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Introduction

La myxomatose est une maladie virale spécifiquéagin européerOryctogalus cuniculus
Elle fut introduite en Australie pour enrayer lapapulation de lapins puis fut importée en
France a partir d’ou la maladie se répandit a trsaVEurope.

Ainsi au cours de sa propagation, le virus myxomate’a cessé d’évoluer et différentes
souches de virulence variables sont ainsi appaméssjtant de la sélection et de la co

évolution avec le lapin au cours du temps.

Notre étude, « Isolement et étude du pouvoir pahegde souches de virus myxomateux
issues d’élevages cunicoles de I'Ouest de la Frangeour but d’observer les différences de
pathogénicité pouvant exister entre souches virédeses d’échantillons prélevés dans

différents élevages de l'ouest de la France.

Nous commencerons dans une premiere partie parraggels historiques, cliniques et
étiologiques puis nous aborderons le théme delléom de ce virus en paralléle de celle du
lapin, afin de permettre la compréhension génétaléétude expérimentale réalisée au sein

de 'UMR 1225 a I'Ecole Nationale Vétérinaire deulause qui suit en deuxieme partie.
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I. LA MYXOMATOSE

A. HISTORIQUE

1. La myxomatose en Australie

La maladie est décrite pour la premiére fois enguay en 1898 a Montevideo par Guiseppe
Sanarelli, médecin et chercheur a l'institut pastapres avoir importé pour son laboratoire
des lapins brésiliens malades. Il nomme cette neakadhyxomatose », du grec muxa, mucus

et oma, tumeur, a cause des principaux signegjaksiobservés.

Des 1919, Aragao propose alors d’introduire cettdadie en Argentine et en Australie afin
de contréler la population de lapins. Il écrit dfeteau Dr Breinl, directeur de l'institut
australien des maladies tropicales, « que le vileiscette maladie, peut étre utilisé avec
avantages et sans danger de tuer les lapins aomeshtians les pays ou ils sont devenus une
plaie, comme en Australie, en Nouvelle Zélande Aegentine et dans d’autres pays ». Le
gouvernement australien refuse car cela construgrand risque sanitaire et que le résultat

est incertain.

Cette idée est alors reprise par Martin, profesdeyshysiologie et de biochimie, et Lockley ;
plusieurs essais d’introduction du virus sont nmispéace entre 1936 et 1938 dans des iles
britanniques, au Danemark et dans le sud de laeSois la myxomatose ne s’y développe
point. La raison de ce résultat sera comprise gasl@nnées plus tard, a savoir, qu'il n'y
avait pas de puces du lapin sur ces iles et gpeofzgagation de la maladie ne pouvait, de ce

fait, pas avoir lieu.

Macnamara, diplomée de médecine, travaillant syoleomyélite, au cours d’'un voyage en
1932-1933, rencontre Shope, diplomé en médecimeéeesse par la médecine vétérinaire qui
lui parle de son projet d'utiliser le virus du filtne de Shope, immunologiquement proche du
virus de la myxomatose, en tant que vaccin poutéegey les lapins de la myxomatose. Dés
lors elle concoit I'idée d’utiliser la myxomatosernsme moyen d'éradiquer le probleme de
surpopulation de lapins en Australie, sans avoic@onaissance que cette idée a déja été

13



proposeée quelques années plus tét. Son idée estrafpdement soumise au premier ministre
australien Bruce puis transmise au directeur durRQ®louncil for Scientific and Industrial
Research), Martin. Ce dernier met au point cinte@s a respecter afin de contrbler une

population de nuisible par un pathogéne :

1-la maladie doit étre suffisamment virulente afese répandre a toute la population
concernée

2-il existe une telle virulence que peu d’animaexrétablissent et développent une
résistance

3-cette virulence demeure méme apres de nombressages naturels entre animaux
sinon les épizooties stoppent ; si un animal s&bliétet développe une immunité, sa
progéniture ne doit pas hériter suffisamment distaasce pour échapper a l'infection
4-la maladie doit étre spécifique de I'animal aeextiner et sans danger pour I'animal
domestiqgue ou autre animal utilitaire.

5-elle ne doit pas étre trop difficile a se propagerester active et a mettre en place

sur le terrain.

Fort de ces principes, il poursuit ses recherchesorclut que la myxomatose peut étre
utilisée afin de contrbler la population de lapes Australie ; seule, la contagion de la
maladie ne correspond pas aux criteres requis peliselle-ci est peu importante et dépend de

vecteurs tels que le moustique ou la puce.

Cumpston, directeur général de la santé et offierechef de la Quarantaine, est quant a lui
septigue quant a la valeur d’'une maladie infecéepsur méthode de contréle d’une

population de lapins. De plus, il pense que la a@sance actuelle du virus est insuffisante,
gue les conséquences de son introduction peuvenin@inaginables, mais il est conscient
gue ces peurs ne sont pas suffisantes pour stdeperecherches. Ainsi, il autorise la

poursuite des recherches dans des conditionsestristir des lapins parfaitement isolés du
milieu extérieur.

Aux vues des résultats favorables obtenus, c'dgieda mortalité totale de la population de

lapins testés avec la souche B, Cumpston permgidiamentation sur le terrain mais ceci,

toujours dans des conditions de sécurité optimales.
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Ainsi est choisie en 1937 une ile dans le sud Aasfralie. Mules et Bules, ménent les
opérations et il en ressort dans un premier tempdamoitié de I'effectif de lapins meurt de
la maladie et dans une deuxiéme expérience, magfert taux de mortalité, les lapins
deviennent capables de rétablir leur effectif aiti

Les résultats sont rapidement ébruités dans la eoraaté rurale australienne et I'idée que la
myxomatose peut étre utilisée pour délivrer I'Aabé du fléau que représentent les lapins est

des lors majoritairement admise.

En 1941, les recherches se poursuivent au seiomtinent ; la péninsule de Point Pearce est
ainsi choisie. Cette fois-ci la propagation de Eadie est plus spectaculaire, due au fait de la
présence de puces, absentes lors des expérieécesi@ntes.

Aussi, il est mis en évidence que la myxomatosgih’pas de facon continue et que la

sécheresse a l'intérieur du continent peut lingeepropagation.

De plus amples études sont ainsi permises, biendgsefacteurs extérieurs, tels que le
probleme de I'inoculation d’'une grande quantitdajens, la sécheresse de 1940-41 et 1941-
42, ainsi que la seconde guerre mondiale, repougebtention de résultats jusqu’'en 1942 :
le taux de mortalité est élevé mais la propagatierla maladie parmi les lapins n’est pas
importante.

Ainsi, Mules et Bull concluent de facon pessimigtee la myxomatose ne peut étre utilisée
pour contréler la population de lapins sauf dans denditions particulieres, incluant la
présence d’un vecteur type moustique ou puce,diad®es de prédateurs naturels du lapin et la
possibilité de réinfecter régulierement les lapins.

Puis la guerre atteint le continent australieregtrécherches sont ajournées jusqu’en 1948.

Puis, la guerre terminée ainsi que le manque d#tescsont des motifs qui poussent le CSIR
a reconsidérer la myxomatose comme une méthodeodedle des lapins, malgré les
incertitudes du directeur général de la santé.lapims, jusque la considérés comme un des
principaux animaux de Il'agriculture australienngpleités pour la peau et la chair, sont
protégés par un lobby. Mais leur explosion numérjqiue a I'abandon de I'extermination
pendant la guerre et aux conditions climatiquesrales, ainsi que la connaissance que la

myxomatose pouvait enrailler cette croissance doigimenter la pression économique.
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Aussi Ratcliffe, chargé de la section surveillarde la vie sauvage du CSIR et Bull,
vétérinaire et directeur de la division santé ahéntu CSIR essayent encore d’introduire la
myxomatose en nouvelle Galle du sud, mais les tiondi environnementales, semblables a
celles des autres territoires étudiés, ne pernigisau virus de se propager malgré la grande
guantité de lapins présents.

Cela fortifie Bull dans son pessimisme quant aliaztion de la myxomatose comme moyen
de régulation d’'une population de lapins.

Ratcliffe continue cependant les recherches etreepgut de méme une zone idéale, le
domaine de Gunbower, proche de la vallée de Munfagtée de lapins, de moustiques et de
puces. Les expériences ne débutent qu’'en 1950, widisé par Fennesy, alors chargé de la
section surveillance de la vie sauvage du CSIR poéparer le virus ; ces expeériences ont

pour objectif la réponse a la question suivante :

Si la myxomatose est introduite dans une colonidages quelles sont les chances
d’avoir :

-une extermination compléte

-une réduction numeérique importante

-un échec complet nécessitant une ré infectiomroautre agent infectieux ?

Une fois encore la maladie disparait progressivérsen3 mois ; Ratcliffe, convaincu que la

transmission de la maladie se fait par contactisghecette fois ci quatre zones infestées par
des lapins dans la Riverina de I'est et trois damouvelle Galle du sud.

La encore, malgré les conditions optimales de atstantre lapins, quatre mois plus tard, la

maladie semble avoir disparu.

De son c6té, Macmanara, passionnée plus que jganis myxomatose et « son idée » de
I'utiliser pour réguler la population de lapinsitf@uer ses connaissances afin de comprendre
pourquoi les études réalisées jusqu’a présentl@isstes de cote, a cause de simples résultats

décevants.

Puis, en décembre 1951, sans aucun présage, des faglades sont apercus dans la vallée

de Murray dans laquelle les expériences précédantasnt apparemment échoué. A partir de
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la, la maladie se propage de facon réguliere &tsae pays, suivant les rivieres du sud est de
I'Australie sur une surface de 1600 km x 1760 km.j&n, a nouveau, la maladie semble
avoir disparu.

La forme de cette propagation permet a Ratcliffedéduire qu’'un vecteur en est trés
certainement responsable, survivant pendant I'hetesuivant les cours d’eau, a savoir le

moustique, vraisemblablemefihopheles annulipes

Fort de ces résultats encourageants, la nouvelle @Ga sud finance une partie des projets ;
une grande quantité de virus lyophilisé est aingparée en vue de poursuivre 'introduction
du virus sur le terrain. Aussi les régions de ndaev@alle du sud et de Victoria acceptent

I'introduction du virus sur leurs territoires.

Pour Ratcliffe, I'objectif est avant tout de réatisine évaluation fiable du fonctionnement de
la propagation du virus, de comprendre ou et quianfdction peut étre utilisée pour tuer les
lapins ou non et de comprendre pourquoi dans les clas.

Enfin, Fenner (Fenner et Fantini, 1999), professimicrobiologie, certainement stimulé
par Macnamara, s'intéresse a I'immense potentiel mgprésente l'introduction d’une telle

maladie au sein d’'un continent entier.

Parallelement a cela, une nouvelle maladie, nommaadie X, une encéphalite, se déclare
dans la méme région que la myxomatose, c'est-dalivallée de Murray en février 1951.
Ainsi 'opinion publique fait rapidement 'amalgamet demande a Burnet et au ministre,
Casey de tester la myxomatose sur eux méme danedare ou ces derniers prétendent que
le virus est inoffensif. Apres des tests in vive, \irus de la myxomatose est certifié

spécifique du lapin et de ce fait sans danger poomme.

L’activité de cette véritable épizootie se poursaitdela des attentes et en 1952, malgré
'apparition de nouveaux foyers naturels de contation, des campagnes d’inoculation

voient le jour.

Dés la fin de la saison 1954-55, la myxomatoseratigratiguement toutes les zones de
I’Australie peuplées par des lapins.

Enfin, en 1955, la propagation de la maladie sbilsta et évolue en fonction du taux de

lapins sensibles et de vecteurs présents ; ap@doastla possibilité que les souches de virus
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présentes sur le territoire soient des soucheswusts et que les lapins présentent une

résistance face a I'infection.

La mise en place d’'une surveillance de cette maladcessitant au départ de simples études
sur les vecteurs potentiels ainsi que sur son épalégie est alors réalisée dans la région de
Lakana Urana en Australie. Les lapins sont inocaésc la souche Standart Laboratory
Strain (SLS), puis le nombre de lapins est étabfiudvi au cours des années 1951 a 1955.
Ainsi la premiere année le taux de mortalité atté@anvaleur extréme de 99.8% puis 90%
'année suivante. Les animaux guéris possedentadgsine immunité qui les protégent de
I'infection ; ainsi dans une région ou la populatide lapins a presque totalement disparu
grace au virus de la myxomatose, celle-ci est dapdd se reformer assez rapidement (Myer
et al, 1954).

