d’autres garennes vierges.
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La destruction des lapins malades, directement acanants et surtout relais
amplificateurs pour les vecteurs, constitue uneumgesnportante mais en épargnant les sujets
atteints de formes crolteuses atténuées, qui formhér noyau de régénération des garennes
en raison de 'immunité spécifique ainsi conféi€r.outre, 'excrétion virale par les porteurs
convalescents sert aussi la cause de la regéemeédssogarennes car elle enrichit le milieu en
souches de faible virulence et favorise ainsi ltasijon d’une immunité spécifique.

La lutte contre les lapins malades se réduit dote Gapture des lapins atteints d’'une
forme aigué de myxomatose, a leur sacrifice et a@datruction de leurs cadavres par
incinération ou enfouissement profond entre deumclies de chaux, a l'abri de toute

exhumation.

La lutte contre les vecteurs (puces, moustiquesulgs) consiste dans la nature a
renforcer et a étendre la démoustication régionpkrée dans un dessein de lutte contre les
nuisances humaines. Le résultat obtenu par la detication dans certaines régions
francaises a été tres favorable notamment en Camatgdans le Languedoc (Jouberalet
1982). En élevage, les protections mécaniques (tjoasres) et chimiques (épucage,
désinsectisation) s’inscrivent, au premier chefjsdéa liste des exigences hygiéniques de

I'élevage du lapin.

Toutefois, en aucun cas la lutte contre les soudeesirus et les vecteurs n’autorise
l'espoir d’'une éradication de la myxomatose sauvdfje vise seulement la limitation
d’explosions épizootiques ultérieures et l'inflé&sd@ment vers un équilibre biologique
favorable, impliquant le développement d’'une myxtosa a virus atténués, sélectionnés par
les moustiques, et la progressive émergence denslaplus résistants, ainsi que
'accroissement du taux d'immunité post-infectiew®uise spontanément (Joubertakt
1882).

2. Prophylaxie médicale

a. Vaccination hétérologue par fibromatisation

Le virus du fiborome de Shope, ou virus fibromateu&poripoxvirustrés proche du

virus myxomateux par ses propriétés viro-immunalags, a été utilisé le premier et pendant

des dizaines d’années.
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Ce vaccin vivant hétérologue peut étre utilisé dipde 28 jours d’age, par voie sous-
cutanée a la dose de 0,5 ml par lapin (Lyomyx8yaru par injection intradermique au
dermojet & la dose de 0,1 mL par lapin (Dermyx8yages deux spécialités commerciales
sont dosées a plus de 2,7 logl0 DICC50 par dosejettion intradermique confére une
meilleure réponse immunitaire et donc une meillgarcgection clinique que I'injection sous-

cutanée. Les rappels sont effectués bisemestriefieou semestriellement selon le risque.

L'immunité paraspécifique post-vaccinale commenes k& 5 jour, pour atteindre son
taux maximal le 8jour et persister pendant au moins 6 mois (Areutouzis, 1988). La
précocité de [linstallation immunitaire parait nede plus d'une interférence virale
paraspécifique, par occupation de certains sitdslaiees réceptifs, que par I'apparition
d’anticorps spécifiques sériques (Joubeelgtl972).

L’avantage de ce vaccin réside dans son innocadimment il ne provoque qu’une
immunodépression minime et peut étre utilisé dassélevages a pathologies respiratoires.
Toutefois, il ne doit pas étre utilisé sur des tsujpp jeunes qui sont hyperréceptifs au virus
fibromateux et qui pourraient déclarer une fibromsatgénéralisée et en mourir. Le taux élevé
en corticoides lors de la gestation peut stimw@désion fiboromateuse provoquée (Joubert et
al., 1972).

Par contre, ce vaccin ne confére qu’'une protectaxtinale partielle qui est due a la
paraspécificité, toujours inférieure a la spédéidiomologue. Une étude récente testant ce
vaccin seul en mono-injection, sur deux souchegtwmlentes, 'une amyxomateuse (MYX
254/95) et l'autre nodulaire (T1), montre une effité trés réduite. Les auteurs ne mettent
pas en évidence de différences significatives elgseanimaux témoins et les animaux
vaccinés en ce qui concerne le taux de survierngs moyen de survie et le temps moyen
d’apparition des signes cliniques (Marliera¢t 2000a). Bien que tres frequemment utilisé en
élevage, ce vaccin n’apporte qu’une protectioneégtive, insuffisante face a des souches de
forte virulence, méme si les souches sauvages #ilsles d’étre rencontrées sur le terrain

sont de virulence intermédiaire.

b. Vaccination homologue par le virus modifié SG33

En vue de pallier I'activité antimyxomateuse cotdbke du virus du fiborome de Shope,
il était tentant de reproduire artificiellemenntinunité spontanée découlant d’'une atteinte de

myxomatose atténuée, tout en supprimant ses ré&seoos sur la fonction reproductrice.
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Le virus modifié SG33 mis au point a 'ENVT en 198t un mutant thermosensible
atténué par passage en séries sur cultures cedhilai adaptation a la température de 33°C
(Saurat etl., 1978). Sous sa forme commerciale actuelle (Démwax0®SG33), ce vaccin est
utilisé par injection intradermique a l'oreille a@ermojet d'une dose de 0,1 ml (>2,7 log10
DICC50 par dose) par lapin. La primovaccinatioriaseen injection unique, ou Six semaines
apres une premiere injection du vaccin hétérolqarevoie intradermique. Il est conseillé de
réaliser les rappels tous les quatre mois.

L’immunité conférée par ce vaccin est d’apparijwacoce (3 jours) et durable pendant
6 mois a 1 an. Lors de mono-injection, la protecttst trés satisfaisante pendant 6 mois et la
résistance devient insuffisante devant une éprenpérimentale sévére a partir durBois.
Avec deux injections a 6 semaines d’intervalleyratection est prolongée jusqu’a un an avec
une efficacité optimale jusqu’a 8 mois (Sauraalet1978). D’autre part, le suivi clinique et
sérologique de lapereaux immunisés en injectioguena I'age de 4 a 6 semaines, montre que
les anticorps apparaissent a partir 8jodr et persistent pendant au moins 9 semainetstan
que la protection clinique est efficace a partir7ljour et pendant au moins 6 semaines aprés
la vaccination (Picavet ai., 1989).

L’innocuité de ce vaccin, contrairement au virugdimateux, n’est pas fiable a 100 %.
Des signes bénins de myxomatose avec quelquesdédepetite taille au niveau des yeux,
des oreilles ou des organes génitaux, éventuellemssociées a une conjonctivite et un
cedeme des paupieres, sont possibles (Picaakt £992).

En outre, le choc vaccinal immuno-dépressif, coutsiéa toute administration de virus
modifié a pouvoir pathogene notable, a pu, dan€legages concentrés avec de mauvaises
conditions hygiéniques, rompre I'équilibre précardre I'hote et des bactérioses respiratoires
de portage ou d'évolution a bas bruit (Arthur eukis, 1988). Ces bactérioses révelées et
stimulées par la vaccination ont provoqué de faxhmeudo-accidents rappelant les formes
cliniques dues aux virus myxomateux sauvages amgteum et pneumotropes (Brunadt,
1981).

Ainsi, en élevage, le protocole vaccinal recommacmigsiste a réaliser une premiere
injection fiboromateuse, fondant ainsi une protactielative initiale, en elle-méme insuffisante
mais inoffensive, puis un rappel six semaines apsex le vaccin SG33. La fibromatose
vaccinale initiale permet d’empécher une mobilmatexagérée des défenses par le SG33
(Joubert etal., 1982). Cette deuxieme injection peut étre réaliséis semaines seulement

apres la fibromatisation pour les élevages a riggeeé d’infection (Marlier eal., 2000a).
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Les rappels ultérieurs sont réalisés avec le v&8GA3 tous les 6 mois.

Ce dernier protocole, testé face a deux souchesriyplentes démontre une efficacité
tres satisfaisante vis-a-vis d’'une souche noduléli®) ou d'une souche amyxomateuse
(MYX 254/95). Toutefois, méme si le taux et le tampoyen de survie sont corrects, ce
protocole n‘'empéche pas I'apparition de formesiglias atténuées sur plusieurs lapins et
méme de la mortalité (2/10) avec le virus T1.

Il permet également de réduire significativemers lésions pulmonaires et les
infections bactériennes secondaires chez les lapumgivants. De plus le nombre de
prélevements de paupiéres et de testicules porteuvirus est également diminué ainsi que

le titre viral des exsudats naso-conjonctivaux (Maetal., 2000b).

3. Lachers de lapins non sensibles

Le lacher, au printemps, de sujets d’élevage vascine permet pas de protéger une
population suffisamment nombreuse de garenneslapes ne restent immunisés que quatre
a six mois et sont moins aptes a se défendre gugalennes sauvages (Marbach, 1986). En
outre, il semble que cette méthode soit méme piglde dans la mesure ou ces lapins,
impropres a la repopulation des garennes, enrihiide taux des prédateurs au détriment de
la chasse, et surtout risquent d’entrainer uneupoii génétique du noyau autochtone par
hybridation (Joubert etl., 1982).

La capture de lapins sauvages en vue de leur \&tminavant de les relacher engendre
des effets néfastes a court terme liés au streda dapture et de la manipulation qui se
surajoutent aux effets nuisibles de la vaccinat@n.constate une surmortalité des jeunes et
des sub-adultes dans la premiere semaine suivéatdher (Calvete adl., 2004a). Par contre,

a long terme, la vaccination apporte un bénéfidgdeit des lapins vaccinés par rapport aux
lapins non vaccinés, notamment en matiere de taeixmbrtalité. Cependant, I'effet
intrinseque de la vaccination est difficilement igifeable, étant donné les interactions de la
myxomatose avec les autres causes de mortalit@pies, notamment la prédation (Calvete
etal., 2004b). De méme, les effets collectifs a trégylterme de la vaccination de quelques
individus sur une population n’ont pour l'instarstspété analysés.

D’autre part, malgré I'existence d’'un vaccin recamamt apportant une protection
efficace et durable a la fois contre la myxomateiska VHD, celui-ci n’est pas utilisable sur

le terrain.
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Enfin, une large introduction dgylvilagus comme cela a été essayé en ltalie, pourrait
compromettre la régénération des garennes car ebespse révele trés compétitive
d’Oryctolagusen I'absence de pression myxomateuse.
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[ll. Conséquences de la myxomatose sur la biocénose

A. Conséquences historiques de la myxomatose

En Australie, au cours de I'épidémie initiale détd 1950-1951, la myxomatose a tué
environ 99,8 % des animaux infectés et la plupast gbpulations ont été réduites de plus de
90%. De méme, en France, I'épizootie de la myxos®ten 1952 et 1953 a provoqué de
facon générale une trés forte mortalité dans Igsijations de lapins de garenne ou elle a sévi.
Dans la plupart des cas, cette mortalité a attefrie plus souvent dépassé, le chiffre de 95 %.
Ce n’est guere que dans les biotopes tres peualalesrau lapin, ou la densité de population
était tres faible et ou les colonies étaient tsefies les unes des autres que I'on a pu observer
des mortalités moins importantes.

Apres lirruption de la maladie, il est apparu dmnent gu’elle était capable de
persister a I'état enzootique et que d’autre parte faible, mais nette remontée des

populations apres la dévastation s’est enclencBézf, 1956).

La réduction importante de la population de lapnsdébut des années 50 a eu des
conséguences écologiques remarquables sur la éalaéore.

Au niveau de la faune, elle s’est accompagnée d'ousification des chaines
alimentaires dans les biocénoses ou ces lagomogamessituaient un €lément important du
régime des vertébrés prédateurs (mammiféeres etuoise Dans les régions ou ils se
nourrissaient surtout de lapins, les renards oapt@dleur régime alimentaire aux dépens des
oiseaux, des poissons, des mulots, des campagesisiolailles, des agneaux voire des faons
de chevreuils. Parallelement une baisse de la ##&du renard a été notée. En Europe, une
réduction nette de la fécondité de la buBetéo buteoh également été observée (Bourliére,
1956 ; Lockley, 1956). Globalement, la grande dirtion du nombre des lapins a entrainé
une réduction, par les prédateurs, des populatiEngous les autres petits mammiferes
restants (Bourliere, 1956).

L’amélioration immédiate, quantitative et qualiv@tide la végétation herbacée, résultant
de la suppression du lapin, cause de surpaturag@resion, a été bénéfique pour certaines
especes, notamment les cerfs et les lievres. Tamsteé sont plutbt les ruminants sauvages et

domestiques qui ont été le plus favorisés pargausse d’herbe (Lockley, 1956).
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Les modifications de la végétation consécutive aiparition des lapins dans les
années 50 en Australie et en Europe ont été raptdgsectaculaires.

Avant I'épidémie, les régions ou la densité de rlapétait trés forte, voyaient leur
paysage vegeétal profondément altéré. Dans lessfdrancaises, le lapin pratiquait un
véritable paturage sélectif, rongeant les jeunessseousses et rejets de chéne, de hétre, de
charme et méme de résineux, en épargnant relatitdmehataignier, le bouleau, le tremble
et le tilleul. Lors de surpopulation prolongée régénération devenant impossible, seuls les
vieux arbres persistaient, les graminées broutéasaent I'aspect d’'une pelouse, le sol se
dégradait lentement et la lande a callune ou ameglparsemée de bouleaux et de trembles,
s’installait peu a peu.

Apres l'introduction de la myxomatose, un déparpeenant de la végétation herbacée a
ete observé dans les foréts avec I'apparition masi semis naturels de chénes et de hétres.
Le reboisement s’est améliore, la régénérationtaiés sous futaie et des foréts de maniere
générale s’est accélérée (Bourliere, 1956). De ndgms les prairies, une plus grande variété
de plantes a été observée, surtout parmi les léguses et les herbes succulentes (Thomas,
1956).

En Australie, 'herbe a repoussé dans les régianstient auparavant virtuellement
désertiques. L'augmentation de la productivité piegries a été considérable. Il a été estimé
que durant la saison 1952-53, dans I'économie ovilaemyxomatose a permis une

augmentation de production d’une valeur de 30 amflide livres sterling (Ratcliffe, 1956).

Ainsi, suite aux premieres épizooties des annéeteiilan écologique et économique
des principaux pays concernés est globalementifpogitamment pour I'Australie dans le
cadre de la campagne d’éradication mise en plaea-vis du lapin de garenne, espéce non

autochtone et fortement nuisible, mais aussi po#rance.

B. Co-évolution du virus myxomateux et de son héte

Tres t6t apres lintroduction de la myxomatose euastfalie puis en Europe, une
atténuation des souches est constatée. En GrarelagBe, des 1955, sont isolées quatre
souches provoquant chez des lapins de laborataee fdrmes cliniques nodulaires et
crolteuses, n’entrainant qu’une faible mortalittudsbn et Mansi, 1955). Ces formes
autocurables permettent I'acquisition d’'une immé@rspéecifique et prolongée chez les sujets

guérissant.
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Progressivement, ces souches de virulence inteam@dieviennent prédominantes en
raison des mécanismes de transmission vectoriella dnyxomatose, en Australie avec les
moustiques (Fenner at., 1956) comme en Grande Bretagne avec les pucesd(BBggs et
Vaughan, 1975).

La prédominance de ces souches, génératrices dhitényarticipe au développement
précoce d'une résistance d’'origine génétique desipobpulations de lapins de garenne (Kerr
et Best, 1998).

En Australie, le développement d’'une résistanceigliee génétique vis-a-vis de la
myxomatose, est mis en évidence des 1958, soirseul huit ans apres I'introduction de la
maladie. Marshall et Douglas (1961), rapportent lguaux de mortalité de lapins d’'une zone
donnée, capturés puis inoculés avec une soucheade fla est passé de 90% a 26% apres
sept années d’épidémies.

En Grande Bretagne, le développement d'une résistannée et héréditaire des
populations de lapins sauvages est détecté tobbilasur un site au début des années 70
(Ross et Sanders, 1977) puis plus tard sur plusiautres sites dont un en Ecosse (Ross et
Sanders, 1984). Le taux de mortalité de groupelmias sauvages, capturés sur une zone
donnée et élevés en captivité jusqu’a I'age de tmmdis, puis soumis a une épreuve virulente,
diminue significativement au cours des années.eQétistance d'origine génétique semble
étre valable essentiellement sur les souches diernge intermédiaire (grade llla). Toutefois,
les souches de forte virulence se heurtent égakesneme résistance, appréciable moins par la
diminution du taux de mortalité que par 'augmeiotadu temps moyen de survie. Ce dernier
parameétre constitue d’ailleurs un critere précomesda détection de I'apparition de lignées
résistantes (Ross et Sanders, 1984).

L’expression de cette résistance d’'ordre génétapudortement liée a 'age d’exposition
des lapereaux a la myxomatose. La réponse a ugelation par une souche virulente de
virus myxomateux de lapins sauvages et domestigquogteurs d'un certain degré de
résistance geneétique, est fortement affectée gge lauquel ils sont inoculés. Le pourcentage
de survie et le temps moyen de survie de ces |l&@gés de 10 a 30 semaines chutent lorsque

I'age auquel ils sont inoculés augmente (Sobe&y.£1970).

Toutefois, il semble qu’a cette résistance d’omggenétique, se surajoute une forme de
résistance acquise, non génétique, d'origine paleniais non associée aux anticorps

maternels.
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Cette résistance améliore la survie des laperesguside lapines accouplées avec des
males ayant survécu de la myxomatose. En effeiaur de mortalité des lapereaux apres
épreuve virulente est réduit de 20 a 25 % lorsgjuiidissent dans les sept mois suivant
l'infection du male reproducteur, et est encore laré lorsque la souche utilisée pour
I'épreuve est la méme que celle qui a touché lema plus surprenant est qu’il apparait que
les lapereaux issus d’accouplements ultérieursrdses lapines avec des males non exposés
au virus, bénéficient également de cette protectigerr et Best, 1998). Aucune

démonstration expérimentale de ce phénomeéne nefféguéee a ce jour.

L'apparition de ces lignées résistantes entrairne Igpasuite une recrudescence des
souches de virulence élevée, notamment de grada Australie (Edmonds at., 1975) puis
en Grande Bretagne (Ross et Sanders, 1987). Bnadfphénomene favorise la transmission
vectorielle de souches virulentes qui entrainehgzcles lapins résistants, des formes
clinigues subaigués avec un titre viral cutanéretamps moyen de survie suffisants pour

contaminer les vecteurs.

Toutes ces adaptations des souches virales etogegaions de lapins conduisent a un
équilibre virus/hdte permettant a la maladie d’éeolsous une forme enzootique avec des
micro-épizooties régionales et saisonniéres.

Toutefois, malgré l'atténuation de la virulence desiches et I'apparition de lignées
moins sensibles de lapins, la myxomatose resteaatedr de régulation majeur pour les
populations de lapins (Flowerdew at., 1992). En Grande Bretagne, une diminution
expérimentale de la prévalence de la maladie, dejie a deux reprises par réduction du
vecteur principal $pilopsyllus cunicu)j conduit & une augmentation significative (x 248)

nombre de lapins adultes survivant a I'hiver (Tretsl., 1993).

C. Démographie des populations de lapins de garemigance : impacts actuels de la

myxomatose

En France, les enquétes auprés des sociétés deeahastrent une baisse importante
des prélévements cynégétiques au cours du demméet du vingtieme siécle. En effet, entre
les deux enquétes nationales de 1983-1984 et 1998-1e prélévement a baissé d’environ
50% (Marchandeau, 2000).
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Cependant, cette baisse générale apparente dedatmma de garenne cache des
situations trés contrastées géographiguement. Am$pin de garenne reste encore I'espéce
la plus prélevée dans de nombreux départementsaiggnnotamment dans I'Ouest de la
France (Marchandeau &it, 1999). Qu’en est-il de la part de responsahiléda myxomatose

dans le déclin des populations de lapin de garenrferance ?

1. Ecologie et dynamique des populations du lapigarenne

La dynamique des populations est déterminée patr @deteurs essentiels, d’une part la
limitation endogéne spontanée de la population,eado-limitation caractérisée par la
fécondité des lapines et qui détermine I'accroiss#rpotentiel des garennes en fonction de la
nourriture locale disponible, et d’autre paexo-limitation,caractérisée par les divers aspects
de la prédation sur le lapin, soit permanente @iedds), soit péeriodique (chasse, maladies),

soit exceptionnelle (catastrophes naturelles :dation et sécheresse).

a. L’endo-limitation

Le lapin fréquente les milieux ouverts et évitedeands ensembles uniformes (grandes
cultures, bois) et les zones humides (marais) owdds (montagne > 1400 m). Le site
d’'implantation d’'une population de lapins de gaeengcessite des sols profonds, meubles et
filtrants, ou a défaut des aménagements (garenpes), y creuser les rabouilleres (petits
terriers de mise-bas et d'allaitement) a l'intériele la garenne ou en plein champ, des
couverts arbustifs, herbeux et ensoleillés serdantefuges et des zones de gagnage rases
pour s'alimenter. La taille du domaine vital egistrestreinte (< 5003ndans un milieu idéal,
mais sans doute beaucoup plus étendue dans um midiens favorable (jusqu'a 5 ou 10 ha).

Le lapin est une espece socialement organisée. rompeg social regroupe 2 a 10
individus (généralement 5-7) qui occupent une ausipurs garennes. Les différents groupes
sociaux occupent I'espace de maniere hétérogesenetplus ou moins interconnectés entre
eux en fonction de la densité de population et’a@@ménagement des milieux. En effet, la
capacité de dispersion du lapin vers un autre noglaupopulation ou d’expansion

(colonisation) vers un espace vierge semble agaédgé.

Les facteurs sociaux inhérents a I'espéce limietaille et le devenir de la collectivite,

'ensemble étant lié a la reproduction et a I'é@atmonal des lapines.
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La féecondité est forte puisqu’'une femelle prod@tld a 25 lapereaux par an de janvier
a juin ou septembre selon les conditions climasqueutefois, la mortalité juvénile peut
atteindre 80 % (prédation, travaux agricoles, negades rabouilleres, maladies) et la survie
est généralement de 2 a 5 jeunes par femelle etpar

L’age des reproducteurs est relativement faiblea utleux ans, alors que I'espérance de
vie pour cette espéce peut aller jusqu’a 6 ou BesinNotamment en secteurs soumis a la
pression de chasse, 80 % des lapins sont agésids dan an.

L’organisation de cette société matriarcale entraifune part des combats entre les
males, avec émergence du male dominant et évidésrautres grace au marquage territorial
et d’autre part une compétition entre les femedies/ue de la possession des lieux les plus
favorables des terriers. Ce n'est qu'a l'issue aedriode de reproduction que les males

exclus, errants et solitaires, se rattachent amsubre a une communauté existante.

Le développement excédentaire d’une colonie axdasfi#condité des reproducteurs,
reste étroitement soumis aux conditions nutritidleseet a la densité initiale du noyau
communautaire. De méme, I'allongement de plusisamsaines de la saison de reproduction,
lors d’années ou les conditions nutritionnellescktnatiques le permettent, favorise le
renouvellement des reproducteurs, stimule la féitéret augmente donc la densité jusqu’'a
'amorce d’émigrations éventuelles, tout en acaanis le taux des lapereaux de naissance
précoce, hiverno-vernale, les plus résistants,mmaiant vis-a-vis de la myxomatose (Joubert
etal., 1982).

b. L'exo-limitation

* Les prédateurs

Les prédateurs carnassiers (renard, fouine, badéttapaces crépusculaires) pésent de
maniére permanente sur les colonies. Le nombreedepredateurs est variable et dépend
d’interventions humaines directes et indirectesrégulation volontaire par le piégeage et la
chasse des prédateurs est souvent minime en @eslenmeéconnaissance de leur réle néfaste.
Le nombre de prédateurs a également été stimukeldatessein sanitaire de lutte écologique
contre la rage vulpine, en respectant les compésitalimentaires du renard. Enfin, le lacher
intempestif de gibier de tir et de lapins de repement stimule également leur nombre de

maniere indirecte (Joubertadt, 1982).
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Dans certaines régions la prédation constitueilzipale cause de mortalité devant la
myxomatose (Calvete at., 2002).