Puis apparaissent des études sur la résistancéquéndes lapins sauvages ainsi que sur la
variation de virulence de souches de virus de lxamatose menées au départ par les

laboratoires de Fenner puis reprise et poursuiaid’ipstitut de recherche de Keith Turnbull.

Ainsi 33 années apres qu’Aragao eut suggéré l'gqleela myxomatose pouvait étre le moyen
de contréler la population de lapins sauvages estralie, celle-ci est testée de nombreuses

fois pour enfin obtenir avec succés un moyen biglogyde lutte contre le lapin australien.

A partir de 1960, dans certaines régions de I'Alisty la population de lapins recommence a
grandir et redevient un fléau. Aprés de nombreusteservations en France, en Grande
Bretagne puis en Australie en zone de quarant&inmicespilopsyllus cuniculispécifique du
lapin européen et du lievre, semble étre un vegqietentiel de la myxomatose, vecteur qui
s’affranchit partiellement du facteur « saison »a @ifférence du vecteur « moustique ». Ce
dernier est en effet surtout présent en été aloesla puce est présente sur toute la durée de
'année bien qu’un pic soit observé au printempsadt la saison de reproduction du lapin, et
en hiver (King et Wheeler, 1986).

Jusque la absente du territoire australien, cette [y est introduite dés 1966. En 1968, des
études montrent que cette puce est effectivemerttice de la maladie en inoculant une
souche spécifique de virus a des lapins, souchesjuietrouvée chez d’autres lapins apres

morsure par cette puce (Sobey et Conolly, 1971yabkele succes de cette découverte, la
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puce relachée a plus grande échelle se répand ddofacon progressive mais continue,
surtout si elle est introduite lors de la saisorrefgoduction des lapins. En effet, cette puce
doit nécessairement mordre une lapine gestantenodes lapereaux afin de pouvoir se
reproduire a son tour.

Ainsi, quatre années apres lintroduction de cetiee, 95% des lapins en sont porteurs
(Shepherd et Edmonds, 1976).

Cependant, en 1976, une sécheresse retarde lemppsitet la saison de reproduction des
lapins ; la population de puces décroit alors fodet ce qui favorise a nouveau la ré
émergence de lapins. D’autres études confirmerd eelmontrent aussi que la puce se
développe bien dans la région de Victoria. Cecitmeogue cette puce ne résiste pas au climat
trop chaud et sec et aprés dix années de rechescipggémentaires, la puceenopsylla
cunicularis (Fenner et Fantini, 1999) originaire d’Espagnegsistant mieux en zones arides,
est introduite en 1990 en Australie ou elle se mépprogressivement a raison de deux
kilomeétres par année environ.

Parallelement a cela, la propagation d'une autrladig la maladie hémorragique virale du

lapin a lieu a travers le continent australien.

Williams etal. poussent les recherches afin de comprendre lppariion de la maladie dans

certaines régions de I'Australie bien qu’il n’y ait campagne d’inoculation ni présence de
moustiques sur le territoire incriminé. L’hypotheasi mise en avant est la possible
existence d’animaux porteurs du virus. Ces portseraient séropositifs mais ne déclareraient
pas de signes cliniques. Cependant, le virus, giargi sous forme latente, pourrait étre
réactivé avec productions de Iésions cutanées dars stress. Cette hypothése semble
corroborée par quelque études (Markeml, 2000, Williamset al, 1972a) : la persistance et

la réactivation d’'un poxvirus ont aussi été miseg€@dence pour la premiére fois.

Puis de nouvelles initiatives voient le jour, apge® la population de lapins croit & nouveau,

s’appuyant sur le concept d'immunocontraceptiors Beides sont effectuées sur des souris,
infectées par un poxvirus exprimant une protéinéadeone pellucide (ZP3) des ovules. Les

souris développent ainsi des anticorps anti ZRardgtque le taux d’anticorps demeure élevé,

les femelles restent infertiles. Lorsque le tau&adanti ZP3 diminue, la fertilité redevient

normale.
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Cependant, pour étre applicable aux lapins, ceé@thode doit répondre aux cing questions

suivantes :

-Quelle proportion de lapines sauvages doivent étégiles afin de permettre de
réduire de facon optimale la croissance de la @djoul ?

-les composants des gametes ou des sécrétiongdopalivent-ils provoquer une
réponse immunocontraceptive durable chez les lapins

-est ce que les lapins infectés par le virus recoambs seront effectivement stériles ?
-est ce qu’un tel virus pourra se propager danspapelation parmi laguelle le virus
de la myxomatose est enzootique ?

-est ce que ce virus mutant n’est pas dangereuxddautres especes animales ?

A la premiére question, Twigget al. (1999) établissent qu’il faut 60 a 80% des lapines
stériles afin de pouvoir abaisser de facon notéblaux de natalité de lapins. Ceci n’est
possible que si le virus mutant se propage de faffizace et que toutes les lapines infectées
qui survivent restent stériles. En pratique seR&% des lapines deviennent infertiles avec un
virus recombinant pour ZBP, une autre protéineadsohe pellucide (Kemt al, 1998). Ainsi

cette idée est abandonnée, d'autant plus que ld reessaire pour savoir si ce virus

recombinant est vraiment spécifique des lapingesitfisant.
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2. Myxomatose en France

Le Docteur Delille, bactériologiste et médecin frais, apprend en 1952 les résultats obtenus
en Australie aprés l'introduction du virus de laxosnatose comme moyen de lutte contre les
lapins ; possédant un vaste domaine a Maillebdést@ par des lapins, il décide d’introduire
le virus en juin 1952. Malgré les murs de pierré marquent la limite de son domaine, le
virus est retrouvé a une cinquantaine de kilomeateeshez lui dés octobre 1952. Puis une
anneée plus tard, 35% des lapins domestiques etd&s%apins sauvages sont touchés. Alors
gue les agriculteurs approuvent cette introductiem chasseurs et les éleveurs expriment leur
mécontentement. Puis, il est mis en évidence gaeuahe utilisée par le Dr Delille, la souche
Lausanne, differe de la souche retrouvée sur gesslanorts de myxomatose dans d’autres

régions, a savoir la souche Moses (Fenner et Fahé89).

Les choses sont rapidement légalisées et le cowd et le code pénal pénalisent toutes
importations délibérées de maladies infectieusexht@nt les animaux domestiques ou
sauvages (CP articles 452, 454-1, 31 octobre 1€35% articles 393-395) ; les méthodes pour
détruire les lapins y sont également précisées1Bg3, un décret interdisant les mouvements
de lapins dans les zones touchées par la myxomesbsestauré. Des mesures de destruction
des lapins sont alors mises en place afin de linat@ropagation de la maladie et en méme
temps que des mesures de protection a l'aide gladeination (virus du fiborome de Shope)

afin de créer une barriére sanitaire a I'extensi®ia myxomatose a travers le pays.

Bien que de nombreuses mesures draconiennes temises en place, la maladie n’est pas
eliminée et de périodiques épidémies voient le gans la population sauvage de lapins et de

temps en temps sur des lapins domestiques nomMeacci

En France, il devient évident que c’est le mou&titpuprincipal vecteur de la propagation du
virus entre les régions et entre lapins sauvagedsraestiques (Jacotet al, 1954). La puce
guant a elle, présente de facon commune sur lésslagauvages, contribue a maintenir la

myxomatose a I'état enzootique au fil des ans.
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3. Myxomatose en Europe

Apres la propagation de la maladie en France,-celd®ntinue son expansion a travers les
pays européens continentaux et arrive en derniesugtde dés 1961. En Grande Bretagne
cependant, seuls les lapins sauvages sont touchéss’explique par le fait que le moustique
n'est pas le principal vecteur comme dans les aytags d’Europe, le principal vecteur étant
la puce du lapinSpilopsyllus cuniculiEn grande Bretagne, bien que le lapin soit c&méid
comme un fléau, I'inoculation des lapins sauvagedevirus de la myxomatose est interdite,
considérée comme cruelle. En effet, « cette méthwelecorrespond pas au tempérament
national et ne regoit pas d’encouragement officiEfThompson et Worden, 1956). Cependant,
la maladie s’installe tout de méme outre manchhijcuéée parAnopheles atroparvuselon
Sellers (1987) ou par lintroduction d’'un lapin radé par un fermier selon Thompson
(Fenner et al, 1994).

Puis malgré les mesures prises pour éradiquer ladeaavant sa propagation, celle-ci survit
tout de méme a I'hiver et contre toute attenteepamd rapidement durant I'été suivant ; des la
fin 1955, toute la Grande Bretagne est touchée.

Des tests sur la résistance des lapins sauvagetremiogu’il y a aussi une diminution
progressive du taux de mortalité apres infectianuypavirus de fort pouvoir pathogene, celui-
ci passant de 98% a 92% en 1966-67 puis 45% en719.78Bn 1975, la souche Lausanne de
grade | devient rare et laisse place a des southagade |l et surtout des grades IIA. Les

souches atténuées restent rares.

L’introduction du virus en Ecosse est d’abord pdésé par des études sur une ile : aprés
l'introduction de lapins infectés entre 1952 et 39& maladie se répand rapidement aux
lapins sauvages et cause une forte mortalité. Cigpeénla maladie ne devient pas enzootique

et en 1954 la population de lapins retrouve soecéffprimitif.
L’introduction du virus en Espagne se fait par ksgage de lapins malades a travers la

frontiere pyrénéenne dés 1953 ; en 1955 de nomdseaégions sont touchées et en 1956 le
Portugal est a son tour atteint.
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B. ETUDE CLINIQUE

1. Epidémiologie

i. Les sources de virus

Les animauxmaladesexcrétent de grandes quantités de virus par la, psauillée
d’exsudats en regard des pseudotumeurs, en pati@l niveau des myxomes primaires
(seulement 15 % des myxomes secondaires sonttanfsf Les particules desséchées de
squames, d’exsudats ou de crodtes peuvent étragienses. L'importance des exsudats est
capitale pour la propagation vectorielle, car lemistiques absorbent ces produits virulents et
servent en conséquence de vecteurs mécaniquesnddadie.

Les excrétions, urines et excréments, sont portdaryvirus en phase virémique et
peuvent polluer le milieu extérieur. Elles peuvanssi se charger en virus au contact des
myxomes de la zone ano-génitale.

La myxomatose peut également étre transmise parseiuelle, puisque le virus est présent

dans les fluides sexuels jusqu’a 20 jours aprgsidaison clinique (Castellimt al,1994).

Les animaux porteurs (soit en phase de virémie préclinique soit lesmaix
convalescents) constituent également une source cadetagion puisquils restent

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

Les cadavresde lapins morts de myxomatose, ou abattus sudendaladie, sont une
source abondante de virus. Les myxomes restentertibén 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.

Cependant, la forme classique ou nodulaire sertrahsarement par le contact entre individus
malades et jamais par voie digestive (Fenner atliRat 1965) mais quasi systématiquement
par la morsure d’insectes qui entament le derméagin. Ce sont les puceSgillospyllus
cuniculug et les moustiquesAfQopheles spp, Aedes spp, Culex spp) qui sont ainsi

principalement concernés bien que d’autres ectsjiasgpeuvent étre concernés.
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Ces vecteursarthropodes piqueurs (moustiques et puces) jodestlors le rble de
réservoirs, soit de fagon temporaire de I'été atbenne, soit de fagon prolongée d’'un hiver a
I'autre lorsque le moustique conserve une infeitéqgendant I'hibernation ou lorsque la puce
guiescente hiverne dans le terrier vidé de sesparits par la maladie. Cependant, pour que le

virus puisse rester infectant, il faut que les ¢makls climatiques soient favorables.

Anopheles annulipesbien réparti sur le territoire australien setaitprincipal moustique
vecteur de la maladie (Myerst al 1954). Lesculex annulirostrissont également des
moustiques vecteurs de la maladie mais a moindrelléc dans la mesure ou leur répartition

n'est pas homogéne sur le continent.