La prédation peut jouer un rble important dansgiemstions de populations fragilisées.
En effet, la rupture d’'un équilibre démographiguend population par une épidémie
(myxomatose ou VHD) peut rendre la pression de giiéa sur les individus survivants,

démesurée et délétére pour la régénération deplaatoon.

* La chasse

La chasse pése a titre périodique sur les gararirmsstitue un des principaux moyens
d’étude de I'état des garennes. L'impact de la shasur les populations de garenne est
mesuré par la densité apparente de la populatest-a-dire la visibilité du gibier, d’autant
moins tiré que sa répartition est diluée. En périate chasse, le lapin développe
spontanément des moyens de défense en restantoplitemps au terrier et en acquérant
rapidement des moeurs davantage nocturnes, de diaggon. Quatre heure de gagnage sont
perdues du fait de la perturbation cynégétiques :slerties normales ont lieu de une heure
avant le crépuscule a une heure aprés l'aube,sandi les sorties perturbées se font de une
heure aprés le crépuscule a une heure avant I'aube.

Le nombre de prélévement dépend aussi des corglififratoires de la chasse et de
I'efficacité des chiens, dont I'odorat peut étre camdri par les exces d’humidité ou de
sécheresse. Il faut donc tenir compte de tous aeteurs dans l'estimation de I'impact
cynégeétique sur les populations.

La pression cynégétique est pernicieuse en coatnibsians discernement, a limiter le
noyau de régénération en sujets juveniles, lesgiluses et les plus erratiques, surtout en fin
de chasse, car le nombre de lapereaux de naisgaBcece, les plus résistants a la

myxomatose, est ainsi réduit (Jouberalet1982).

* L’évolution des milieux naturels

L’évolution des milieux naturels constitue une @usajeure de la réduction des
effectifs de lapins de garenne en France. Ell@isasdélon deux voies opposées mais tout aussi
néfastes pour le lapin. L'intensification de I'agrture a conduit notamment & supprimer les
zones de refuges (haies, bosquets...), a augmeatasques de dégats par I'implantation de

cultures sensibles, le tout dans un contexte écmu@mou la concurrence du lapin est percue
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comme un fléau. A l'inverse, dans d’autres régionsl'agriculture tend a disparaitre, les
milieux se ferment et deviennent inhospitaliersrdedapin.

De cette dégradation des milieux, résulte une feagation de I'habitat. Les zones
favorables au lapin sont plus distantes les unssadt&res et les connections entre noyaux de
population sont plus difficiles voire impossibl€. la probabilité d’extinction d’un noyau de
population augmente avec son isolement et estsauaent proportionnelle a sa taille. Les
noyaux isolés sont rendus tres fragiles car trasiBkes a des accidents démographiques tel
gu’une épidémie de myxomatose ou de VHD (Marchamé¢al., 1999).

* Les maladies

Une enquéte effectuée dans la région cynégétiquestGantre 1996 et 1998 a permis
d’étudier la fréquence et l'impact des différentesthologies du lapin de garenne. Les
mortalités sont recensées et les cadavres fraisapblétre récupérés sont autopsiés et
analysés (Marchandeau at, 1999). La pathologie la plus fréquente est lacichase,
détectée dans environ 70% des cas, avec des edtéintes, c’est-a-dire susceptibles d’étre a
I'origine de la mort de I'animal, dans environ 30#s cas. La myxomatose a été mise en
évidence chez presque 50 % des cadavres, maisofzorfion de lapins porteurs de
myxomatose est trés variable d’'un départementudréaEn revanche, la VHD semble moins
frequente (17% des cas). Les autres pathologiassifaires et bactériennes, sont moins
frequemment rencontrées. Celles-ci ne se révelamtedgravité alarmante que lors de
dysnutrition, en années humides et froides.

Bien que la coccidiose soit la pathologie la pluégfiente, c’est donc bien la
myxomatose qui a le plus dimpact. La myxomatosé ssuvent associee a d’autres
pathologies, notamment la coccidiose qui bénéadiellu caractere immunodépresseur du
virus myxomateux.

De la méme maniere, I'immunodépression résultant'uidection myxomateuse
favorise les infestations parasitaires par les nedes et les cestodes (Boag, 1988). Des
analyses seérologiques effectuées sur des popudasiamvages en France, montrent que les
lapins séropositifs en VHD ont significativementglde chances d’étre séropositif également
en myxomatose que séronégatif. Ceci suggere dealitdsdde contamination similaires pour
les deux virus ou bien on peut penser que le @@acimmunosuppresseur du virus

myxomateux favorise également l'infection par lalVMarchandeau etl., 2004).
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Ainsi, l'association fréquente de la myxomatosecawee autre pathologie (coccidiose,
VHD), mais aussi avec des traumatismes diversésige prédation, chocs,...) suggere que la
myxomatose peut, dans la plupart des cas, étreeotdiment responsable des mortalités en
renforcant la sensibilité des animaux a d’autressea de mortalité (Marchandeau adt
1999).

Cette interaction entre les différentes pathologiese les bases de la notion de
pathocénose. La pathocénose est un systeme qugi prajariétés structurales particuliéres et
qui impligue que la distribution de chaque maladie peut pas étre considéréee
indépendamment des autres maladies présentes agt mément dans cette population. Dans
une situation écologique stable, elle tend verseguilibre caractérisé par I'ensemble des
pathologies observées. Réciproquement une periombdes conditions environnementales
peut entrainer une perturbation de I'équilibre pigtant entre ces pathogénes qui va tendre
vers une nouvelle pathocénose.

En raison de I'apparition récente de la VHD, undification de la pathocénose de la
population de lapins de garenne s’est produiteaiatent, la VHD est suspectée de pouvoir
renforcer la virulence de la myxomatose en fractéon la population et en affectant ainsi un

des facteurs permettant a cette derniére de fonaioen endémie.

2. Impacts actuels de la myxomatose en France

Certains parametres structuraux et biologiquesadpobpulation de lapins concernée
influent sur I'impact de la myxomatose dans cetipytation.

Les travaux de Ross el. (1989) ont démontré, les premiers, que la taikes d
populations influe sur le fonctionnement de la mpatose, sans toutefois pouvoir définir la
limite entre une forte et une faible populationisRilautres études ont confirmé et précisé ce
phénomeéne, notamment grace a des modélisationsematigues (Fouchet etl., 2006 ;
2007).

Dans les fortes populations, la taille et la déngle la population permettent une
circulation efficace du virus toute I'année. Lexale porteurs d’anticorps est ainsi entretenu
en permanence a un niveau élevé chez les adultasiment. De plus, les jeunes issus de la
période de mise bas de I'année se contaminenvitesdu fait de la circulation permanente
du virus, pendant la période ou ils sont encoréepos d’anticorps maternels, et développent

pour la majorité des formes cliniques atténuées.
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L’'immunité acquise, méme si elle disparait avectdmps, est entretenue par les
réinfections au cours de I'année. Les animaux plug fréquemment exposés au virus, et
chaque nouvelle exposition relance la réponse iniaivem spécifique, renforgcant ainsi la
protection clinique. L'impact de la myxomatose a&strs trés limité puisque la majorité de la

population adulte est porteuse d’anticorps, laasitm est endémique (Fouchetkt 2006).

Figure 3: Schéma théorigue de I'évolution de la myxomatieses une forte population
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Dans le cas de faibles populations, on a un fadol de transmission virale. Le On
enregistre généralement un pic épizootique annugléegiode estivo-automnale. La majorité
des lapins concernés sont les nouveau-nés qui@actiés souvent a des ages assez avances
lorsque les anticorps maternels ont disparu. Ailadé I'année 95 % des lapereaux ont été
touchés et la mortalité peut étre trés importabés. animaux survivants ayant fabriqué des
anticorps, on observe aprés chaque épizootie ute fmgmentation du taux de porteurs
d’anticorps.

Ensuite, I'immunité protectrice des lapins convedgdgs décroit progressivement mais
les lapins ne redeviennent pas assez sensibleseptainer une deuxieme épidémie avant le
début de I'hiver. Au début de la saison de misedignte, le nombre de lapins infectés est
trées bas et quand le nombre de jeunes augment@nidre de lapins sensibles augmente

€galement et I'épizootie estivo-automnale se realbeitous les ans (Fouchetatt, 2006).
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Figure 4: Schéma théorique de I'évolution de la myxomattees une faible population
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Une étude portant sur une forte population sauvigéapins de garenne suivie par
capture-marquage-recapture pendant trois ans (1998} confirme I'hypothese d'une
circulation permanente des virus de la myxomatdseleela VHD au sein d'une forte
population, entretenant en permanence I'immuniséawvis de ces deux maladies. Un faible
taux de morbidité (18 %) et a une absence de canalttalité avérés pendant trois ans,
associés a un taux de porteurs d’anticorps supéried5 % et atteignant 100 % la troisieme
année, prouve le faible impact de la myxomatoseuger forte population (Marchandeau et
Boucraut-Baralon, 1999).

Une étude équivalente d’observation clinique ebls@ique d’'une population de lapins
de garenne a été réalisée en Espagne pendant gnat(€alvete eal., 2002). Le taux de
porteurs d'anticorps chez les adultes reste de%a@0ut au long de I'étude, tandis que chez
les jeunes ce taux est plus bas et augmente psogregent jusqu’a la fin de l'année.
Généralement endémique, la myxomatose provoquuagues pics épidémiques ponctuels

lors du recrutement de jeunes lapins sensiblesgueha période de reproduction.
D’autres parametres influencent la régulation derdémsmission du virus dans les

populations de lapins. La durée de la période dsenfias varie selon les conditions

nutritionnelles et climatiques d’'une année a l'autrorsque les conditions environnementales
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le permettent, la période de mise bas s’étend megajusqu’a septembre, ce qui facilite la
transmission virale toute I'année car on a desréme sensibles toute I'année. Lors de
période de mise bas courte (janvier-juin) on aiaterruption de la circulation virale au cours
de I'année (Fouchet at., 2006).

L’ampleur de la transmission virale varie aussfarction de la qualité et de la durée de
persistance de I'immunité acquise. On estime gsi@tgicorps anti-myxomateux ne conferent
pas aux individus séropositifs une protection et qu’ils peuvent développer une forme
atténuée de myxomatose a la faveur de réinfec{aschandeau et Boucraut-Baralon, 1999),
et pour certains auteurs, d’'une réactivation desviatents (Williams eatl., 1972 ; Ross dl.,
1989). Le titre en anticorps décroit avec le temass la durée de persistance des anticorps
dépend de la virulence de la souche a l'origindadeéponse immunitaire et du nombre de
réinfections. Paradoxalement, si le taux d’antisarglividuel se maintien durablement a un
niveau élevé, ce sont uniquement les jeunes nonuims®s et sensibles qui assurent la
transmission du virus dans la communauté, et leneminfectés chutent alors & des niveaux
trés bas en hiver, ce qui est préjudiciable paffi€acité de la transmission virale. Par contre,
une décroissance rapide du taux d’anticorps, pede®trecontaminations fréquentes avec le
développement de formes atténuées et ainsi lasthfiudu virus dans la population (Fouchet
et al., 2006). Cependant, dans une forte population éga@n permanence, les durées
d'immunité durent jusqu’'a 30-36 mois pour certaimdividus et il est probable que ce type
d'immunité ainsi entretenue soit acquise a vie (Mlandeau et Boucraut-Baralon, 1999).

Enfin, la fragmentation des populations, en débsalnit la circulation virale, contribue
fortement a 'émergence de formes cliniques plugiss et moins fréquentes (Fouchet et al.,
2007).

L'impact de la myxomatose est donc tres dépendarttdx de transmission du virus
dans la populationCelui-ci se définit dans une population donnée centanproportion de
lapins infectés transmettant effectivement le viroig autrement dit comme la probabilité
gu’un lapin infecté transmette le virus a un lapgoeptif. L’étude de I'impact de la maladie
sur une population donnée en fonction du taux alesimission est réalisée grace a un modeéle
mathématique. L’évolution de trois criteres en tat du taux de transmission est
représentée graphiquement (figure 5) :

- la proportion de lapins développant une formeiglie sévere lors de la premiére
infection
- le taux de porteurs d’anticorps en fin d’année

- la taille globale de la population en nombre ditdus
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Figure 5: Impact de la myxomatose en fonction du tauxraesimission
(Fouchet eal., 2006)
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Lorsque le taux transmission est faible (<1), leuvine peut pas diffuser dans la
population, il n’y a donc aucun impact. Pour desctde transmission intermédiaires (entre 1
et 10), le nombre de jeunes lapins touchés pafadeses cliniques séveres reste tres élevé et
la taille de la population chute. Enfin, en atteighde forts taux de transmission (> 10), tous
les jeunes lapins ont déja été infectés au moires fars avant le début de la saison de

reproduction suivante et I'impact global diminue.

Ainsi, il apparait que l'impact de la myxomatosd &st essentiellement dans les
populations de petite taille et isolées. Les makdvirales, myxomatose et VHD,
n’interviennent donc qu’indirectement sur la régres des effectifs de lapins de garenne. La
disparition et la fragmentation de I'habitat congnt en revanche une des causes majeures de
cette régression en contribuant a la baisse dailla tes populations et a l'isolement des

noyaux de population.

La prophylaxie sanitaire de la myxomatose doit dégalement étre envisagée en terme
de gestion de I'habitat des garennes mais ausgest#on cynégétique. D’autre part, dans les
populations de lapins sauvages de taille suffisaamerégion endémique, il est défavorable
d’essayer de limiter a tous prix la circulation\dtus myxomateux, par la démoustication ou

le tir des lapins touchés par des formes atténdeéasyxomatose.
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DEUXIEME PARTIE :
ETUDE EXPERIMENTALE
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Introduction

L’objectif de nos travaux est d’étudier le comporent épidémiologique des lapins
séropositifs lors d’infection par une souche vintde Pour cela, des lapins préalablement
vaccinés sont inoculés avec une souche d’épreyverviyulente et leur évolution clinique et
virologique est étudiée en fonction de leur titne @&nticorps initial. Leur contagiosité
eventuelle est testée en placant chacun d’entreeeugohabitation étroite avec un lapin
séronégatif dans une cage unique des le jour gdeeli&e virulente. L'importante promiscuité
ainsi crée entre le lapin inoculé et le lapin ségaiif encourage la contagion directe de la
myxomatose.

Deux expériences distinctes sont réalisées. Lorfedpérience n°l, les lapins sont
inoculés dix jours seulement aprés la vaccinatien ndaniére a étudier la protection
virologique de la vaccination dans la phase préabeeséroconversion des animaux. A
linverse, lors de I'expérience n°2 les lapins soriculés en fin de période de protection

vaccinale.
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|. Matériels et méthodes

A. Principe

Le but de ces expériences est d’étudier le staideéiologique d'un lapin séropositif
vis-a-vis de la myxomatose.

Pour cela, des lapins séronégatifs sont placésokabitation étroite avec des lapins
vaccinés puis éprouvés, de maniéere a étudier tigt tpidémiologique des lapins séropositifs.
La transmission éventuelle du virus d'épreuve aapins sentinelles est analysée par une
surveillance clinique soutenue mais aussi par gasiens de laboratoire direct et indirect.

La recherche directe du virus s’effectue par PCR w8u prélevement sanguin sur
anticoagulant (analyse virologique). Des dosageantiforps anti-myxomatose sont
également réalisés par ELISA sur sérum (analyssoggque).

B. Animaux utilisés

Les lapins utilisés lors de ces expériences sost ldpins européen®ryctolagus
cuniculusagés de 6 semaines, de sexe male, de race Neandaalhite et tatoués a l'oreille
gauche.

Les animaux sont logés, deux par deux, dans dess gaglagées identiques disposées
dans des locaux fermés et désinsectisés. L'alitientddentique pour tous les animaux, est

distribuée a volonté, et I'abreuvement est asadribitumpar des pipettes automatiques.

C. Souches virales utilisées

Les souches virales que nous avons utilisées som types : les souches vaccinales
d'une part permettant d'immuniser les lapins vigsa-de la myxomatose et une souche
historigue de terrain d’autre part, utilisée comrépreuve virulente sur les lapins
préalablement immunisés.

La principale souche vaccinale utilisée est la BeusG33. Elle a été obtenu par Saurat
et Gilbert a I'Ecole Vétérinaire de Toulouse pasgage en séries sur des cultures cellulaires a
33°C (successivement sur des cellules rénalespiteslat sur cellules d’embryon de poulet) a

partir d'un virus isolé sur un lapin sauvage deglgion toulousaine (Sauret al, 1978).
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Deux virus recombinants issus de la souche SG3&gaiement été utilisés : le virus
myxomateux recombinant SG33-NS2 et le virus myxemmatrecombinant SG33-GFP. Ces
deux virus porteurs respectivement des séquencsduSrirus de la Fiévre Catarrhale Ovine,
et GFP ont été constitués lors de précédentesierpés pour I'intérét du laboratoire. lls ont

les mémes propriétés antigéniques et immunogerekequrus SG33 classique.

Un autre virus recombinant a été utilisé comme lsew@ccinale : le virus myxomateux
recombinant T1-M022L-N-gfp. Ce virus recombinantég concu lors de précédentes
expériences. Le pouvoir pathogene du virus T1 aaénué par l'intégration d'un géne
codant pour la Green Fluorescent Protein (GFP)usion avec le géne M022L en région
aminoterminale. L'innocuité de ce virus recombinantété testée sur 6 lapins qui ont
développé une immunité protectrice intense et mecsans signe clinique (Bertagnoli,

données non publiées).

La vaccination se fait par injection intradermigukoreille, de 5.1 UFP pour SG33 et

de 1.16 UFP pour les recombinants avec un rappel a 4 semgour SG33-NS2.

La souche de terrain T1 (pour Toulouse 1) est lels® d’épreuve. Elle a été isolée en
France en 1954 par le Professeur Saurat a pamtiredorme nodulaire mortelle. Elle est de
virulence élevée, et entraine, chez des lapinssnanke mortalité proche de 100 % apres 10 a
12 jours d’évolution.

L'épreuve se fait par injection intradermique &éitle de 1.1 UFP sous 100 pL.

D. Protocoles

Dans cette partie les prélevements sanguins réam# symbolisés par un V lorsqu’ils
sont destinés a une analyse Virologique (PCR) etupaS lorsqu’ils sont destinés a une

analyse Sérologique (ELISA).

1. Expérience n°1

Elle vise a étudier les lapins immunisés en phaseoge de séroconversion.
Cing lapins sont inoculés avec la souche SG33, poig éprouves 10 jours aprés

vaccination.
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Chaque lapin vacciné est placé en cohabitationt&tavec un lapin neuf, le jour de
I'épreuve (JO).
Un couple de lapins témoins est placé dans unee piéisine du méme batiment, il

comporte un lapin éprouvé sans vaccination préalasisocié a un lapin sentinelle.

Les lapins subissent deux analyses sérologiquéséésile jour de la vaccination (J-10)
et le jour de I'épreuve (JO) de maniere a contrigdler séronégativité avant la manipulation et
a déterminer leur titre en anticorps anti-myxomateus de I'épreuve (tableau 4). De plus des
analyses virologiques sont effectuées au coursrdes jours suivants la vaccination, pour
vérifier la non détection d’'une virémie post-vaa@ par nos analyses, le vaccin étant
composé d’un virus vivant atténué. Ceci ayant mijet de ne pas avoir d’interaction entre le
virus vaccinal et le virus d’épreuve lors des asedyvirologiques effectuées sur les trois jours
suivants I'épreuve virulente.

Chaque lapin n’est prélevé qu'une seule fois ssrtteis jours dans un souci de

ménager les artéres auriculaires qui peuvent sestip lors de ponctions répétées.

Tableau 4: Protocole des prélévements sanguins effectudssiapins inoculés

[

Numeéros des lapins

-10 J-P J18 J-7 JO J1 J2 J3

Lapin 5 (48501)

Lapin 1 (48450) S V S V
Lapin 2 (48382) S V S V
Lapin 3 (48112) S V S V
Lapin 4 (48340) S V S V
S S
S

Lapin 6 (48692) : témoin

J6

De la méme maniére que les lapins vaccinés, lesslagentinelles sont soumis a une
analyse sérologique préalable, effectuée ici fiaiss avant la mise en contact, pour vérifier
leur séronégativité. Par la suite, trois sériepadevements destinés a des sérologies sont
effectuées a J6, J13 et J27. Les analyses viralegigont effectuées a partir des prélevements
réalisés a J10, J13 et J17 (tableau 5).
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Tableau 5: Protocole des préléevements sanguins effectudestlapins sentinelles

Numeéros des lapins J-3 J6 J10 J13 J1f7 J27
Lapin 1' (48461) S S V VS V S
Lapin 2' (48490) S S V V'S V S
Lapin 3' (48130) S S V V'S V S
Lapin 4' (48654) S S \ VS V S
Lapin 5' (48134) S S V VS V S
Lapin 6' (48658) S S V VS V S

2. Expérience n°2

Elle est similaire a la précédente mais étudipheses tardives de I'efficacité vaccinale.

Cing lapins vaccinés lors de précédentes expémgempendantes de la notre, sont
éprouves plusieurs mois aprés. Le protocole vakeina délai entre la vaccination et le jour
de I'épreuve (JO) varient d’'un animal a l'autre.

De la méme maniere que pour I'expérience 1, chdgpm vacciné est placé en
cohabitation étroite avec un lapin neuf le joul’dpreuve, et un couple de lapins témoins est
placé en isolation mais dans des conditions enn@orentales similaires.

Les vaccinations ont été réalisées grace a des vaacinaux recombinants, selon le

protocole détaillé dans le tableau 6.

Tableau 6: Protocole vaccinal

Numeéros des lapins Souche vaccinelle Rappel Détaination-JO
Lapin 7 (40506) T1-M022L-N-gfp Non 307 jours
Lapin 8 (40561) SG33-NS2 Oui 311 jours
Lapin 9 (40517) T1-M022L-N-gfp Non 307 jours
Lapin 10 (48130) SG33-GFP Non 133 jours
Lapin 11 (48654) SG33-GFP Non 133 jours

Le titre en anticorps anti-myxomateux des lapinscirgés est déterminé par un test
ELISA réalisé sur des prélevements effectués 28 jauant I'inoculation. Les prélevements
destinés aux analyses virologiques ont été effectué les trois jours suivants I'épreuve de la
méme maniere que pour I'expérience n°l. Cependaetsérie de prélevement a été realisée

a J7 pour confirmer les résultats obtenus a Jét J3 (tableau 7).
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Tableau 7: Protocole des prélévements sanguins effectudssiapins inoculés

Numeéros des lapins J-28 J1 J2 J3 J7
Lapin 7 (40506) S V
Lapin 8 (40561) S \

Lapin 9 (40517) S

Lapin 10 (48130) S V
Lapin 11 (48654) S

Lapin 12 (62370) : témoi

<

V
S V

—

I I K K K IK I

Les lapins sentinelles sont soumis a une analysdogé&ue préalable, effectuée ici 17
jours avant la mise en contact, pour vérifier Iséronégativité. Par la suite, quatre séries de
prélevements destinés a des sérologies sont edfecta J7, J13, J20 et J30. Les analyses

virologiques sont effectuées a partir des prélevemetalisés a J3, J7, J10, J13, J17 et J20
(tableau 8).