Des études menées par Aragao de 1942 a 1943 (FetnRentini, 1999) sur les réservoirs de
la maladie montrent que les moustiques qui piquentapin malade au niveau du myxome
restent contaminant jusqu’a 17 jours apreés l'infecet ceci, dés le repas infectant. Fenner et
Ratcliffe découvrent en 1965 que les puces ou lesstiues peuvent rester infectieux sur
des durées supérieures a 100 jours, et Chapplevas lisolent des puces dans des tubes a

essai et ces dernieres restent contaminantes au$4a’jours (Fenner et Fantini, 1999).

La puce est également un trés bon vecteur de ladiealEn 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 milielerapérature 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 caractere contaminant de terriers
infectés, dépourvus d’arthropodes, par fouissemesit,démontré (Joubert at., 1974)Au

total, pour ces vecteurs mécaniques, seule laaiatdrde piquer ou mordre un animal malade
au niveau d’'un myxome puis un animal sain est rs&des et suffisant pour transmettre le

virus.

La virulence des souches dépend alors de la cépdeg virions a se fixer sur les pieces

buccales des arthropodes ainsi que de la chargée dutanée présente au moment de la
morsure ; celle-ci doit étre supérieure & Wfités infectieuses par gramme de peau pour un
moustique (Fenneat al, 1956).
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Ainsi pour des souches hautement pathogenes,dtingté n’est présente que peu de temps,
ce qui laisse de ce fait peu de possibilités deaetne hdte — vecteur. De méme, pour des
souches de faible pathogénicité, I'infectiosité regtidement contrdlée par I'héte. Seules les
souches de pathogénicité intermédiaire permettemtpersistance prolongée de l'infectiosité
au sein de la peau augmentant les chances de tssimmde la maladie. Ce rapport
pathogénicité — transmission expliquerait 'appanitrapide et le maintien dans la nature de
souches moyennement pathogénes (Fenner et Markd&).

il. Le mode de contagion

Le virus myxomateux ne peut se développer en daetewxellules de I'animal héte. De
ce fait, il doit y avoir de facon obligatoire unntact soit direct par effraction du revétement
cutanéo-muqueux, par dépbt virulent sur un tégunmgtiblement Iésé, soit par la piglre

inoculatrice d’'un vecteur mécanique (puces, moussgépines, .. ;).

Le contact immédiatd’efficacité générale tres réduite, consiste denslép6t d’'un
produit pathologique pollué sur la peau ou les neuges saines ou érodees. Ceci dépend
eégalement de la richesse en virus de la Iésion.

En effet, la simple cohabitation d’'un lapin malameec un lapin indemne a peau et
mugueuses saines conduit le plus souvent a I'écBependant, le contact des muqueuses
méme saines avec les exsudats trés riches endamdapin malade suffit a la 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 famsnt 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).

La voie respiratoire est relativement efficace. laboratoire, 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 pgsiégu 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.
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Ainsi, pour la forme amyxomateuse, la voie respirat est la voie principale de

contamination (Joubergt al, 1982) mais uniquement par contacts directs.

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@lailement. Les males transmettent la
maladie dans les élevages et les terriers dan®sanma 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 lésialané@es 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 moyerodtamination et de dissémination virale

dont le réle est difficile & mesurer (Jouberalet1972).

Cependant, la transmission de la myxomatose pairgid’arthropode se révele le
fondement méme de la transmission et de I'entratiewirus, tant chez les garennes gqu’en

élevage traditionnel.

2. La maladie : symptomes et Iésions

Il existe deux formes de myxomatose (Bairal, 1981 ; Joubertt al, 1982) a
savoir une forme dite classique présentant desrigsiutanées typiques telles que des nodules
cutanés et une forme atypique ou amyxomateuseiéssdaes signes non spécifiques ; ces
derniers sont souvent limités a une blépharocotijate associée ou non a des signes
respiratoires tels qu’'une détresse respiratoireoitapte, ou des problemes de reproduction
(Brun et al 1981 ; Jouberet al, 1982 ; Rosellet al, 1984, Marlier et Vindevogel, 1996 ;
Marlier et al, 1997, 1999, 2000b).
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i. Forme typique
Standard laboratory strain SLS

Cette souche, prototype du grade | est dérivéa dedche MOSES (isolée en 1911 a Rio de
Janeiro) ; elle fut utilisée par Shope et Martin1®26 afin de vérifier son efficacité sur le
contrble de la population de lapins, importée estfalie en 1937 puis relachée en 1950 afin
de contréler la population locale de lapins.

Au point d’inoculation, a la base des oreilles ou gériphérie des orbites lors des
contaminations naturelles par les puces ou mowesigapparait, au bout de 3 jours environ,
un nodule cutané rougeétre de 0.5 a 2 cm (le myywimeire) qui s’élargit progressivement,
devient convexe de la taille d'une noisette etcgté ; ils sont le plus souvent confluents mais
demeurent indolores.

Puis des Iésions secondaires apparaissent dé@elj@lﬁr et au @“ejour apres inoculation, les
Iésions sont réparties sur I'ensemble du corpestodeilles, ce qui donne au lapin un aspect
léonin et déforme la silhouette du dos et des mesmlpostérieurs. Les paupiéres
s'épaississent dés |6 jour et une blépharoconjonctivite s'installe, at&™jour, les yeux
sont complétement fermés.

Parallelement des écoulements oculaires apparaisg@bord clairs puis épais et
troubles, associés a des cedemes de la téte, desdades oreilles ainsi que du périnée. La
région ano-génitale apparait alors gonflée, doelase, de couleur rose a rouge foncé. Enfin
des sécrétions respiratoires parfois purulentagerarées par des complications bactériennes,
génent la respiration du lapin. Ce sont souventbdeséries Gram négatifs qui sont isolés
avecPasteurella multocidat Bordetella bronchiseptica

La mort apparait de facon invariable entre %@t le 15™ jour, en moyenne entre le 10 et
11°™ jour (Fenner et Ratcliffe, 1965 ; Arthur, 1988)usol’effet conjugué de dégats
tissulaires, des complications bactériennes et épumsement important, les myxomes les
rendant aveugles et incapables de s’alimenter.

Le derme du lapin posséde alors une grande quaetitérus, absorbée lors d’'une potentielle
piqure de moustique.

L’évolution des souches de grade Il a V est simdélai celle de grade | mais I'apparence du
myxome primaire varie, et les signes cliniquesigeadent par une progression moins rapide

et une intensité moindre ; on parle alors de myxoses subaigles.
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Souche KM13

Cette souche est le prototype du grade lll, isel#&952 a Corowa.

Les principaux signes cliniques sont similairegaxcde la souche SLS mais ils apparaissent
de facon plus progressive apres une incubation &lé Jours. La généralisation ne survient
qu'entre le 16™ et le 18™jour. Les yeux ne se ferment en effet que rareraeant le 14"

jour post infection et les paupiéres sont plus méées qu'épaissies. Les cedemes sont quant a
eux moins importants ; cependant, sur des animaaxtasurvécu plus de 20 jours, la
respiration est laborieuse, les yeux devienneriujéux et se ferment, il y a une importante
sécrétion nasale ; I'animal est émacié. Sur demaun ayant survécu a la maladie, les
myxomes finissent par se dessécher laissant pldes plages crolteuses ou dépilées.

La peau du lapin contient également une grandetig@ae virus.
Souche URIARRA

Cette souche est le prototype du grade IV, dérdeeas observés a Uriarra en 1953. Les
lésions locales apparaissent dés f8°3our et deviennent rapidement dures, rouges et
convexes. Ces lésions se démargquent du reste pleala environnante, exceptés chez les
individus qui meurent avant. Puis le centre deéioh se nécrose au cours de¥&°8u £
semaine ; les Iésions secondaires sont nombreumseges mais plates ; la quantité de virus
présente au sein des Iésions cutanées est toijopostante entre [e*8%et le 14™jour, puis

Soit reste importante pour encore deux autres semabit diminue rapidement.
Souches CALIFORNIENNES

Les souches californiennes semblent diverger ddsesawsouches par la présence de

symptomes nerveux, la présence d’hémorragies qirsipar la présence de myxomes assez
plats. La souche prototype est découverte en 1066tenommeée MSW. La souche MSD est

assez semblable a ce prototype.

Le myxome apparait en 3 jours environ mais ressezaplat. On observe alors un cedeme
palpébral et génital assez important. Peu de mysoseeondaires sont notés. On observe
cependant des troubles non caractéristiques detamatose classique : des tremblements,
des convulsions. Parallelement a ce neurotropismeyndrome hémorragique est également

noté en fin d’évolution de la maladie (sur les @r®s et au niveau des lésions cutanées). Le
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taux de mortalité est de 100 %, le temps moyenudeesde 9.2 jours (limites de 7 a 14
jours).
Le faible nombre de lésions cutanées ainsi que leigiveté ne permet pas une grande

dissémination vectorielle de cette souche. Cepéniiaectiosité des Iésions est élevée.
Souche neuromyxomateuse

Cette souche de Hurst est une souche artificielératénuée, développé en Angleterre en
1937, apres de nombreux passages en séries soerdeaux de lapins a partir de la souche
MOSES. Elle est le protoptype du degré IV d'infesiié artificielle.

La lésion primaire est dure, rouge et convexe pmi@gient dépressible, violette et bien
démarquée du tissu environnant au bout de 5 jduysa peu de Iésions secondaires et les
cedemes du périnée ainsi que de la téte n'ont jadb@isbservés. La lésion primaire contient
une grande quantité de virus au bout AU°gour mais cela reste toujours en dessous des
guantités observées pour les autres souches phlulsntes. L'état général du lapin est peu

affecté.

il. Forme atypique, pulmonaire ou non myxomateuse

Cette forme atypique a pour origine des variantlad®uche Lausanne et ne possede aucune
relation avec les souches vaccinales ou Califor@dsnméme si son origine demeure floue :
deux hypotheses ont ainsi été proposées, la prerséon laquelle la souche atypique serait
issue de la mutation d’'une souche typique et lxidewe selon laguelle elle serait une forme

latente, portée a bas bruit.

Ainsi la forme atypique de myxomatose est soit waeise primaire, soit un facteur
prédisposant aux maladies respiratoires.

Cette forme est observée pour la premiére fois9&® £n France (Bruet al, 1981b, Joubert
et al, 1982). Au départ, cette forme fut mise en évidecirez le lapin domestique, élevé de
facon intensive et vacciné avec le vaccin SG33 ii@thal981). Ce syndrome fut par la suite
vu dans des clapiers traditionnels et égalemendesifapins sauvages.
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L’évolution de cette forme est généralement plusgglee que pour celle des formes dites
classiques, 17 a 28 jours environ aprés une lopgtiede d’'incubation qui, elle, dure de une
a trois semaines.

Il existe un certain degré de saisonnalité de dettae, le taux de morbidité et de mortalité

variant respectivement entre 5 et 40% et 30 a 35%.

Les signes prédominants sont des signes respéat@rimaires et des signes cutanés
secondaires ; les nodules cutanés sont de tailkeienre a celle des nodules de la forme
classique et ne sont ni proéminents ni exsudadii$ gour la souche 801 (Marlier, Maimt

al, 2000). Cette derniére entraine des lésions catapknes similaires a celles produites par
la souche classique SLS.

Il y a souvent des papules roses voire rougesesuptleilles mais pas de Iésions cutanées
nodulaires typiques (Arthur et Louzis, 1988). Lansmission est directe, par voie
respiratoire. Les survivants deviennent souventilesé ce qui posent des problemes

économiques aux éleveurs.

3. Etiologie
i. Taxonomie
Le virus de la myxomatose appartient a la famiéée loxviridaeet plus particulierement au

genre deseporipoxvirus.