Tableau 8: Protocole des prélévements sanguins effectudesanimaux sentinelles

Numeéros des lapins J-1y J3 JY J10 J1L3 J17 120 J30
Lapin 7' (62389) S V VS V VS V V'S S
Lapin 8' (62692) S V VS V VS V V'S S
Lapin 9' (62306) S V V'S V V'S V V'S S
Lapin 10' (62394) S V V'S V V'S V V'S S
Lapin 11' (62206) S V V'S V V'S V V'S S
Lapin 12' (48134) S V V'S V V'S V V'S S

E. Surveillance clinique

Les lapins sont soumis a une surveillance cliniquetidienne durant les 30 jours
suivants la mise en contact. Les signes cliniqeesux (réaction inflammatoire locale,
myxome primaire) et les signes cliniques de gérsa@dn (blépharoconjonctivite, orchite,
myxomes secondaires), sont recherchés et notés.

Au niveau du site d’injection du virus d’épreuves Isignes de réaction inflammatoire
d'un éventuel myxome primaire sont recherchés. diketet I'évolution des lésions sont
notées. On recherche la présence de myxomes séesnslar la téte et le dos, les symptomes

respiratoires (blépharoconjonctivite, jetage, dgmrsont recensés.
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On considere ici trois formes cliniques de myxorsafdifférenciées selon le type et
I'intensité des symptdmes.
La forme aigué :
- dégradation de I'état général, apathie
- présence de myxomes sur la face, les oreillEsgteux
- blépharoconjonctivite sévere et jetage avec gési@ratoire marquée a sévere.
- anorexie et amaigrissement progressif condug#amort en moins de 15 jours.
La forme subaigué :
- dégradation passagere de I'état général avebaiteanent modérée
- présence de myxomes secondaires sur la facgeleset les oreilles
- blépharoconjonctivite, jetage et dyspnée modérés
- rémission compléte des signes cliniques en nen30 jours
La forme atténuée :
- bon état général

- myxomes secondaires en nombre restreint d’éwoludrodteuse

Lors de I'apparition d’'un myxome primaire, l'intetés de la réaction inflammatoire
locale (RIL) est estimée selon I'échelle faible,(modérée (++), marquée (+++) et sévere

(++++), de maniere a hiérarchiser les formes dliaglocales sans signe de généralisation.

F. Réalisation des prélevements sanguins

Chez le lapin, le prélevement de sang s’effectueniaeau de l'artére auriculaire
présente sur la face externe de l'oreille. Le lagsh tout d’abord placé dans une cage de
contention spécifique permettant d'immobiliser ifaal d’une part et de faciliter 'accés aux
oreilles d’autre part.

Apres désinfection de l'oreille a l'aide d'un cotdmbibé d’alcool, l'artére est
ponctionnée puis cathétérisée a l'aide d’'une dguke 25 mm de long et de 0,6 mm de
diameétre a usage unique. Le sang est recueilli dangbe prét a I'emploi.

Le prélévement sanguin destiné a une analyse giople directe par PCR est effectué
dans un tube de 5 ml de type Vacutdihesntenant un anticoagulant. L’anticoagulant wilis
est 'TEDTA (Ethylene Diamine Tétra acétique).Lelpv&ment sanguin destiné a une analyse
sérologique est effectué dans un tube sec. Le sé@sinrécolté apres coagulation, par

centrifugation du surnageant. Les échantillonsatg) £t de sérum sont conservés a — 20 °C.
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G. Analyse sérologique et titrage des anticorpdgaréthode ELISA

1. Principe

La technique ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent &dgsest une méthode de
dosage immunoenzymatique. Les dosages immunoenzyrest consistent a mettre en
évidence une réaction Ag-Ac au moyen d’'une enzyapalole de modifier la coloration d'un
substrat (Gelfet al, 1999).

Les anticorps a doser réagissent dans un prenmgastavec I'antigéne immobilisé sur
une microplaque, et dans un deuxieme temps, latiggidranticorps est mesurée a l'aide d’'un
deuxiéme anticorps (anti-immunoglobuline) marquéyee enzyme. L'activité enzymatique
est proportionnelle a la quantité d’anticorps aedoke dosage est qualitatif par 'observation
du virage du substrat chromogéne de I'enzyme ajadgeréaction, et il peut étre quantitatif
par mesure de la densité optique du substrat cdmas notre manipulation, le para-nitro-
phénylphosphate (PNPP) est hydrolysée par la platsgd alcaline en para-nitro-phénol de
coloration jaune (Geltt al, 1999).

Le tampon utilisé est le Phosphate Buffer Salir@SP

Figure 6 : Principe schématisé de la détection d’anticpaurda technique ELISA

Substrat incolore Substrat coloré

OO0 - 000

Antiglobuline marqué:
par une enzyme

Anticorps a doser

Antigene

Support solide
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2. Reéalisation (Gelfetal., 1999)

Des microplaques de 96 cupules (type Becton Dickirtzalcon Probind) sont tapissées,
pendant une nuit & 37°C, avec une suspension dg rigxomateux semi purifié dilué dans
du tampon PBS (1pg a 1,5 pg de virus dans 100 pRBfe par cupule), ou avec du tampon
PBS seul pour la colonne de référence ou "blanc".

Les puits sont ensuite lavés 3 fois avec du PB® gont saturés par de la gélatine
diluée dans du PBS a la concentration de 15 mg/md0 (L par cupule), que I'on laisse
pendant 1 heure a 37 °C.

Apres 3 lavages au PBST (PBS a 0,1 % de Tweerd26)ilutions doubles successives
des échantillons de sérum a tester dans du PBSTé&alisées et déposées dans les cupules, a
raison de 100 pL par cupule. La dilution initialst généralement de 1/100. Des sérums
positif et négatif standards sont inclus dans cbaijaque et constituent les témoins. Ainsi les
anticorps s’adsorbent sur les antigénes immobiisésa plaque pendant une heure a 37°C.

Aprés 3 lavages au PBST, un sérum de chevre datidg lapin conjugué a la
phosphatase alcaline, est dilué au 1/3000 dan8&T Pouis déposé dans les cupules (100 pL
par cupule). L’incubation est d’une heure a 37°C.

Enfin, aprés 4 ringages, 100 pL du substrat paraptiényl phosphate disodium a la
concentration de 1mg/mL dans du tampon diéthanok@il0 % (pH = 9,7) est ajouté dans
chaque cupule.

Apres 12 minutes a température ambiante et a l'derila lumiére, la réaction
enzymatique est stoppée par I'ajout de 50 pL ddes@N par cupule.

La lecture de I'absorbance est effectuée au spduitometre a une densité optique de
405 nm.

Le titre en anticorps du sérum testé est égalnadiise de la dilution dont la densité

optique est supérieure ou égale a trois fois cilE@moin négatif interne.
3. Intéréts de la méthode ELISA
La méthode ELISA se révéle étre une des méthodeogigues les plus fiables pour

détecter des titres d’anticorps faibles. De plusstcune technique extrémement spécifique
(Sp = 100 %) et sensible (Se = 100 %, 21 jourssaymeécination homologue).
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Comparée a dautres méthodes de détection séraldifixation du complément,
immunofluorescence indirecte), la méthode ELISAwstexcellent test sérologique pour le

diagnostic, I'évaluation vaccinale et la surveitlarépidémiologique de la myxomatose.

H. Analyse virologique et recherche d’ADN viral fj2CR

1. Extraction et purification de I'ADN

Les acides nucléiques sont isolés des échantitlersang grace au kit "High Pure PCR

Template Preparation Kit de Roche.

a. Principe

Les cellules sont lysées au cours d'une courtebaimon avec une protéinase K, en
présence d'un sel (guanidine-HCI) inhibant toutes hucléases. Les acides nucléiques
s’adsorbent sélectivement sur des fibres de vepexiales liees au filtre des colonnes
d’extraction (High Pure Purification filter tubd)es acides nucléiques adsorbés sont purifies
par une série de lavages destinés a éliminer |gmrateés cellulaires. Enfin, le tampon
d’élution, libére les acides nucléiques des filleyerre.

b. Réalisation pratique

Un échantillon de 200 pL de sang sur anticoagwahmélangé a 200 uL de "Binding
Buffer" (6 M guanidine-HCI, 10 mM urea, 10 mM Ti#cl, 20% Triton X-100, pH 4,4) et a
40 uL de protéinase K reconstituée, puis est nmsuber pendant 10 minutes a 72°C.

100 uL d’isopropanol sont ajoutés puis le mélange pgacé dans une colonne de
filtration du kit, puis centrifugé pendant 1 min@&000 rpm. Le filtrat est éliminé.

Un premier lavage est realisé par I'ajout de 500di'Inhibitor Removal Buffer" (5
mM guanidine-HCI, 20 mM Tris-HCI, pH 6,6) dans lalanne, suivi d’une centrifugation
pendant 1 minute a 8000 rpm.

Deux lavages successifs sont réalisés grace ampotade lavage a base d’éthanol sur
le méme principe : ajout de 500 pL de "Wash Buf{e® mM NaCl, 2mM Tris-HCI, pH 7,5)
dans la colonne puis centrifugation pendant 1 neidu8000 rpm. Le filtrat est éliminé apres

chaque lavage.
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Apres le dernier lavage, une centrifugation trgsde et de courte durée (10 secondes a
14000 rpm) permet d’éliminer les résidus d’alcool.

Enfin, 200 pL dElution Buffer" (10 mM Tris, pH B) préchauffé a 70°C, sont placés
dans la colonne et une centrifugation d’'une midUB®00 rpm permet de récupérer la solution
d’élution contenant les acides nucléiques purifiés.

Ces échantillons sont ensuite conservés a — 20°C.

2. Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

a. Principe

Cette réaction permet d’amplifier sélectivemengaelques heures un segment d’ADN
choisi. Cela consiste a provoquer in vitro de rpigs réplications d’un gene ou d’une portion
de géne connu. Pour cela, la PCR nécessite deig detbase : des amorces spécifiques et
une ADN polymérase.

Un cycle de PCR se compose de 3 étapes :

- L'ADN est tout d’abord dénaturé par chauffage 4°G® ce qui provoque la
séparation des 2 brins complémentaires de la ségqueamplifier.

- Deux oligonucléotides (amorces) complémentaiespectivement de 2 courtes
séquences situées aux extrémitése3 brins sens et anti-sens du fragment d’ADN pliéier,
s’hybrident & une température d’hybridation dépeteiae la taille et de la composition des
amorces (en moyenne 60 °C).

- Les extrémités '3des oligonucléotides hybridés servent d’amorcesn@ ADN
polymérase. Chaque brin du fragment sert alors @eige a I'enzyme qui synthétise les brins
complémentaires a la température de 72°C.

A lissu d'un cycle de PCR le facteur de multiptioa du fragment a amplifier est de 2.

Au cours du deuxiéme cycle, les produits issus mer cycle sont dénaturés par la
chaleur, puis les amorces s’hybrident & nouveaua kegebrins d’ADN provenant du premier
cycle d’amplification, chaque brin servant de nuatria 'ADN polymérase. Le facteur
d’amplification sera alors de quatre et ainsi digestA chaque cycle il y a doublement des
copies du fragment d’ADN.

La succession de plusieurs cycles de PCR (en mey&ncycles) permet donc

d’amplifier la séquence recherchée un grand noméifeis.
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Figure 7 : Principe de la Réaction de Polymérisation eniGhéPCR)
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Pour augmenter la spécificité et la sensibilitdéadméthode, on réalise ensuite une PCR
nichée a partir des produits d’amplification (aropihis) de la premiére PCR.