Une premiére classification des Poxvirus, baséelesumspects cliniques et lésionnels, fut
mise en place dés 1957 (Fenner et Burnett, 193I8).r&groupe diverses maladies dont les

agents étiologiques sont quant a eux tres disgarate

Une deuxieme classification fut des lors envisagéahlie sur les caractéres morphologiques
communs des virus, sur la base de données pulpaeBenner et Burnett en 1957. Deux
sous-famille, les Entomopoxvirinae spécifiques des insectes et |€hordopoxvirinae
spécifiques des vertébrés, sont constituées. Lesbnes de cette derniere sous famille a
laquelle appartient le virus de la myxomatose, patvalors étre regroupés comme
suit (tableau 1) (Buller et Palumbo 1991) :
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GENRE

ESPECE TYPE

PRINCIPALES AUTRES ESPECES

Orthopoxvirus

Virus de la vaccine

Mousepox

du chameau et du singe)

Virus de la variole humaine

Cowpox (variole du buffle e

Parapoxvirus Orf virus Virus de I'ecthyma
contagieux
Virus de la stomatite
papuleuse pseudocowpox
Avipoxvirus Virus de la variole aviairgVirus de la variole du canari
(fowlpox) Virus de la variole du dindon

Virus de la variole du pigeon
Virus de la variole de la caill

[}

Capripoxvirus

Virus de la clavelée

Virus de la variole caprine

Lumpy skin disease virus

Leporipoxvirus

Virus de la myxomatose

Virus du fibrome de Shopée
Virus du fibrome du lievre

Virus du fibrome de 'écureu

D

Suipoxvirus

Virus de la variole porcine

Molluscipoxvirus

Virus du Molluscum

contagiosum

Yatapoxvirus

Tanapox virus de ’lhomme

Virus de la tumeur Yaba

singe

Tableau 1: poxvirus des vertébrés (d’aprés Buller et Palumb, 1991)

du

Cette subdivision en genres repose sur la morplelegale, le tropisme viral (spectre

d’héte), l'aptitude a réactiver un autre virus aigge sur la composition antigénique de la
capside ou de I'enveloppe (Joubetral, 1972 ; Hu Fang Qet al,1974).

Il existe également une protection croisée in &mtre membres d’'un méme genre.

31



ii. Morphologie et structure

Les Poxvirus sont de volumineux virus de forme eval rectangulaire, mesurant de 200 a
400 nm de long. Le virus de la myxomatose mesuée(28 - 15) nm x 230 (+ /- 20) nm x 75
(+/-10) nm (Farrant et Fenner, 1953).

Le virus produit deux formes infectieuses difféemnta savoir un virus intracellulaire mature
(IMV) ainsi qu'un virus extracellulaire envelopp&EHKY) (Smith, 1993). Ces derniers
possedent une enveloppe supplémentaire par ragmoitMV, dérivée de I'appareil de Golgi
(Schmelzet al, 1994).

Les Poxvirus sont composés de différents constisiia@partis en quatre entités :
-une enveloppe formée d’une bicouche lipo-protéique
-un core viral biconcave en forme d’altere, ou gadle central, composé d'une
molécule d’ADN de 80 um de long et de protéinestd@mtaines sont des enzymes
impliquées dans la transcription ou la modificatites ARN (Moss, 1992),
-deux corps latéraux se logeant dans les concaMikegines, 1985)

-une membrane.

Cette derniére est constituée de phospholipidégs @rotéines, dont certaines sont exposés a
sa surface (IMV) et sont ainsi la cible des anpsgoroduits par I’h6te infecté. La face externe
de cette membrane est également tapissée paréesnds tubulaires de surface (STE) ce qui

lui confére un aspect muriforme.

Le core loge une molécule d’ADN linéaire bicatéaadont les extrémités en épingle a
cheveux sont constituées d’ADN monocaténaire. ilke tdu génome est comprise entre 130
et 300 kb (Moss, 1991) ; celui du virus de la myatmse mesure 163kb (Russel et Robbins,
1989). La portion centrale du génome des Poxvigiscenservée d’'une espece a l'autre,
portion codant pour des genes essentiels (Mos£) 188dis que les extrémités sont le siege
de nombreuses recombinaisons et portent par comstdas genes non essentiels a la survie
du virus. On retrouve notamment dans ces zonesgéses codant les facteurs de

pathogénicité et de spectre d’héte.
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tubules de surface « corps latéraux »

enveloppe ou membrane externe

membrane de surface

nucleoprotéine
core viral

Figure 1 : Représentation schématique des poxvirus (sauf Papoxvirus).

(d’'aprés Van Regenmortel et al., 2000 )

iii. Biologie virale

La totalité du cycle de réplication a lieu dangysoplasme de la cellule infectée et sa durée
varie de quelques heures (12 a 24h pour le virug deccine) a quelques jours (35 a 75h
pour le yatapoxvirus) selon la souche virale etyfge de cellule infectée. Il comprend six

grandes étapes, a savoir, I'entrée et le déshgbilian virus dans la cellule, I'expression des
genes précoces, la réplication de I’ADN viral, pegssion des genes intermédiaires puis celle

des génes tardifs et enfin 'assemblage du virinsi gue son expulsion (Moss, 1991).

Entrée du virus dans la cellulest expansion du core

Cette phase dure de 30 minutes a 4 heures et codhgeeix parties :
-une phase d’adsorption, réversible

-une phase d’attachement, irréversible (Fields3199

Le virus se fixe a la cellule via des récepteysur le virus de la vaccine il existe au moins
deux sortes de récepteurs, spécifigues des demesovirales (systeme chondroitine sulfate
pour les IMV et héparane sulfate pour les EEV (Bls@hung et Chang, 1999)). Pour le virus
de la myxomatose, aucun récepteur spécifique réarerété clairement identifié.
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Le virus pénetre alors dans le cytoplasme par dgards mécanismes, soit par endocytose
(Dales et Kajioka, 1964) soit par fusion membranasirecte (Chang et Metz, 1976 ;
Vanderplasscheat al, 1998)), les deux n’étant pas exclusifs 'un deitfa. Puis, il perd ses
enveloppes : il perd d’abord ses phospholipidda gtoitié de ses protéines, le génome étant
toujours protégé au sein du core, puis le coreésagtége laissant le génome au contact des
DNAses exogéenes. La transcription des genes vidgéloxite alors méme que le core semble
intact.

Transcription des genes viraux

Les Poxvirus sont capables de synthétiser leurs rARIdNns le cytoplasme de la cellule héte
puisqu’ils possedent leurs propres enzymes et Uextde transcription tels que une ARN

polymérase, une poly A polymérase ainsi que degneez de coiffe et de méthylation.

Environ une heure apres l'entrée du virion danscddlule, les ARNm précoces, qui

représentent environ 50% du génome (Buller et Padyrhi991), sont synthétisés ; parmi ces
genes précoces transcrits, il existe au moins urteda transactivateur des genes
intermédiaires, permettant la transcription dedsrsiers apres la réplication du génome. Il en
est de méme pour les génes tardifs, génes codamt des protéines indispensables au
développement des nouveaux virions mais aussi [@®s protéines nécessaires a la
transcription des genes précoces et qui sont eamans la capside des virions néoformes,

bouclant ainsi le cycle viral.

Réplication du génome

Le génome du virus se réplique de facon autonome lacytoplasme de la cellule infectée
au niveau de zones spécifiques appelées virosobess.unités génomiques, considérées
comme des intermédiaires de réplication, sont fermeée sont des concatémeres. Ceux-Ci
sont ensuite transformés en molécule d’ADN maturegrporées par la suite au sein des
particules virales. Cette maturation, appelée aluéisn » est sous la dépendance de protéines

tardives.
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Recombinaison et réparation de 'ADN

L’ADN de tous les Poxvirus subit fréequemment desomebinaisons homologues (fréquence
apparente de recombinaisons intramoléculaires #@°ar paire de base) inter ou intra
moléculaires. Ces échanges d’information génétigaavent aboutir a la formation de
nouveau virus possédant des caractéres biologiuidai sont propres (Strayer at, 1993 ;
Block et al, 1985).

Maturation des virions

La maturation des virions se fait également auauvees virosomes. Environ quatre a cing
heures aprés le début de I'infection, les membrairates formées s’accumulent ; elles sont
de forme demie sphérique et recouvertes de spiquisss’arrondissent. Elles possedent en
leur centre des particules qui mdrissent pour gredies virus infectieux de type IMV, dont
certains sont transportés, grace au cytosquejestg’'a la périphérie de la cellule (Cudmore
et al, 1995). lls s’enveloppent alors d’'une double membr supplémentaire, dérivee de
l'appareil de Golgi (Schmelzt al 1994). La plus externe fusionne avec la membrane
plasmique de la cellule infectée, ce qui permetoldie du virus infectieux de type EEV avec
a terme la lyse de la cellule par perturbationsyeshéses protéiques (Peatital, 1997) ce qui

permet la libération des IMV quelques heures alarébération des premiers virions.

Finalement, le cycle infectieux ne dure seulemeet D a 12 heures permettant la production
de 2 000 a 3 000 particules par cellules infegbé@es le virus de la vaccine et 14 a 16 heures
pour le virus myxomateux (Duteyrat et al, 2006 tdyuat JL, Gelfi J, Bertagnoli S.
Ultrastructural study of myxoma virus morphogeneaish Virol. 2006 Nov;151(11):2161-
80).
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Figure 2: Cycle de réplication du virus de la vaccine (MOS, 1992)
4. Pouvoir pathogéne

L’infection d’'un héte dépend de trois facteurs pipaux : la sensibilité de I'hote
(espéce, lignée, age, individu), l'infectiositdaetiose virales et enfin les modalités de
contagion et de pénétration du virus

La sensibilité de I'h6te découle ainsi de I'esppaesquequ’Oryctolagus cuniculugst
incomparablement plus sensible que les autres espé&dle tient aussi de la lignée car
certaines sont plus résistantes que d'autres ajuei de I'dge puisque les jeunes sont

naturellement plus sensibles que les adultes.

L’infectiosité dépend quant a elle du caracteredtdnt du virus, c’est-a-dire de sa
capacité a étre transmis au cours du temps tougstant virulent. La transmission est souvent
corrélée au pouvoir pathogéne du virus. En effesdue celui est important, I'h6te meurt plus
rapidement et le virus n'est de ce fait que peustras. A linverse, lorsque le virus est
faiblement pathogéne, la transmission peut se $air@in laps de temps plus long.

Cette transmission dépend aussi de la quantitérds prélevée par le vecteur et donc
de la multiplication virale au sein de I'organisinie.

i. Variabilité du pouvoir pathogene
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Il existe de nombreuses souches de virus myxomatiEmt le pouvoir pathogéne est

déterminé par une série de génes codant pour de=ufa de pathogénicité. Ces derniers
modifient la réponse immunitaire de I'héte infedefacon plus ou moins importante, ce qui
permet de qualifier des souches de pathogéniditéreite. Fenner et Marshall (1957) ont
défini la virulence des souches de virus myxomatuxermes de taux de mortalité puisque
cette derniere était bien corrélée a la virulertseont ainsi établi le « virulence grading

system », tableau gradant les souches de virusnetidn du taux de mortalité exprimé en %.
Cette échelle de virulence, allant de | a V, esstamdard fiable permettant de comparer le
pouvoir pathogéene de souches de terrain. En petjgpur discriminer deux taux de mortalité
proche, il faudrait un nombre important de lapiesqui n’est pas possible. Or, le taux de
mortalité et le temps moyen de survie exprimés amnsj sont des parametres fortement
corrélés et faciles d'utilisation (Fenner et Rdfeli 1965). Ainsi, sur le terrain, le temps

moyen de survie était le seul paramétre utilisé goader les souches de virus.

Grade Taux de mortalité (%) Temps moyen de survie
TMS (jours)
I 95-99.5 <13
I 95-99 13<TMS <16
1 70-95 16 < TMS <28
v 50-70 28 < TMS <50
Vv <50

Tableau 2 : Classification adaptée de Fenner and Marshall (199 des souches de virus myxomateux en

fonction de leur virulence

Depuis, la corrélation entre les deux parametresix de mortalité » et « temps moyen de
survie » a été réévaluée (Parer, 1995). Selon gitug cette relation entre ces deux
parametres induirait des erreurs de classificatitasssouches de virus selon leur virulence et

seule la mesure directe du taux de mortalité rgnseait sur la virulence des souches.
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On apprécie également la virulence d’'une souctaevistudiée en laboratoire lorsqu’elle est
inoculée dans des conditions particuliéres, a sarmde d’inoculation de type naturel (stylet
intradermique mimant la piqure d'un moustique), sles especes hoétes sensibles,

d’antécédents immunologiques connus, et élevésdaimesonditions spécifiques, par :

-la formation du myxome primaire (délai d’appamitj forme, exsudation, ...)

-la généralisation, I'apparition de Iésions oad@aiou cutanées secondaires
-I'apparition de signes nerveux

-le taux de mortalité

-le temps de survie moyen

-la teneur en virus, la virulence des lésions {(@edire la possibilité dune
contamination rapide des vecteurs ou encore lactapde propagation de la souche)
(Clarington et Sobey, 1955)

Ainsi, les souches de pouvoir pathogéne différamses en évidence sur le terrain ont pu étre
classées de facon précise (cf Tableau 3).

Au départ, en effet, seule la souche de référenSeanrdard Laboratory Strain », de forte
pathogénicité était connue. Puis des études mesreesustralie montrérent que la souche
Lausanne produisait des Iésions plus importantescglies causées par la souche SLS. Cette
souche Lausanne est donc de virulence plus imgeriaduisant un taux de mortalité de 99%
(contre 60 a 80% pour la souche SLS), (Fenner esihdil, 1957).

Puis dés 1955, les souches atténuées du virus mgxdamatose sont pour la premiere fois
reconnues, dans le département francais du Ldiaeb{otet al, 1955). Les Iésions cutanées
produites par cette souche « Loiret 55 » sont aire$ a celles produites par la souche
Lausanne mais la maladie évolue plus lentementalbe de mortalité est en effet de 65% et
le temps moyen de survie de 33.1 jours. Cette sofughplus tard désignée comme étant la

souche européenne prototype de la virulence deedgxad
De 1955 a 1980, apparaissent des souches de deuiletermédiaire, le grade Il étant divisé

en IllA et llIB, avec respectivement, un taux moyknsurvie de 17-22 jours et 23-28 jours et
un taux de mortalité de 90-95% et 70-90%.
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Le pouvoir pathogéne de deux souches californiedaesrus myxomateux, MSW et MSD a
fait 'objet d’'une étude (Silver et al, 2006) swsdapins sauvages ainsi que sur des lapins de
laboratoire : la souche MSW est mortelle pour lesixdtypes de lapins avec une survie
maximale de 9.4 jours ; malgré la bonne résistaeselapins sauvages vis a vis de la souche
SLS, ceux-ci ne résistent pas a la souche caldong MSW. Cette derniére est donc classée
dans le grade | selon la classification de Fenhédashall. Ceci montre que le devenir de
l'infection dépend non seulement de la souchenmoée mais aussi de la résistance naturelle

de I'héte infecté.

La souche MSD est quant a elle plus atténuée aieatun taux de survie de 12.4 jours en

moyenne sur des lapins de laboratoire.

Tableau 3 : Pouvoir pathogéne expérimental comparé des southe®férence de virus myxomateux par

inoculation au lapin Oryctolagus cuniculus (Joulerk la myxomatose », 1973)
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SUD AMERICAINES BRESILIENNES

CALIFORNIE
AUSTRALIE EUROPE
NNE
Sauvage Modifiée Sauvages
1l A etB \) \% -1l 11l v \% MSW
Standard KM 13 Uriarra Neuromyxome | Lausanne France, Grande| Loiret 55 Nottingham 55 | San francisco
Corowa de Hurst Bretagne France (atténuée)
Appar|t|on BEmEj 3_4emej 3_4emej 5emej BEmEj BEmEj 3emej Semej BEmEj
Convexe Plate Peu convexe | Convexe Tres convexe | Convexe +/-plate Plate Plate
o Forme Circulaire Irréguliére Irréguliére Réguliere Réguliere +/- irréguliere | Irréguliére Irréguliére Réguliere
5 Non délimités | délimitée délimitée délimitée Non délimitée | +/- délimitée | délimitée délimitée Non délimitée
)
= Exsudation +++ +++ + +/- ++++ +++ ++ + +
] intact nécrosé Ombiliqué | - Ulcéré nécrosé nécrosé nécrosé intact
Epiderme 3 i
nécrosé
o +++ ++ + +/- ++++ +++ ++ + ++++ rapide
b= Intensité 3 .
R (hémorragies)
I
~§ il 6°M] 15°MCj4/- +/- 0 £ 10°™ j 18] +/- +
8 - | Peau +++ ++ + +/- ++++ ++ ++ + +/-
Symptdmes nerveux 0 0 0 0 0 0 0 0 ++
» 100 88 (A :90-95 |58 50 100 90 ? 65 23 100
Taux de mortalité en %
et B : 70-90)
10.8 215(A:17- |30 guérison 12.9 (10-16)| 207 33 40 ? 9.2
] ] (8-15) 22 et B: 23- | (15 a guérison (10 a guérison) (19 a guérison) (14 a guérison) (7-14)
Temps moyen de survie en jours
28)
(13 a guérison
Infectiosité des Iésions + ++ + +/- + + + + ++
Vecteurs ++ +++ +++ ++
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ii. Tropisme d’hote

Une des causes du un retard de la mise en pla¢eteurain des expériences concernant le
potentiel du virus de la myxomatose comme agemégelation de la population de lapins fut
la question de la spécificité du virus. En effetnene pour toute autre méthode de lutte, il est
nécessaire de connaitre les animaux, ou végétagibses, ainsi que le caractere zoonotique
de I'agent de lutte biologique. De plus, un virgs @ agent transmissible et de ce fait,
possede un grand avantage s'il est spécifiquendéel’nuisible mais est tres dangereux dans
le cas contraire.
Aragao (1927) confirma les affirmations de Sanaoelhcernant la grande spécificité d’héte
du virus de la myxomatose, aprés avoir en vairétest nombreuses especes telles que
chevaux, bovins, canards, pigeons, chevres, mousorges, souris, cochons d’inde, furets ou
encore hamsters. Aussi, in vivo, le spectre d'lsgi@mble limité aux lagomorphes. Ces études
sont reprises par Fenner et Ratcliff en 1965 slages, cobayes, souris, rats et le hamster,
aprées inoculation, ne développent pas de signegjeés ; de méme des animaux sauvages
ont été testés, tels que le wallaby de Tasmanigptebat commun, le cacatoés a créte jaune,
. ainsi que des animaux domestiques : mouton, ehéilreval, porc, bovin, chien, chat,
pigeon, canard, poule.
Enfin, ’'homme est réfractaire a I'infection parweus (Jacksoret al 1966).

Aussi, aprés de nombreuses études, la myxomatgseadpcomme étant une maladie tres
spécifique, affectant seulement un nombre limitéspéces appartenant a la famille des
Léporidés. Le lievre européerLgpus europaus) est généralement insensible bien que
guelques cas de contamination naturelle ont ététslédacotoiet al 1954). La sensibilité des
lapins dépend de I'espéece : les especes amériq@pkrdagus sont peu ou pas sensibles a la
myxomatose, a l'inverse, I'espéce européer@e/dtolaguscuniculug est particulierement
vulnérable a ce virus (Fenner et Ratcliff, 1965).

iii. Tropisme de tissus

Forme nodulaire

Pour les souches myxomateuses fortement pathogéryea, d’abord une diffusion dans la

peau en périphérie de la zone d’inoculation, puis aceuds lymphatiques drainant ainsi
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gu'aux petites artérioles ; 24heures apres inoculaie virus peut étre réisolé du site au
niveau duquel une multiplication a eu lieu. A‘%T?lour apres infection, il y a apparition de la
phase de virémie avec généralisation de la mal&di@irus se multiplie au sein du systeme
lymphoide, dans la moelle osseuse, la rate, lesipos, ainsi que sur les surfaces des omenta
et de la cavité péritonéale (Kerr et Best, 199&}tt€virémie est associée a une réplication du

virus au sein des lymphocytes T et des monocytes.

La détection d'un titre infectieux est alors possik distance du point d’inoculation, au
niveau du derme et des testicules, notamment awssicellules tubulaires et des cellules de

I'épididyme.

Associée a cette réplication testiculaire, on remarune diminution de la fertilité du male; il
y a en effet une azoospermie suite a l'infectiode & I'épididymite et a I'orchite ainsi qu’a
une augmentation du taux d’hormone lutéinisantenet diminution du taux de testostérone.
Cette infertilité peut durer jusqu’a un an apraésféction méme si le virus est généralement
absent au bout d’'une trentaine de jours, et quedaes d’hormones retournent dans des

valeurs usuelles.

Un antigéne soluble est détecté sur le site pravaipartir du 4" jour, au niveau des noeuds
lymphatiques de drainage a partir di’%our puis dans tout le sérum de I'hdte des¥87
jour qui suit I'inoculation. Par contre, le sérum contient jamais de particules virales libres
(Fenner et Ratcliffe, 1965 ).

Dans les cas les plus graves, la mort survient rgteméent le 18" jour aprés infection
(Fenner et Ratcliffe, 1965).

Pour les souches myxomateuse de plus faible popatitogéne, la chronologie est la méme

bien que la virémie reste transitoire et de pliddaamplitude (Fenner et Ratcliffe, 1965).

Chez les animaux qui survivent a l'infection, degia@rps seériques peuvent étre mis en
évidence dés le £B%jour aprés inoculation ; ces derniers sont détedajisqu’a 6 mois par
fixation du complément, jusqu’a 20 mois par la roééhde séro-neutralisation (Feneeml,
1953) et jusqu’a 2 ans par la méthode ELISA (KE97).
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Forme amyxomateuse

Dans la forme amyxomateuse, le virus possede ua hygctodermotropisme (Joubettal,
1982) ; il entre par voie aérienne jusqu’aux alesades poumons ou il se réplique ; puis les
nceuds lymphatiques locaux sont atteints et il yéaérplisation de la maladie. Le virus
s’étend des poumons jusqu’aux paupiéres; appardiségalement des surinfections
secondaires avec bronchopneumonie et conjonctpiis de possibles lésions cutanées

secondaires.

iv. Echappement au systeme immunitaire

Les lapins sauvages qui développent une résistasi@evis des souches de haute virulence, ,
limitent en fait la propagation du virus dans lesus éloignés du lieu d’inoculation, en
particulier, les nceuds lymphatigues de drainagest(Be Kerr, 2000). Cependant, la
réplication du virus au niveau du site d’'inoculatiest pas sensiblement différente entre les
animaux sensibles et résistants ; de méme, undaf@eopagation réalisée, la multiplication

du virus semble identique dans les tissus contaminé

Une hypothese a ainsi été formulée : chez les hd@sistants il existerait une réponse
immunitaire initiale innée, qui ralentirait la pragation du virus suffisamment longtemps ce
qui permettrait a la réponse immunitaire a médmtellulaire d’étre opérationnelle (Kerr et
Mc Fadden, 2002). Cette réponse initiale, baséelesurcellules NK (natural killer), les
interféronsa / B ainsi que les cytokines Thl (IFNTNF, IL-12) serait absente chez les lapins
sensibles dont la réponse initiale serait quaniead®minée par une réponse de type Th2
(cytokines IL-4 et IL-10).

La construction de virus exprimant la cytokine Ildd lapin sous 2 promoteurs différents, et
dans deux environnements différents (environnem&hS ou Ur) a permis de mettre en
evidence que I'lL-4 joue un réle dans le devenirl'ddection (Kerr, Perkins et al, 2004).

Ainsi les lapins sauvages, résistants a la souch® 8eviennent sensibles au virus
recombinant SLS-IL4. De méme, la souche virale dhmralement atténuée devient mortelle

sous la forme Ur — IL4 pour les lapins de laborat@t entraine de graves signes cliniques de
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myxomatose chez les lapins sauvages. L'IL4 empéadhen effet le développement d’'une
réponse Thl et diminuerait I'activité des cellu\ss.
Aussi, une réponse Th2 est délétere pour le lamewde une réponse Thl permet au lapin de

mieux résister a la maladie.

Le virus de la myxomatose a cependant développérshg stratégies permettant de
contourner la réponse immunitaire mise en placel’pate. Un grand nombre de protéines
dont l'action est de moduler et/ou de contrdlersisteme immunitaire et la réponse
inflammatoire mise en place par I'hdte ont été idiées. On parle de «facteurs de
virulence » ; ainsi lors de délétion des génes mbdaur ces protéines les souches résultantes
ont un pouvoir pathogéne fortement atténué. Ceteipes sont appelées « virokines » ou
« virocepteurs (Nash P, Barrett J, Cao JX, Hotahill S, Lalani AS, Everett H, Xu XM,
Robichaud J, Hnatiuk S, Ainslie C, Seet BT, McFad@& Immunomodulation by viruses:
the myxoma virus story. Immunol Rev. 1999;168:103-2selon que leur mode d’action est
de mimer I'effet des cytokines ou de piéger lessagsrs cellulaires.