Pour cela on utilise d’autres amorces complémergale séquences situées a l'intérieur
du géene déja amplifié lors de la premiere PCR. Birent alors une séquence amplifiée plus

petite que la premiere.
b. Réalisation pratique
La premiere PCR vise a amplifier MO22L, géene dekb,1 Les amorces employées sont
les suivantes :

M.F.30.AS : 3TCA GTT TTT TAC CAC CGT ATT GCG GGG ATT-3
M.F.30.S:5CTC TTT TTC ATG TAT TAAATG CTATCACTT-3
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Une PCR semi nichée est réalisée ensuite, gragemg€ine amorce sens et a 'amorce

antisens R-R245A et permet d’amplifier une séquelecés0 pb.
R-R245A : 3CAG TCT TCT CAT CTT CTC GGA TCA CGG GCA CGA G-3

Préparation du mix de réaction :

Pour 100 pL de réaction :

Tampon de réaction 10 X (trisCl 200mM pH 8,3, KOD&:M, MgCI2 15mM) : 10 puL
Mélange de dNTP (2,5 mM de chaque dNTP) : 2uL

Taq polymérase (Qbiogene) : 0,8 uL

Amorces 5et 320 X (10 mM) : 5 pL de chaque

Eau nanopure : qsp 100 pL

Le mix est réparti dans les tubes de réactionsomaile 23 pL par tube, complétés a 25
uL par I'ajout de 2 pL de solution d’ADN purifiésis des échantillons de sang.
Un témoin positif est réalisé en mélangeant 1 plsaletion d’ADN purifié issu d’'une
culture cellulaire infectée par du T1, dans 24 glLx.
Un témoin négatif contenant 25 puL de mix est égalegmealisé.
Les 35 cycles d’amplification sont réalisés danshemmocycleur :
- étape de dénaturation : 30 secondes a 94°C
- étape d’hybridation des amorces : 30 second€@S@ 5
- étape d’élongation par la Taq polymérase : 30rsdes a 72°C

c. Intéréts de la PCR

La PCR est une méthode tres sensible car elle pelenaétecter de tres petite quantité

de matériel génétique dans I'échantillon de départ.
La spécificité de cette méthode est égalementllerte, car les amorces utilisées sont

spécifiques de la séquence recherchée.
L'utilisation de la PCR nichée permet d’augmentamblification et donc la sensibilité

de la technique mais aussi sa spécificité car lxidene couple d’amorces permet de mieux

cibler la séquence recherchée en contournant Eglles erreurs d’hybridation du premier

couple d’amorces.
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3. Electrophorése d’ADN en gel d’agarose

Une solution contenant 0,7 a 1 % d’agarose dartarapon TBE (Tris Borate d’EDTA)
est réalisée. Apres fusion, le gel est coulé sppan plastique muni d’'un peigne servant a
former les puits. Lorsque le gel a refroidi, legres est 6té et le gel est immergé dans du TBE.

Les échantillons, composés de 8uL d’amplicons € @dé& de tampon de charge (bleu
de bromophénol), sont chargés dans les puits. emipr puit est réservé au marqueur de
poids moléculaire (marqueur 1 kb Gibco BRL).

La migration de 'ADN est effectuée sous une temsle 100 a 120 volts.

Le gel est immergé dans une solution de Bromuré¢hgum (BET) a 10 pg/mL
pendant 15 minutes puis rincé.

Le gel est ensuite examiné sous rayonnementAl&/312 nm) et photographié.

- 87 -



Il. Résultats

A. Manipulations préliminaires

Avant chaque expérience, tous les animaux ont subidosage d’anticorps anti-

myxomateux par ELISA pour connaitre leur statublsgique avant toute manipulation.

1. Détermination du titre d’anticorps des lapinsomaés

Le titre en anticorps a été calculé selon la didini énoncée au 8 7 de la partie

matériels et méthodes et en prenant comme réfélemnémoin négatif interne dilué au 1/200.

a. Expérience n°1
Les lapins ont été préleves le jour de I'épreud, (10 jours apres la vaccination, ils se

situent donc dans la phase de croissance du néicbrps.

Tableau 9: Titre en anticorps des lapins vaccinés (JO)

Numeéros des lapins Titre en Anticorps
Lapin 1 (48450) 800
Lapin 2 (48382) 200
Lapin 3 (48112) 200
Lapin 4 (48340) 1600
Lapin 5 (48501) 800

b. Expérience n°2
Les lapins ont été préleves plusieurs mois apreadaination, ils se situent donc dans

la phase de décroissance du titre d’anticorps.

Tableau 10: Titre en anticorps des lapins vaccinés (J0-28)

Numéros des lapins Titre en Anticorps
Lapin 7 (40506) 3200
Lapin 8 (40561) 1600
Lapin 9 (40517) 1600
Lapin 10 (48130) 800
Lapin 11 (48654) 400
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2. Vérification du statut sérologique des lapinstiselles et témoins

Les lapins sentinelles et témoins ont été testeEIpSA et contrblés séronégatifs avant

le début des manipulations.

B. Protection clinique et virologique de la vactioa vis-a-vis des lapins inoculés

1. Expérience n°1

a. Protection clinique

Seule une réaction inflammatoire locale au niveayodint d’inoculation, d’intensité
faible a été notée dans les jours suivant linggettiCe myxome primaire Iégérement
érythémateux et non exsudatif a disparu en quelgues. Aucun autre signe local ou général
n'a été observé.

Le lapin témoin a développé une forme aigué classip myxomatose. Un myxome
primaire s’est formé au niveau du point d’inocwatipuis les signes de généralisation sont
apparus 5 jours apres l'inoculation. L'évolutiorrmale de la maladie a conduit a la mort du

lapin témoin en 14 jours.

b. Protection virologique

Les résultats des PCR révélés par I'électrophoffigere 8) sont regroupés dans le
tableau 11.

Les analyses virologiques effectuées juste apreadaination (J-9, J-8 et J-7), montrent
bien I'absence de virémie avec le virus vaccinalnsA une virologie positive apres
inoculation sera forcément due au virus d’épredvea au virus vaccinal.

La virémie du lapin témoin, ayant développé unenclinique aigué de myxomatose,
a eté confirmée par la PCR de J6.

En ce qui concerne les lapins vaccinés, les amalyselogiques ont mis en évidence
une virémie chez un des animaux : le lapin n°4.aJ#2signal trés faible a été détecté a I'issu
de la PCR semi nichée uniquement, la PCR simplgenaettant pas cette détection. Aucune

virémie post-inoculation n’a été détectée chezlastres lapins vaccinés.
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Tableau 11: Résultats des PCR des lapins vaccinés

Numeéros des lapins PCR

J-9 J-8 J-7 J1 J2 J3 J6
Lapin 1 (48450) - -
Lapin 2 (48382) - -
Lapin 3 (48112) - -
Lapin 4 (48340) - +
Lapin 5 (48501) - -
Lapin 6 (48692) : témoin +

Figure 8: Gel d’électrophorése issu des PCR des lapinsnég de I'expérience n°1

6' T2 T =F

Légende :

MPM : Marqueur de poids moléculaire (1 kb)

T-1: Témoin négatif n°1 : il correspond aux pragduissus de I'amplification d’un
échantillon du témoin négatif de la premiére PC&, la PCR nichée. Ce témoin négatif
permet donc de valider la PCR nichée en écartaatasreur de manipulation lors de la
premiére PCR.

T-2 : Témoin négatif n°2 : c’est le témoin normalld PCR semi nichée.

T+ : Témoin positif
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2. Expérience n°2

a. Protection clinique des animaux inoculés

La surveillance clinique des lapins inoculés a i&wes formes cliniques différentes
d’'un animal a I'autre (Annexe 1).

Le lapin 7 (n°40506) n’a présenté aucune manifiestalinique suite a I'inoculation.

Les lapins 8, 9 et 10 ont présentés des signesxama point d’inoculation sans aucun
signe clinique général.

Le lapin 8 (n°40561) a présenté une Iésion légénedrythémateuse non exsudative au
niveau du point d’'inoculation. Cette réaction inflmatoire locale de faible intensité a disparu
a partir de J8. Un nodule ferme et froid de lcndi@denétre au maximum a persisté tout au
long de I'expérience.

Le lapin 9 (n°40517) a présenté un myxome primamghémateux et non exsudatif
correspondant & une réaction inflammatoire locadelérée qui a disparu a partir de J10 sans
laisser de séquelle.

Le lapin 10 (n°48130) a présenté un myxome primaoas la forme d’'une macule
rougeéatre de 4 cm de diamétre (réaction inflammatlmicale marquée). Une scarification
(nécrose) est apparue a J8 au centre et a pamist#u long de I'expérience pour atteindre un
diamétre maximum de 1,5 cm.

Le lapin 11 (n°48654) a présenté un myxome primdee5 cm de diametre. Une
scarification identique a celle du lapin précédest apparue a J8 autour du point
d’inoculation et a persisté pour atteindre unéetailaximum de 2 cm de diametre (Photo 1).

Photo 1: Scarification locale de I'oreille gauche du lapi1l a J8
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Les signes généraux sont apparus a partir del@phdroconjonctivite bilatérale faible,
guelques myxomes secondaires sur la face et ldesreine géne respiratoire modérée et un

léger abattement. Une amélioration clinique a éseovée a partir de J11, avec une guérison
totale progressive.

Le lapin 12 (n°62370), c’'est-a-dire le lapin téma@indéveloppé une forme clinique
aigué classique de myxomatose. Le myxome primast étendu sur 5 cm de diamétre.

Les signes cliniques généraux sont apparus a paetiJ6 : abattement marqué,
blépharoconjonctivite bilatérale sévére avec de breox myxomes secondaires sur la face,
les yeux et les oreilles, et une géne respirat@ésere (Photo 2). L'anorexie et
'amaigrissement progressif de I'animal ont condu#ta mort a J18.

Photo 2: Lapin n°12 a J11

b. Protection virologique

Les résultats des PCR visibles sur la photo dud@gé¢ctrophorése de la figure 9 sont
recenses dans le tableau 12.

Le lapin témoin, ayant développé une forme clinigigeié de myxomatose, s’est révélé
virémique a J3 et a J7. Pour les animaux vaccs®d,le lapin 11 (48654), a développé une
virémie. Cette virémie s’est mise en place dansrémes délais que le lapin témoin c’'est-a-

dire & partir de J3 mais a persisté malgré la gagrclinique et une virémie résiduelle a pu
étre mise en évidence a J30.
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Tableau 12: Résultats des PCR des lapins vaccinés

Numéros des lapins PCR
J1 J2 J3 J7 J30
Lapin 7 (40506) - -
Lapin 8 (40561) - -
Lapin 9 (40517) - -
Lapin 10 (48130) - -
Lapin 11 (48654) + + +
Lapin 12 (62370) : témoi + +

Figure 9: Gel d’électrophorése issu des PCR des lapinsnég de I'expérience n°2

J2 NK)

h‘;j‘S_/ll%lz Tl

Le tableau 13 récapitule les différents résultdiermus pour les lapins inoculés. Les

formes cliniques sont classées en fonction deftgare épidémiologique.
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Tableau 13: Synthése des résultats des lapins inoculésgpdtience n°2

Numéros des lapins Titre en Forme clinique PCR
Anticorps J1 J2 J3 J7 J3(

Lapin 7 (40506) 3200 RAS - -

Lapin 8 (40561) 1600 Locale + - -

Lapin 9 (40517) 1600 Locale ++ - -

Lapin 10 (48130) 800 Locale +++ - -

Lapin 11 (48654) 400 Subaigué + + +
Lapin 12 (62370) : témoin 0 Aigué + +

C. Etude de la transmission du virus d’épreuvelapis sentinelles

1. Observation clinique des animaux sentinelles

Les lapins sentinelles des deux expériences né@vldppé aucun signe clinique.

Les deux lapins sentinelles en contact avec leéadapoculés témoins, ont développé
une forme aigué de myxomatose. Le lapin n°6' (eé&pée n°1l) a développé les premiers
signes cliniques a partir de J17 et a été euth@gak fin de I'expérimentation, tandis que le

lapin n°12' (expérience n°2) a débuté une symptologie a J15 et est mort a J31.

2. Analyses virologiques et sérologiques

a. Expérience n°1

Le tableau 14 regroupe les résultats des PCR tidettrophorése est représenté sur la
figure 10. L’échantillon du lapin 1' a J13 qui $'evélé positif a lissu de cette
électrophorése, a été controlé et confirmé népatiplusieurs analyses de contrdle.

Les résultats des analyses virologiques effectusgs les 5 lapins sentinelles,
correspondent a I'observation clinique. Ainsi, auewirémie n'a été détectée chez les lapins
sentinelles sur les trois séries de prélevementséés. La virémie du lapin sentinelle-témoin
(lapin 6') a été mise en évidence sur les préléenesrae J13 et J17.