Ces facteurs agissent selon différentes modalit&s ¢xhaustives) :

Optimisation de la réplication virale

Il existe une forte multiplication des fibroblastas sein des Iésions induites par le
virus de la myxomatose. Cette prolifération estuitel par des protéines proches des
« vaccinia growth factor » (VGF) qui stimulent latogenése des cellules non infectées a
proximité des cellules infectées, ce qui favorigdeadissémination de l'infection (Stroobant
et al, 1985 ; Twardzilet al, 1985 ; Bulleret al, 1988a, 1988b). Ce polypeptide pour le virus
myxomateux est nommé de facon similaire « myxoneavth factor » (MGF) (Uptoret al,
1987). Ainsi les virus mutants n’exprimant pas émgmgf sont d’'une virulence nettement
inférieure a celle de la souche sauvage (Opgerartal, 1992). On observe alors une
diminution marquée de la multiplication épithéliales Iésions nodulaires de la myxomatose.
Le pouvoir pathogéne de ces mutants MGF(-) pew B&imstauré par insertion du gene
manquant codant pour MGF ou par celui du virusidome de Shope, SFGF (Opgenceth
al., 1993).
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Inhibition de la réaction inflammatoire

Il existe au moins trois protéines responsableirdebition de la réaction inflammatoire, les
protéines M11L ,SERP-1, et MNF.

M11L est une protéine synthétisée par le virus et még®ia la surface des cellules
infectées (Graharat al, 1992). Le gene codant pour cette protéine chéneagelui codant
pour la protéine MGF (Opgenortt al, 1992). Ainsi un virus mutant pour une partie de
M11L est aussi mutant pour MGF et voit sa viruletrés atténuée (Opgenorth al., 1992).
M11L entraine une atténuation de la réaction inffatoire locale au niveau des myxomes et

retarde I'arrivée des macrophages et des hétéasphil niveau de la Iésion.

SERP-1est une glycoprotéine virale, dont le gene estgreen double exemplaire
dans le génome du virus. Cette protéine est urbibebir de protéase a sérine (Uptenal.,
1990). Le virus mutant pour ce gene voit la engar@irulence atténuée (Uptenal, 1990 ;
Macenet al, 1993). L'intensité des lésions inflammatoires BEmt toutefois identiques entre
celles engendrées par le virus mutant ou sauvagas, la réaction inflammatoire induite par
I'héte infectée par un virus mutant évolue de manigus rapide et son controle demeure
efficace (Maceret al, 1993). SERP-1 inhibe donc des éléments de ldioédoflammatoire ;
in vitro, elle inhibe une urokinase, un activatelr plasminogene tissulaire et la premiere

enzyme de la cascade du complément, C1s (L&mhals 1993).

MNF est une protéine virale codée par le géne M150Répétitions ankyrines,
capable de se transloquer dans le noyau (Camuddsauitie et al., 2004). Ce facteur de
virulence est nommé MNF pour Myxoma Nuclear Faéarause de son tropisme pour le
noyau des cellules infectées. Cette protéine pesdéd similarités avec |-kappa Balpha qui
régule I'activité de NF-kappaB en le séquestrantsda cytosol. Or NF-kappaB est un facteur
de transcription qui régule I'expression des gedesl’inflammation. Cette séquestration
n’étant plus permise chez le virus mutant, on olesa&insi une amélioration de la réponse

inflammatoire de I'organisme. De ce fait, les vimatants deviennent non pathogenes.

Ainsi, en inhibant la réaction inflammatoire dedth, le virus peut échapper a un processus

de défense non spécifique mis en place précocdorsrde toute agression de I'organisme.
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Modulation de I'action des cytokines

Action anti interféron
Le virus myxomateux posséde une protdimd 7, codée par le gene T7, qui intervient en
bloquant de facon spécifique l'interféron (IFN) gaay cette protéine empéche en effet la
fixation des IFN sur les récepteurs cellulairepatséde une grande affinité pour les IFN des
lapins (Uptonet al, 1992). L'activitt¢ de M-T7 a été mise en évidennpevitro par
I'observation de la suppression de la résistanoaeallignée de cellules traitées avec M-T7 et
soumise a une infection virale (Mossnetnal, 1995). Cette activité biologique a aussi été
testéen vivo, en inoculant des lapins avec un virus mutantxprienant plus cette protéine :
la virus se trouve alors étre fortement atténuéplds, sa dissémination au niveau des lésions
secondaires ainsi que la réaction inflammatoiré¢ aomindries et ceci est accompagné d’une

importante infiltration lymphocytaire (Mossmahal, 1996b).

Inhibition de I'activité des cytokines pro inflammaires

Le virus de la myxomatose inhibe I'action de liéikine (IL) 13 (petit et al,
1996a ; Messud-Pett al., 1998) et du « tumor necrosis factaiTNF) (Uptonet al, 1991 ;
Schreiber et Mc Fadden, 1994). Il posséde une ipmt8ERP-2 qui inhibe I'enzyme de
maturation de la pro-IL{let de ce fait rend impossible la synthése de lpibBlactive (Petit
et al, 1996a). La délétion du géne codant pour la ptetSIERP-2 se traduit par une réaction
inflammatoire plus rapide par rapport a celle ob&echez un animal inoculé avec un virus
sauvage ; le pouvoir pathogéne est ainsi attéruta(ix de mortalité est alors de 30%) et la

présence de myxomes secondaires est rare (MestitigtRd, 1998).

Le virus de la myxomatose possede une autre peotéipliguée dans I'inhibition de
cytokines pro inflammatoires. Cette protéind,T2, existant sous forme monomérique ou
dimérique, la deuxieme forme étant plus puissa8tireiber et al, 1996), inhibe 'action
cytolytique du TNl du lapin. Une fois encore, I'obtention d’'un vimmitant pour les genes
codant pour cette protéine permet de mettre eregea que ce dernier posséde un pouvoir
pathogene amoindrie par rapport a celui du viruvage. La taille et le nombre de myxomes
secondaires sont réduits, les infections bactéegrsecondaires sont plus rares et le taux de
mortalité diminue (Uptoet al, 1991).
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Inhibition de I'apoptose

Les lymphocytes sont impliqués dans le transpota etissémination du virus de la
myxomatose ; ce dernier en inhibant le processusndé cellulaire par apoptose des
lymphocytes permet sa dissémination plus rapidse.faeteurs intervenants dans ce processus
sont les protéines M11L, M-T2, SERP-2 et M-T5 (Maetal, 1996 ; Schreibeet al, 1997).

La capacité anti-apoptotique de la proteMélL a été mise en évidence sur des
lignées cellulaires RL-5 puis confirmée en cultwellulaire de splénocytes de lapin
(Opgenorthet al, 1992).

Celle de la protéin®1-T2 a été également mise en évidence sur des ligréeslldles
RL-5 ; cependant, une fois purifiée, cette prot@og étre synthétiséde novoafin d’exercer

son action (Macest al, 1996).

L’action de la protéin&ERP-2a été déemontrée en inoculant un virus mutanttélélé
du gene codant pour SERP-2 : une déplétion lympghoeyest ainsi observée au niveau du
nceud lymphatique drainant le site d'infection dtiggputable a ce phénomene d’apoptose
(Messud-Petiet al, 1998).

La protéine M-T5 posséde une action apoptotique pour les cellulés5 R
(lymphocytes T CD4+) avec un arrét total des sysghecellulaires et virales de fagon
spécifique (rien au niveau cellules épithéliales ldpin) (Mosssman et al, 1996a).
L’inoculation de lapins avec une souche mutantempérde mettre en évidence une
diminution de la virulence de la souche avec urfection localisée au niveau du site
d’injection sans réaction des nceuds lymphatiquesirdmmage ou des organes lymphoides
secondaires (Mossmaet al, 1996a). Le role de cette protéine est ainsi denetre la
dissémination virale par voie lymphatique au nivelas sites secondaires de multiplication
(Mossmanet al 1996a).
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Diminution de I'expression des protéines de membearde I'h6te

Perte des molécules du complexe majeur d’histocotifiléé de classe | (MHC-I)

Le virus de la myxomatose empéche non seulemensytdhese de protéines
cellulaires mais aussi la présentation des molécdie CMH-I, soit en masquant, soit en
détruisant les molécules déja présentes a la sudas cellules infectées (Boshkev al,
1992). Or Il'activation des lymphocytes cytotoxiqueguiert a la fois la présentation a la
surface de la cellule d’épitopes viraux et des cuks du CMH-I. Ainsi cette perturbation de
'expression de ces molécules du CMH-I a la surtéeéa cellule empéche le fonctionnement
normal des lymphocytes.

Cette action est dépendante de la proténe MV-lap5@R) (Collin et al 2005 ;

Guerinet al, 2002 ; Mansouriet al, 2003), scrapine a activité ubiquitine ligase.

Baisse de I'expression des molécules CD4

L’infection de lignées cellulaires RL-5 est marque la diminution du taux de CD4
a la surface des cellules (Barmgt al, 1995). Ces CD4 sont internalisés puis sont dégrad
dans des vésicules lysosomiales. La encore laipeofdV-lap semble jouer un réle clé
(Mansouri et al 2003).

. L'HOTE ET CO — EVOLUTION HOTE - VIRUS

A. LE LAPIN

Le lapin européen(ryctolagus cuniculys appartient avec les lapins américains genre
Sylvilaguset les lievres au super ordre des glires, a lodls lagomorphes, a la famille des
Leporidae ainsi qu’a la sous famille ddseporinae Le genre Oryctolagus vient du grec
« oryct », creuser et de « lagus » ou « lagid »veut dire « lascif » ou « débauché », tandis
gue les dénominateurs cuniculus» et « Sylvilagus» indiquent le mode de vie a savoir

respectivement dans un terrier ou dans les bois.
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B. FACTEURS DE RESISTANCE DE L'HOTE
1. Réponse immunitaire

La mise en place de la réponse immunitaire comtreirus de la myxomatose débute avec
I'infection des cellules dendritiques, cellules ldengerhans (dans le derme) et des LT (au
niveau des nceuds lymphatiques drainant). Les lajgmsloppent des IgM et IgG contre le
virus. Si ces anticorps peuvent neutraliser lesvetipeuvent persister jusqu’a 19 mois apres
I'épidémie de myxomatose (Fennetr al, 1953), il semble cependant ne pas étre suffisants
pour protéger les lapins (Fenner & Marshall, 1954).

Pour des souches virales trés pathogéenes, less legdistants développent en 6-7 jours une
réponse immunitaire de type cellulaire avec unevaobn du complément, qui se fixe alors
sur lesantigenes viraux et les neutralise. Sursdeshes de moindre virulence, I'activité du
complément est également présente a partir 96 &t jusqu’au 28™ jour. L'apparition
d'immuns complexes se fait dés I€T%jour, demeure a un niveau élevé jusqu’a 6 mois pui
diminue pour rester stable. La neutralisation degy@nes est présente des 10 jours et atteint

un pic au 14™jour ; celle —ci reste & un niveau élevé jusquiads.

De plus, 14 a 20 mois plus tard, aprés I'inoculatitune petite dose de virus, aucun signe
clinigue n’est observé (Fenner et Ratcliffe, 196¢lle que soit I'origine de la souche de
départ et celle de I'épreuve ; on a donc une r@aactroisée (Fenner et Ratcliff, 1965). On
peut dés lors considérer qu’un lapin qui surviaarlyxomatose possede alors une immunité

post infectieuse a vie.

De plus, il a été observé que les vaccins a vimastivés ne permettent pas de protéger les
lapins contre la myxomatose, alors méme que desogos sont produits (Fenner & Ratcliffe,
1965), contrairement aux vaccins a virus atténugésant eux bien protecteurs. Ces données
suggerent que si des anticorps préexistants conferge relative protection, les anticorps

développés durant la phase clinique ne sont pagam&ée cruciale dans la survie des lapins.

Tout ceci fait donc apparaitre I'importance de épanse a médiation cellulaire dans le
contr6le de l'infection par le virus myxomateux, m&si ce dernier posséde des armes pour
contourner et interférer avec les acteurs respéesate la mise en place de la réponse

cellulaire.
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2. Immunité passive

Les lapereaux ne seraient pas completement protggédes anticorps maternels,
persistants jusqu’a 6 a 9 semaines d’age et détestpar fixation du complément (Fenmeer
al, 1953) ou ELISA (Best, 1997), mais ces derniersnattéaient la sévérité de la maladie
(Fenner et Marshall, 1954), et ce, seulement pesrsbuches de faible pathogénicité. En
effet, dans un milieu a fort risque infectieux, kesticorps maternels n’apportent que peu
d’avantages. Une étude portant sur des lapinsyrsrtanticorps maternels élevés depuis la
naissance dans des enclos contenant des pucegésfemontre que les premiers symptémes
apparaissent en moyenne a 38 jours d'age avecownhes hypervirulente (Lausanne) et a 36
jours d’age pour une souche atténuée de terrai®@@.3.'immunité maternelle transmise ne
permet pas d’éviter I'infection mais seulement aedtarder, sans permettre un allongement
du temps de survie (Sobey et Conolly, 1975).

Au-dela de 6 semaines, les lapins ne possedent glismunité maternelle
suffisamment efficace et deviennent pleinementibassa I'infection, qu’elle soit par contact

direct, piqure de moustiques ou morsure de puces.

Il existerait un « effet male » (Sobey et Conoll986 ; Williams et Moore, 1991 ; Pasdral,
1995) : des lapins issus d’'un croisement entre feneelle naive et un male guéri d’'une
myxomatose aigué et préalablement vacciné avedrds du fiorome de Shope (Sobey et
Conolli, 1986) résistent mieux a l'inoculation daisouche pathogéne de virus. Cependant cet
« effet méle » n’est valable qu'entre 7 et 10 mapes l'infection ; il se transmet aux
femelles saillies, de facon permanente pour legrmgéions de lapereaux futures méme si ces
dernieres ne sont pas issues d’'un croisement avenale guéri et vacciné. Cet avantage,
transmis par le méle et également observé surri@nepermet de diminuer de 25% le risque
de mortalité chez le lapereau (Willianet al, 1990 ; Williams et Moore, 1991). Son

mécanisme est inconnu jusqu’ici.

3. Effets de la température

La température environnementale a un effet marquéassévérité des signes cliniques et sur
les taux de mortalité (Marshall, 1959 ; Fenner eitchfe, 1965). Au-dela de 36°C,

température d’environnement, la sévérité de linéec diminue de facon progressive
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(Thompson, 1938, Parker et Thompson, 1942). Alaes spuls de Iégers signes cliniques ont
été observés chez les lapins placés au dela de B§Wht été extrémement séveres chez les
animaux logés a des températures inférieures &#élintensité moyenne a variable chez les
animaux placés a température tempérée (20-22°G)tdux de mortalité respectifs ont suivis
la méme évolution a savoir 8% a haute tempérai® a température tempérée et 92% a
basse température. La virémie est de moindre irapcet chez les individus placés a haute
température et leur taux d’anticorps est plus hetuinversement lors de température basse,
une virémie importante et prolongée avec une alesefanticorps sériques sont observés
(Marshall, 1959).

4. Effet individu

Apparait au fil des épizooties une sélection ndiudes individus ayant survécu ce qui joue
un réle capital dan l'apparition de souche d'infesité plus faible. Ainsi on observe une
évolution paralléle entre la sensibilité de I'hétd’infectiosité des souches (voir phénomeéne

de co-évolution).

C. CO-EVOLUTION VIRUS — HOTE

La co — évolution virus — lapin est illustrée pamropagation délibérée de la maladie sur un
territoire donné, notamment en Australie, Grandet&mne et en France, et apporte de
nombreuses informations sur les résistances gémestigcquises par le lapin au cours des
années et paralléelement sur les moyens mis en pkacke virus pour échapper au systéme
immunitaire de son hote (Hudson et Mansi, 1955 nEe et Ross, 1994, Kerr et Best, 1998).

Trés to6t apres lintroduction de la myxomatose eastfalie puis en Europe, une
atténuation des souches est constatée. En GraralagBe, des 1955, sont isolées quatre
souches provoquant chez des lapins de laboratase fdrmes cliniques nodulaires et
croUteuses, n’entrainant qu’une faible mortalitédsbn et Mansi, 1955).

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@vRriggs et
Vaughan, 1975). En effet, d’'un coté linfectiosiiés Iésions est assez importante pour

permettre la transmission du virus et de lautregtavité de la maladie est telle que la
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mortalité des lapins ne survient pas trop rapidénsenqui permet d’allonger la durée de

transmission potentielle du virus.

Dans tous les cas, le taux de mortalité, initialeihpeoche de 99 & 100% a rapidement
diminué suite a I'émergence de souches de moiridrerce ainsi qu’a la sélection de lapins
ayant développé une résistance génétique. Les @remmodlements de souches de moindre
virulence commencerent dés 1952-1953 : la souclardi(Mykytowyez, 1953 ; Russel et
Robbins, 1989), issue de la souche SLS, est iselélement deux ans apres I'introduction du
virus en Australie. Cette derniére entraine dasesigliniques tres polymorphes sur les lapins
de laboratoire avec une moindre mortalité ainsiquedques signes de myxomatose sur les

lapins sauvages et ce, pas de maniere constante.

En Grande Bretagne, le développement d'une résistannée et héréditaire des
populations de lapins sauvages est détecté tobbrlasur 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 groupelpmias 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 dierge intermédiaire (grade llla). Toutefois,
les souches de forte virulence se heurtent égalkeneme résistance, appréciable moins par la
diminution du taux de mortalité que par 'augmeiotadu temps moyen de survie. Ce dernier
parametre constitue d’ailleurs un critere précomesda détection de I'apparition de lignées

résistantes (Ross et Sanders, 1984).

L’expression de cette résistance d’'ordre génétipadortement liée a 'age d’exposition
des lapereaux a la myxomatose. La réponse a ueelation par une souche virulente de
virus myxomateux de lapins sauvages et domestigquoeeurs d'un certain degré de
résistance génétique, est fortement affectée pgelle pourcentage de survie et le temps
moyen de survie de ces lapins agés de 10 a 30 rsesnelutent lorsque 'age d’inoculation

augmente (Sobey at., 1970).
Toutefois, il semble qu’a cette résistance d’omggenétique, se surajoute une forme de

résistance acquise, non génétique, d'origine palentais non associée aux anticorps

maternels.
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Cette résistance améliore la survie des laperessus ide lapines accouplées avec des
males ayant survécu a la myxomatose. En efféhube de mortalité des lapereaux aprés
épreuve virulente est réduit de 20 a 25 % lorsgjmdissent dans les sept mois suivant
I'infection du méale reproducteur, et est encore larélorsque la souche utilisée pour
I'épreuve est la méme que celle qui a touché lenad plus surprenant est qu'il apparait
gue les lapereaux issus d’accouplements ultéra@ssnémes lapines avec des males non
exposeés au virus, bénéficient également de cattegiion (« effet male » évoqué
préecédemment) (Kerr et Best, 1998). Aucune dématnstr expérimentale de ce

phénomeéne n’a été effectuée a ce jour.

En situation épizootique, au cours desquellesdagion virale est forte, seuls les lapins
les plus résistants survivent ce qui permet alets Eélection et la transmission de cette
résistance a leur descendance ; ce phénoménedestoiciable de I'atténuation des souches
virales. L'apparition de ces lignées résistantesa@me par la suite une recrudescence des
souches de virulence élevée, notamment de grada Australie (Edmonds at., 1975) puis
en Grande Bretagne (Ross et Sanders, 1987). Bnaffphénomeéne favorise la transmission
vectorielle de souches virulentes qui entrainehgzcles lapins résistants, des formes
cliniques subaigués avec un titre viral cutanéretamps moyen de survie suffisants pour
contaminer les vecteurs.

L’épizootie suivante sélectionne de la méme fagas ldpins résistants et I'évolution globale

de la population cunicole se fait vers une plusigearésistance a la maladie.

D’un autre c6té, la pathogénicité d’'un virus a é&iddiée et traduite de facon mathématique ;
elle est notée sous la forme d’'un taux RO (Andeetdday, 1991). RO est ainsi écrit sous la
forme suivante :

RO = infections secondaires d’'un héte infecté x & mortalité et de guérison

Bremermann et Thieme (1989) montrent que les patiegyqui permettent d’obtenir un taux

maximal possédent un avantage vis-a-vis d’'un qu#teogene.
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Ainsi dans le systéme de co evolution, cette éqgnationtre que le pathogene possede deux
moyens de réussir ; en effet, pour que Ro soit malxisoit le nominateur doit étre maximal
ce qui correspond a un pathogene facilement traasdohe, soit le dénominateur doit étre le
plus bas possible c'est-a-dire que la souche vitaie posséder une faible virulence. Ceci
montre qu’il existe une relation étroite entrerensmission, la virulence et 'avantage acquis

par une souche de virus.

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). Ainsi, en Grande Bretagne, une diminution
expérimentale de la prévalence de la maladie, dejfie 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).
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DEUXIEME PARTIE :
ETUDE EXPERIMENTALE
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|. OBJECTIFS ET GRANDES ETAPES

Cette étude a pour but I'isolement et I'étude duvmir pathogene de différentes souches de
virus myxomateux, réalisée a partir de prélevemenasiqués sur des lapins cliniqguement
atteints de la myxomatose, issus d’élevages irfedsil’ouest de la France.

Ce travail a suivi une méthodologie classique :

A. VERIFICATION DE LA PRESENCE EFFECTIVE DE VIRUS DANS LES
ECHANTILLONS RECUS

A partir des prélevements recus, on réalise unopobe d’extraction et d’amplification
d’ADN (digestion tissulaire, extraction d’ADN, PCRlectrophorése sur gel d’agarose) afin
de déterminer les échantillons qui contiennentcéiffement du virus myxomateux.

Il en ressort que dans chaque élevage prélevéailay moins un échantillon positif, soit
potentiellement 12 souches différentes de virus.

B. ISOLEMENT VIRAL EN CULTURES CELLULAIRES

A partir des échantillons trouveés positifs dansalp® précédente, on choisit un échantillon

positif par élevage afin de l'isoler en culturelgkire. Les virus isolés sont amplifiés et titrés

avant I'inoculation aux lapins.

C. ETUDE IN VIVO DE LA PATHOGENICITE DES SOUCHES ISOLE ES

On inocule a des lapins une quantité connue ds witykomateux obtenu & partir des souches

isolées précédemment. On observe ensuite I'appaudies signes cliniques afin de les grader

et ainsi de caractériser le pouvoir pathogene oleshes virales étudiées.
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Il. MATERIEL ET METHODE

A. MATERIEL BIOLOGIQUE

Les échantillons sont issus de 13 élevages différda I'ouest de la France, suivis par le
Cabinet Labovet; ce sont des prélevements tels dipse oreilles, des bouts de nez, de
paupieres ou des morceaux de la région ano génitdésés sur des lapins présentant des
symptomes correspondant a ceux de la myxomatose.

Puis on vérifie la présence effective du virus mygateux dans ces échantillons par PCR

uniquement sur des morceaux de paupieres, cepéisente 79 échantillons a tester.

B. EXTRACTION D’ADN

Elle est réalisée grace au kit « high pure PCR kmgRoche) selon le protocole proposé par
le fournisseur. Pour 25-50 mg de tissus (on utdisgriorité des morceaux de paupiéeres de
lapins apportés sinon des échantillons de narines)
200 pL de tampon de lyse de tissu sont mélangéissaauet a 40 pL de protéinase K,
puis laissés a incuber toute la nuit a 55°C. Aijest d’'un tampon dit « binding » et
d’isopropanol, 'ADN est fixé sur un filtre et ptig apres plusieurs étapes de lavage et

une étape d’élution.