Deux analyses sérologiques ont été réalisées mmiirmer 'absence de transmission
du virus d’épreuve aux lapins sentinelles. Ainssg, prélevements réalisés a J13 et J27 ont été
analysés par ELISA et se sont révélés séronégatifs exception.
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Tableau 14: Résultats des PCR des lapins sentinelles

Numeéros des lapins PCR
J10 J13 J17

Lapin 1' (48461) - - -

Lapin 2' (48490) - - -

Lapin 3' (48130) - - -

Lapin 4' (48654) - - -

Lapin 5' (48134) - - -

Lapin 6' (48658) - + +

Figure 10: Gel d’électrophorese issu des PCR des lapinisdies de I'expérience n°1

J10 J13

-

"
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b. Expérience n°2

Le tableau 15 regroupe les résultats des PCR pamedant aux figures 11 et 12.

Le lapin 11' a été trouvé positif sur le prélevemeéa J17 uniquement (figure 12).
Aucune virémie n'a été détectée chez les quatmesildpins sentinelles sur les six séries de
prélevements réalisées. La virémie du lapin selgit@émoin (lapin 12") a été mise en
évidence a partir de J10 puis a été confirméeesupiélevements de J13, J17 et J20.

Tableau 15: Résultats des PCR des lapins sentinelles

Numeéros des lapins PCR

J3 J7 J10 J13 J17 J20
Lapin 7' (62389) - - - - - -
Lapin 8' (62692) - - - - - -
Lapin 9' (62306) - - - - - -
Lapin 10' (62394) - - - - - -
Lapin 11' (62206) - - - - + -
Lapin 12' (48134) - - + + + +

Figures 11: Gel d’électrophorése issu des PCR des lapingne#les de I'expérience n°2
pour J3 et J7

-
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Figures 12: Gel d’électrophoreése issu des PCR des lapingingdiet de I'expérience n°2
pour J10, J13, J17 et 20
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Les résultats des sérologies réalisées sur cesslapint présentés dans le tableau ci-
apres.

Tableau 16: Résultats des sérologies des lapins sentinelles

Numeéros des lapins ELISA

J7 J13 J20 J30
Lapin 7' (62389) - - - -

Lapin 8' (62692) - - - -

Lapin 9' (62306) - - - -

Lapin 10' (62394) - - - -

Lapin 11' (62206) - - - -

Lapin 12' (48134) - - + (titre : 800) | (+titre : 3200)
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Seul le lapin sentinelle-témoin (lapin 12') a pré8eune séroconversion. Les analyses
de J20 et de J30 ont montré des résultats poaitds un titre respectivement de 800 et de
3200. Le lapin 11' n'a pas présenté de sérocororensialgré la mise en évidence de la

présence du virus a J17 sur 'analyse précédente.
Enfin, un tableau synthétique regroupant tous dssiltats concernant I'expérience n°2

(Annexe 2) permet d’avoir une vision globale deseambations cliniques, virologiques et

sérologiques par couple de lapins.
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[ll. Discussion générale

La myxomatose est une maladie infectieuse, viralembculable, dont la transmission
dans la nature est essentiellement vectorielletefors, d’autres moyens de transmission de
la maladie sont connus. Le virus présent dans déesétons et les excrétions des lapins
malades se transmet par contagion directe danairestconditions. Le contact immeédiat
d’exsudats virulents avec les muqueuses autorigdeatsmission. La voie respiratoire est
rencontrée lorsque le lapin est soumis a une athéospriche en virus, dans des locaux
confinés, mal ventilés avec une densité importagtanimaux. En outre, tout
microtraumatisme cutanéo-muqueux est, en théarme porte d’entrée pour le virus. Ainsi, le
toilettage avec des griffes porteuses du viruszdetact avec des épines contaminees, les
combats entre lapins, sont autant de moyens darmamtion (Joubert etl., 1972).

De nombreux facteurs favorisant une transmissidinaee par contagion directe sont
réunis lors de la mise en cohabitation étroite elexdapins méales. Le comportement social et
grégaire de cette espece entraine un contact penmnaes deux animaux et favorise les
combats. La voie respiratoire sur une tres coustiaugce est également sollicitée.

Nos conditions expérimentales nous ont donc pedmisidier la contagion directe de la
myxomatose méme si c’est un mode de transmissiaoritaire dans la nature. En revanche,
I'étude de la transmission vectorielle de la myxtoea n'a pas éteé réalisée. En effet, il aurait
fallu, pour cela, mettre chaque couple de lapinselement total et en présence des vecteurs
spécifigues de la myxomatose, ce qui n'était pabsable dans les locaux expérimentaux de
FENVT.

Ainsi, les lapins ont simplement été placés enamirétroit dans des cages individuelles,
le couple de témoins étant isolé des autres lapes.expériences ont €été menées dans des
locaux fermés, désinsectisés et aucune puce n‘@bégyvée au cours des 2 experiences. Les
manipulations se sont déroulées au mois de mai @0061'expérience n°1 et d’'octobre 2006
pour I'expérience n°2 afin d’éviter les périodespddiulation des moustiques.

La transmission de la myxomatose a bien été obsepedir les couples de lapins
témoins des expériences n°l et n°2, avec des sigimgues qui sont apparus dans les
mémes délais, a savoir respectivement 17 et 15s japres la mise en contact. Nos
expériences permettent donc de valider la trangonigie la myxomatose lors de promiscuité
étroite, dans un endroit confiné et en I'absenceadteurs, entre un lapin inoculé développant

une forme aigué de myxomatose et un lapin séroiégat
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L’objectif de nos travaux était de travailler sieua périodes critiques de la cinétique
des anticorps produits par la vaccination, a seawimoment de la période de séroconversion
et en fin de la période protectrice estimée, leréaddécroissance des taux d’anticorps.

Le suivi sérologique des animaux séropositifs aeffiéctué par ELISA car c’est une
technique semi-quantitative extrémement spécifi@oe= 100 %) et sensible (Se = 100 %, 21
jours aprés vaccination homologue), permettant éeatler des titres d’anticorps faibles
(Gelfi et al, 1999). Le calcul des titres en anticorps a é#dis& en choisissant comme
référence le témoin négatif interne dilué au 1/2@Mformément aux pratiques habituelles du
laboratoire. Les valeurs des titres en anticorpsnpttent donc uniqguement de comparer le
statut sérologique des lapins entre eux et ne pouétre extrapolés dans d’autres situations
gu’a condition de reproduire les mémes méthodasatlyae et de calcul.

Les données bibliographiques sur la souche vaeci8&33 indiquent que la réponse
immunitaire apparait dés I€jdur post-vaccination (Saurat @k, 1978) et que la protection
clinique est assurée dés fejaur (Picavet eal., 1989). Les résultats de I'expérience n°1 sont
en accord avec ces données et montrent que 10gptas vaccination, I'immunité conférée
est suffisante pour assurer une protection clinigisea-vis d’une souche hypervirulente.
Cependant, le titre en anticorps des lapins vascitdéterminé le jour de I'épreuve, n'apporte
ici que peu de renseignements. En effet, les t#oes tres hétérogenes (de 200 a 1600) et ne
sont pas corrélés aux résultats cliniqgues et \jiglees. Ainsi, alors gu’aucun lapin n'a
présenté de signes cliniques, le lapin ayant te 8h anticorps le plus élevé (lapin n°4) a
présenté une virémie faible et transitoire (déwétd?2). La vaccination avec le vaccin vivant
SG33 conféere donc une protection clinigue au mainzartir du 10 jour post-vaccination,
malgré un titre en anticorps hétérogéne seloralgiss.

Pour I'expérience n°2, la corrélation entre leetiem anticorps anti-myxomateux et la
clinigue des animaux vaccinés post-inoculation demhbtéressante, puisque le lapin
présentant le titre en anticorps le plus bas (4@0)éveloppé une forme subaigué de
myxomatose. Les autres lapins présentant des filtes élevés n'ont développés que des
Iésions locales au point d’inoculation sans sigeegdnéralisation. Les lapins séropositifs,
utilisés lors de I'expérience n°2, ont été vaccilogs de précédentes expériences avec deux
types de souches virales vivantes modifiées : dpaet les 2 virus dérivant de SG33 et
d’autre part un virus issu de T1 (tableau 6). Lesxdvirus recombinants issus du virus SG33
possédent les mémes propriétés immunologiques gutemier. Les valeurs des titres en
anticorps sont hétérogenes et varient logiquemeriorction de la date de vaccination et du

type de vaccin utilisé (tableau 10).
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Les lapins 10 et 11 ont recu une monoinjection @ecw SG33-GFP plus de 4 mois
avant I'épreuve et seul le second lapin a dévelap@forme subaigué de myxomatose. La
protection clinique n’est donc pas totale 4 moigleni apres vaccination. Le lapin 8 a recu,
guant a lui, deux injections de SG33-NS2 a 4 seesadiintervalle dont la premiére a été
effectuée 10 mois avant I'épreuve et posseéde ndit anticorps suffisamment élevé (1600)
pour assurer une bonne protection clinique. Legsatra de Saurat etl. (1978) sur le SG33
indiquent une protection clinique de 6 mois lorgm®oinjection et de 8 mois avec un rappel
a 6 semaines, ce qui est cohérent avec nos résitiain, les lapins 7 et 9 vaccinés avec le
virus recombinant issu de T1 ont de forts titresaaticorps 9 mois apres vaccination. Nos
résultats semblent indiquer que dans nos conditexpg&rimentales, un titre en anticorps
minimum de 800 est associé a une protection clenmptimale.

Le délai relativement long de 28 jours entre leed@étnation des titres en anticorps et la
mise en contact (JO), s’explique par des épisolil@gues de pasteurelloses chez certains des
jeunes lapins destinés a étre sentinelles qui ranisobligé a repousser le début de
I'expérimentation. Un traitement antibiotique adadOxytétracycline, administré pendant 10
jours a I'ensemble des animaux, a permit de stolgperortalité rapidement. Considérant que
les valeurs des titres en anticorps seraient irgdesapres ce contretemps les analyses n’ont
pas été renouvelées le jour de la mise en corifactige.

Le virus recombinant issu de la mutation d’'un sgehe du virus hypervirulent T1
n’entraine aucune expression clinique sur les amimaoculés (Bertagnoli, données non
publiées) tout en conservant un pouvoir immunogee® supérieur a celui du virus SG33.
Ceci nous montre que l'immunogénécité d’'une soudlede myxomateuse est d’avantage
lite au fond génétique qu’a l'intensité des sigolsques qu’elle provoque. De plus, si la
cinétique des anticorps produits par la vaccinativec le virus SG33 est relativement bien
connue, ce n'est pas le cas du T1-M022L-N-gfp dequel nous n'avons que tres peu de
recul. Ainsi, l'utilisation des titres en anticorpstaux des différents lapins utilisés nous a
permis d’avoir une appréciation relative et compaeadu niveau de protection des différents
lapins entre eux. Cependant, plusieurs biais soéféorer. Tout d’abord, le titre en anticorps
est le seul paramétre utilisé ici pour estimetdtus immunologique des lapins séropositifs ce
qui signifie que I'on ne tient compte que de lectém immunitaire a médiation humorale. Or,
la réaction immunitaire a médiation cellulaire tjahnt un réle prédominant dans la protection
de I'h6te face aux Poxvirus, est essentiellemetdrdénée par le fond génétique de la souche
virale. D’autre part, nous avons travaillé d’'aptés valeurs des titres en anticorps totaux

données par le test ELISA. La détermination desstiten anticorps neutralisants par
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séroneutralisation nous aurait permis d'affiner pesametres prédictifs d’'une protection
clinique et virologique optimale. Enfin, le nhomhbirep réduit d’animaux utilisés dans nos
expeériences ne permet pas de déterminer un niveauodection clinique correspondant a un
titre en anticorps donnée.

Un simple titre en anticorps ne constitue pas pginstant un parametre fiable pour
prédire une protection cliniqgue. Une expériencecawe nombre suffisant de lapins, vaccinés
avec un méme fond génétique et selon le méme mletpourrait éventuellement permettre
de déterminer un seuil de titre en anticorps auswesduquel les lapins bénéficient
statistiguement d’une meilleure protection clinigDans tous les cas, I'utilisation de titre en
anticorps pour estimer le statut épidémiologiquienetunologique d’'une population de lapins
de garenne semble peu réaliste.

Les analyses virologiques sont réalisées par PGRhade tres sensible, détectant de
trés petite quantité de matériel génétique damh#gtillon de départ. De surcroit, I'utilisation
de la PCR semi nichée permet d’augmenter netter@ersensibilité de la méthode de
détection. Cependant, il est vrai que les résuttata PCR nichée étaient souvent identiques a
ceux de la PCR simple. Elle a permis notammentatiecter le virus sur les animaux témoins
a des stades plus précoces que ne l'aurait peanRECR simple. Toutefois, la multiplication
des manipulations et 'augmentation de la senstbdnt engendré I'apparition de quelques
cas de faux positifs. En effet, si des probléemesaigamination peuvent survenir a chaque
étape de la PCR, il est d’autant plus importantraailler proprement lors de I'utilisation de
la PCR nichée. Ainsi, les analyses virologiques dathandé plusieurs analyses de contrble
pour confirmer chaque résultat.

L’injection intradermique du virus SG33 peut engendlans quelques cas une virémie
faible et éphémere détectable jusqu’a 5 jours dpreaccination (Saurat al, 1978). Lors de
I'expérience n°1, les lapins vaccinés ont donclfalijet d'une série d’analyses virologiques
dans les 3 jours apres la vaccination pour véritidasence de virus vaccinal dans le sang.

La virémie consécutive a une infection par une Beuwirale hypervirulente est
détectable dés Ie®2our aprés inoculation (Joubert @t, 1972). La recherche de virémie a
donc été effectuée des les 3 premiers jours swvhinbculation d’épreuve pour les 2
expériences, Lors de I'expérience n°1, seul lenl&oa présenté, malgré la vaccination, une
virémie faible et transitoire, détectable uniqueh#a?2.

En ce qui concerne I'expérience n°2 le lapin 1Té&senté une virémie des J3 et qui est

encore détectée lors de la derniére analyse effeciuJ30 malgré une guérison clinique
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complete. La virémie de J30 n'a été détectée disaul de la PCR nichée, les produits
d’amplification de la PCR simple n’étant pas déibtd a I'électrophorese. Ceci signifie que
la quantité de virus présent dans le sang étaikefail est probable que nous avons détecté ici
les dernieres traces d’une virémie résiduelle,ggédane technique de détection extrémement

sensible.

Les deux expériences tendent a montrer que lantias®n du virus d’épreuve aux
lapins sentinelles contacts en l'absence de vesteest fortement compromise par la
vaccination.

Cependant, le couple de lapins 11 et 11' appodardermations essentielles. La PCR
du lapin 11' de J17 s’est révélée positive a I'idsul’électrophorése de RCR nichée, la
premiere amplification étant négative. En outre,la@n 11' n’a développé aucun signe
clinique et est resté séronégatif jusqu’a J30. éeation d’'une virémie ponctuelle a J17 en
'absence de toute séroconversion semble tres deeitdn effet, une transmission effective
du virus T1 aurait dd entrainer une expressionicim aigué et en tous cas une
séroconversion manifeste a J30. Malgré deux vatiios completes qui ont donné les
mémes résultats, il est probable que cette PCReaide J17 soit faussement positive. Un
suivi sérologique prolongé de ce lapin au dela3fealrait été intéressant, mais cela n’a pas
pu étre réalisé pour des raisons de disponibiégrdanipulateurs.

Néanmoins, quels auraient été les résultats eremeésde vecteurs. A priori, il est
logique de penser que tout animal virémique oueportdu virus au niveau du point
d’inoculation est susceptible d’étre une sourceastagion. Le lapin n°11 qui a développé
une forme subaigué de myxomatose, peut étre cagsidénme une source de contamination
pour un vecteur éventuel, méme s’il n’a pas traedmirus a son lapin sentinelle dans nos
conditions expérimentales.

L’échec de la transmission du virus du lapin 11 ain $apin contact malgré le
développement d’'une forme subaigué de myxomatasevprque l'efficacité de la contagion
directe est fortement dépendante de l'intensitél@kens. En effet, seuls les 2 lapins témoins
qui ont déclaré des formes aigués de myxomatosetransmis le virus d’épreuve. Le
caractére exsudatif et virulent des lésions myxemsds aigués est déterminant dans la
contagion par contact immédiat. Les lésions dunlddi n’étaient probablement pas assez
exsudatives et chargées en virus pour permettreal@asmission. De plus, le délai de
déclaration clinique des lapins sentinelles-témdilis et 15 jours) semble assez long si on

considére que les lapins inoculés correspondamrigenét extrémement contagieux des la
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généralisation clinique soit J6. L'incubation étamssez courte pour les souches
hypervirulentes (de 3 a 7 jours), la déclarationiglie aurait pu, en théorie, intervenir plus tot.
La contagion directe reste donc un mode de trassmnismarginal dont I'efficacité est

largement dépendante de l'intensité des lésionke éh durée de contact. Dans la nature, les

vecteurs sont essentiels dans la transmissionodesias nodulaires de myxomatose.

Les résultats de notre travail qui ne concerneptlgs souches classiques nodulaires ne
peuvent, bien entendu, pas étre étendus aux soacmpsomateuses. On considere que ces
formes de myxomatose « respiratoire » sont régias Ips schémas épidémiologiques
classiques avec une transmission vectorielle paiogi mais aussi une transmission aérogene
(Joubert etal.,, 1982). Il est légitime de se demander si I'sdition d'une souche
amyxomateuse hypervirulente comme virus d’éprewvelgirait a des résultats similaires en
matiere de transmission.

Notre étude s’est appuyée sur des lapins sérdigoaitant été préalablement vaccinés.
Mais gu’en est-il des jeunes lapereaux, issus gida séropositives ayant transmis des
anticorps anti-myxomateux a leur progéniture pehdkn gestation mais aussi par
l'intermédiaire du colostrum et du lait ? Une ptaeke réalisée au printemps 2007 a permit de
préciser la cinétique des anticorps maternels Ehé&pereau (Bertagnoli, 2007, données non
publiées). Une étude semblable a la notre est prpour déterminer dans quelles conditions
les lapereaux sont protégés par 'immunité matkret ne transmettent pas le virus a des
lapins séronégatifs.

Enfin, une expérience identique a la notre, engmés de vecteurs de la myxomatose,
serait sans aucun doute trés riche en enseignen@ats/pe d’expérience est pour I'heure
irréalisable dans les locaux expérimentaux de I'HNAA raison des contraintes matérielles
(confinement total de chaque couple de lapin) neaissi biologiques. En effet, cela
nécessiterait de maitriser parfaitement I'élevagka €ontention de ces vecteurs pour éviter

une contamination accidentelle de I'environnement.
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Conclusion

De cette étude nous pouvons retenir qu’en I'abseeceecteurs les lapins séropositifs
inoculés ne transmettent pas le virus myxomatedXapins séronégatifs.

Néanmoins la protection clinique et virologiquelderaccination n’est pas totale pour
tout titre d’anticorps initial. Un animal séropdispeut développer une forme atténuée de
myxomatose lors de réinfections et ainsi constitueréservoir temporaire de virus et une
source de contagion pour les arthropodes piqueurs.

Notre étude rencontre ici ses limites car nous remmmes appuyés sur un mode de
contagion minoritaire dans la nature. Il est némessle renouveler des expériences similaires
de mise en contact de lapins inoculés et de lapémenégatifs, en présence de vecteurs :
moustiques et puces.

En outre, pour compléter I'étude du réle épidéngajae des lapins séropositifs,
'existence de lapins porteurs latents doit étreheechée expérimentalement. A notre
connaissance, aucune étude récente n’est vengéeatve infirmer formellement les travaux
de Williams etal. (1972 et 1973), qui soulevent I'hypothese d'uégurgence virale lors de la
décroissance du taux d’anticorps. La confirmatiom Itexistence de porteurs latents
asymptomatiques, c’est-a-dire de réservoirs desvirtunoyen ou long terme, remettrait en

cause une grande partie de I'épidémiologie coneua thyxomatose.
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Clinique

Lapins Symptémes | J2 | J4 | J6 | J8 | J10 | J12 | J14 | J16 | J18
Lapin n°7 Locaux RAS
(40506) Généraux RAS
Lapin n°8 Locaux Myxome primaire - réaction disparition| Persistance d’'un nodule froid d’1 cm de diametre
(40561) inflammatoire locale (RIL) légere | de la RIL
Généraux RAS
Lapin n°9 Locaux Myxome primaire - réaction inflammatoiredte | disparition| RAS
(40517) modérée de la RIL
Généraux RAS
Lapin n°10 | Locaux Myxome primaire - réaction Scarification locale
(48130) inflammatoire locale marquée 5 mm | 10mm [ 12mm | 15mm
Généraux RAS
Lapin n°11 | Locaux Myxome primaire - réaction Scarification locale
(48654) inflammatoire locale marquée 5mm | 15 mm 17mm | 20mm
Généraux RAS Blépharoconjonctivite l1égere Amélioration et guérison progressive
Myxomes secondaires sur la face et
les oreilles
Abattement Iéger
Lapin n°12 | Locaux Myxome primaire exsudatif et Ulcere rouge de 5 mm de diameétre au point d’indria
(62370) oedémateux de 25 mm
témoin Généraux RAS Blépharoconjonctivite bilatérale | Aggravation clinique avec Mort
severe surinfections bactériennes : lésions
Nombreux myxomes secondaires saculaires suintantes et nécrosantes
la face, les yeux et les oreilles Anorexie et amaigrissement
Géne respiratoire sévere progressif
Abattement marqué

Annexe 1: Tableau récapitulatif des évolutions cliniques thpins inoculés de I'expérience n°2




Lapins vaccinés n° : 7 (40506) 8 (40561 9 (40517)0 (48130) 11 (48654) 12 (62370)
Vaccination T1-M022| SG33 (2 inj) T1-M022 SG33 SG33 Témoin
Délai V-JO (jours) 307 311 307 133 133
Titre initial (JO-28) 1600 1600 1600 800 400 0
Inoculation JO (T1) 1.Tufp 1.10 ufp 1.1CGufp | 1.1G ufp 1.10 ufp 1.10 ufp
Clinique RAS Myxome Myxome Myxome Myxome primaire - RIL Myxome primaire - RIL
primaire - primaire - | primaire - | marquée sévere
RIL faible RIL RIL Myxomatose subaigué Myxomatose aigué
modérée | marquée | Début des symptomes a J6 Début des symptémes a J6
Guérison progressive Mort a J18.

PCR J1 - -

J2 - -

J3 + +

J7 - - - - + +
Lapins sentinelles n®:| 7' (62389) 8' (62292) 3®@) | 10' (62394 11' (62206) 12' (48134)
Clinique RAS RAS RAS RAS RAS Myxomatose aigué

Début des symptémes a J1
Mort a J31.

PCR J7 - - - - - -

J10 - - - - - +

J13 - - - - - +

J17 - - - - + +

J20 - - - - - +
ELISA JO-17 - - - - - -

J7 - - - - - -

J13 - - - - - -

J20 - - - - - + (titre : 800)

J30 - - - - - + (titre : 3200)

Annexe 2: Synthese des manipulations et des résultatexjgrience n°2
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continents in an enzootic way. It is an infecticusd virulent disease whose pathogenic agent isrus vi
belonging to thdoxviridae family, genud_eporipoxvirus. In its classic form, it causes an often lethahpkgy
characterized by severe immunodeficiency and thgeagance of cutaneous pseudotumors called myxomas.
Rabbits that recover from myxomatosis appear toeH#elong immunity to the disease. In this worke w
examined the clinical and virological behaviourvaetccinated rabbits when in contact with severelemutest
depending on initial antibody titre and their pdigihcontagiousness by putting them in close cdnteith
seronegative rabbits. In our experimental cond#jan the absence of any vector, none of the tespssitive
rabbits transmitted myxoma virus. Nevertheless,divécal and virological protection is not commeior any

initial antibody titre.

KEY WORDS: myxoma virus - vaccination - viremy - rabbit