C. AMPLIFICATION PAR POLYMERISATION EN CHAINE (PCR)

On prépare un mélange (mix) qui sera réparti desmsubes de PCR, auxquels sera ajouté
I’ADN, comme suit : Préparation du MIX PCR pour 250 soit 10 tubes PCR (20 pL de mix

+5 uL d’ADN) :
H,O ultra pure gsp 185.5 pL
Tampon 10 X (MgG) + 25 uL
Amorces TK &’ +12. 5uL
Amorces TK 3’ +12.5 L
dNTP 40X (0.5 mM) +12.5uL
TAQ polymérase (5U / pl) +2uL

=250 pL
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Les séquences des amorces sont les suivantes :
TK 5’ : ggtgttggataaggaagttacg
TK 3’ : gaggtcgctgtcggagacg

On prépare toujours un MIX pour notre nombre d’'étitlans auxquels on ajoute le témoin
positif et le témoin négatif. Ici on utilise la she T1 comme témoin positif et de I'eau pour

le témoin négatif.

Puis on choisit le programme PCR comme suit :
94°C pendant 5 minutes, qui correspond a |'étapgedaturation des brins d’ADN

Puis les 35 cycles commencent avec :

94°C pendant 30 secondes,

52°C pendant 30 secondes, qui correspond a |'édpdridation des amorces sur
I’ADN,

72°C pendant 30 secondes, qui correspond a |'éta@pengation

Enfin, une derniére étape de 72°C pendant 7 minutes

D. ELECTROPHORESE HORIZONTALE D’ADN

L’électrophorése horizontale d’ADN est une élecitragse sur gel d’agarose 1 % dilué en
tampon TBE (tris-Borate-EDTA) 1 X. Apres fusion aticro onde, on ajoute un intercalant
d’ADN, le SYBERSAFE, a raison de 1/10 000 (1 puL pda0 mL de gel). La solution est

disposée sur un support plastique contenant umeeifin de délimiter les futurs puits dans

lesquels seront introduits les échantillons. Leegtllaissé a refroidir a I'abri de la lumiere.

Les échantillons d’ADN sont préparés avec un tangmoharge 10 X (200 mM d’EDTA, 50
% de glycérol, 0.2 % de bleu de bromophénol). Pesséchantillons ainsi préparés sont
chargés dans les puits du gel ; un des puits sstw& au marqueur de poids moléculaire (1 kb

Invitrogen).
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La migration dure environ 1 h 30 heures avec utagel de 85 V et un ampérage de 180 mA

puis le gel est photographié sur une table UV.

L’électrophorése a pour role dans notre étude dis nadiquer la taille ou poids moléculaire
du matériel et ainsi de savoir si ce dernier esh lissu du virus myxomateux, c'est-a-dire si

I’échantillon de départ contenait ou non du virus.

E. ISOLEMENT DES VIRUS EN CULTURE CELLULAIRE

Nous avons choisi dans notre étude d‘isoler legsvaur des cellules de reins de lapins, a

savoir les cellules RK13, a partir de fragmentpalepieres.

-Les échantillons de paupiéres sont coupés esde ttonjonctif récupéré (racler avec
un scalpel) en veillant & bien écarter les poils ;
-on saupoudre avec du sable de Fontainebleaul@bana I'aide d’'un mortier et d’'un
pilon ;
-on ajoute I'équivalent poids-poids de milieu (MEM-AB soit de I'optiMEM
additionné de pénicilline 100 U / ml, streptomyck@0% g / ml et amphotéricine B 1
pg / ml) et on poursuit le broyage ;
-on effectue un lavage avec une quantité equivaldatmilieu optiMEM-AB ;
-on centrifuge 10 minutes a 2 000 rpm et on réaifEesurnageant ;
-on dépose 0.5 ml de surnageant sur des celluld8Ryoite de culture a 6 puits)
-un surnageant dilué au Y2 (250 pL de surnageanb@ (2L de milieu
optiMEM-AB)
-un surnageant dilué au 1/10 (50 pL de surnageadbG pL de milieu
OoptiIMEM-AB) ;
-on dépose 0.5ml de milieu optiMEM AB sur les cligfu(témoin) ;
-on laisse adsorber pendant 2 heures a 37°C danétuve a C®en agitant de temps
en temps (toutes les 5 minutes pendant le prenuart gi’heure puis toutes les 15
minutes) ;
-on enléve l'inoculum ;
-on lave trois fois avec du milieu optiMEM AB (sditml de milieu par lavage) ;

-on ajoute 2ml de milieu de maintien (optiMEM AR de sérum de veau feetal) ;
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-on laisse incuber a 37°C et on observe quotidier@me au microscope pour détection
éventuelle d’'un effet cytopathogene ; on congéleesapine semaine d’incubation

maximum.

Apres incubation, I'action du virus sur les celbikest observée directement au microscope ;
les résultats se traduisent par un effet cytopatheg c'est-a-dire la formation de plages
décollées de la couche monocellulaire adhérentgarois.

Les effets cytopathogenes du virus myxomateuxesicéllules épithéliales de rein RK 13 se
résument par une perte de I'aspect typique dethiéfpum et un détachement progressif des
cellules infectées du tapis cellulaire. Les cefud@arrondissent puis se rétractent en amas et

enfin se désolidarisent du tapis cellulaire basai final elles sont lysées par le virus.

On réalise alors le deuxiéme passage sur cellulelBRKans des boites de culture de type
F25:
-on décongele et récongele trois fois pendant Tut@s minimum a -80°
-on récupére 1 ml de la suspension de cellulestids obtenue (on choisit soit
'échantillon dilué au %2 soit au 1/10 en fonctioe th quantité de virus mis en
evidence) et on fait un deuxieme passage sur esllRK 13, cette fois ci dans deg F
(le lavage se fait avec 5 ml de milieu optiMEM ABan ajoute 6 ml de milieu de
maintien final optiMEM AB +2% de SVF) et on obserde la méme facon un

eventuel effet cytopathogene.

On réalise alors un°3®passage dans les mémes conditions que cellesudiéde passage.

F. TITRAGE DU VIRUS

Le dénombrement des plages permet le titiagétro exprimé en UFP / ml (unité formant
plage par millilitre), calculé selon la formule gamte : T (UFP / ml) = n X 1/d X 1/v (n étant

le nombre de plage, d la dilution et v le volumd’éehantillon).
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On choisit de titrer le virus & partir des dilusosuivantes : If) 10° 10* (cette derniére
étant doublée).

1. Dilution des échantillons

-Pour un total de 1 ml,
-100 pL de I'échantillon + 900 pL de milieu optiMEAB - dilution 10"
-100 pL de la dilution 16+ 900 pL de milieu optiMEM AB> dilution 107
-100 pL de la dilution 16+ 900 pL de milieu optiMEM AB> dilution 10°
-100 pL de la dilution 6+ 900 pL de milieu optiMEM AB> dilution 10*

-on dépose 200 pL de la dilution choisie sur délsles RK13 en boite P6, aprés avoir
enlevé le milieu de maintien

-on laisse adsorber pendant 1 h 30 a 37°C danétuae a CQ@en agitant de temps en
temps (toutes les 5 minutes pendant le premiertqilibeure puis toutes les 15
minutes)

-on enléve l'inoculum

-on ajoute 2 ml de milieu de maintien (optiMEM AR de sérum de veau foetal)

-on laisse incuber a 37°C, 48 heures

2. Milieu de maintien gélose pour dénombrement de plag de lyse

1- Milieu MEME 2X

MEME 2X (+ pénicilline — Streptomycine) gsp
4 % de SVF

60 puL / ml de NaHC®a 7.5 %

HEPES 1 M (50 pL / ml)

2-milieu AGAROSE LM(spécial culture cellulaire)

2 % agarose dans@ stérile (spécial culture cellulaire)

Porter a ébullition jusqu’a dissolution compléte

3-mélanger volume a volume 1- et 2-

On obtient un milieu final :
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Agarose 1 %,

MEME 1 X

SVF 2 %

NaHCQG 30 pL / ml
HEPES 1 M (25 pL / ml)

Quand le mélange est suffisamment refroidi (en#eB40°C), le couler lentement sur les
cellules sans faire de bulles (2 ml par cupule pme R) ; laisser prendre le milieu puis

mettre a incuber & 38°C.
G. INOCULATION IN VIVO DU VIRUS

On réalise une prise de sang sur l'artére centtal€oreille gauche puis on inocule 540
UFP / 100 pL d’échantillon par lapin en intradera@gsur I'oreille droite. On vérifie par un
test systématique (ELISA) sur les sérums ainsilt&sa JO la présence ou non d’anticorps
anti myxomatose.

On observe les symptémes de facon quotidiennereplissant le tableau suivant (voir aussi

en annexe) :

Jour

Apparition en jours

Forme convexe / plate,
circulaire, délimité ou

non, réguliére ou non

Myxome

Exsudationde 0 a ++++

Epiderme intact,
nécrosé, ombiliqué,

ulcéré

Nez de 0 a ++++

il en jours

Peaude 0 a ++++

Généralisation

Amaigrissement

Taux de mortalité en %

Temps moyen de survien j

Tableau 4 :critéres d'observations cliniques
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I RESULTATS

A. NATURE ET ORIGINE DES ECHANTILLONS

Les échantillons testés correspondent a des moradgapaupiéres de lapins issus de 13
élevages différents de I'ouest de la France, esépar le cabinet Labovet. Un numéro est
présenté sur chaque feuille accompagnant les éibbiamtd'un élevage (3133, 38387,

LH3194, ...) ; celui est conservé et une lettre yagstité pour chaque échantillon (3133 A, B,

C..).

Au total, 79 prélevements sont testés (les autneegpondent a des morceaux de narines,

d’oreille, de région ano génitale).

B. DETECTION DES VIRUS MYXOMATEUX PAR PCR

Les résultats de la présence de virus myxomateseiaules échantillons choisis sont

présentés dans le tableau suivant:

NUMERO NUMERO NUMERO NUMERO

20 | BP4083J 40 | LH4423F 60| LH3413

1| 3133A + 21| 4204D 41| LH3194K 61| BP4260H
2 | 3133B - 22 | 4204E 42| LH3194J 62 | BP4260F
3 | 3133C - 23 | 4204F 43 | BP4083P 63| BP3879G
4 | 3133D - 24 42041 44| BP40830 64 | BP3879H
5| 38387B | + 25| LH18D 45| LH4423E 65| BP245A
6 | 38387C | + 26 | LH18E 46 | BP4260M 66 | BP3879I
7 | 38387D | + 27 | LH18F 47 | BP4260L 67| 38387A
8 | 38387E | + 28 | LH18G 48 | LH4423D 68 | LH3082A
9 | 38387F - 29 | BP4083U 49 | BP4083N 69| LH3082B
10| 38387G | - 30 | BP4083Q 50| LH3415 70| LH3082C
11 | BP3879E | + 31 | BP4083T 51| LH3194F 71| LH3082D
12 | BP3879F | + 32 | BP4260G 52| LH3194G 72| LH3082E
13| LH3194E | + 33 | BP4260N 53| LH3194H 73| LH3082F
14| LH3194D | + 34 | LH3411 54| LH3194I 74| LH3082G
15| BP4083S | + 35 | BP4260I 55| LH3414 75| LH3082H
16| BP4083l | + 36 | BP245B 56 | BP4083L 76| LH3082I
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17 | BP4083R | - 37 | LH3194L | + 57| BP4083K | + 77| QQ3176A -
18| 4204A + 38 | BP4260J | + 58 | BP4083M | + 78 | QQ3176B -
19| 4204B + 39 | BP4260K | + 59| LH3412 + 79| QQ3176C -

Tableau 5 :résultats de la présence de virus myxomateux @&epectPCR, les lapins positifs sont notés + et les

lapins négatifs —

Ainsi, on obtient 62 prélevements avec effectiveimén virus myxomateux et 17
prélevements dont le résultat PCR est négatif, wier@présente 12 élevages sur 13 avec

présence d’'un foyer myxomateux.

C. ISOLEMENT DES VIRUS EN CULTURE CELLULAIRE

Nous avons choisi les échantillons suivants paous tles prélevements positifs (donc des
morceaux de paupiéres), sur la base d’'un échanfiés élevage (un élevage est représente
par un numero, la lettre qui suit désigne I'éctim) : parmi les difféerents échantillons
positifs d’'un méme élevage, nous avons choisisicgtint la bande de migration de
I'électrophorése sur gel d’agarose était la mieuarquée, c’est-a-dire I'échantillon qui
semble contenir le plus de virus.

On a ainsi au total 12 échantillons (puisque ey QQ3176 ne contient pas de
prélevements positifs), présentés dans le tableizard :

NUMERO

1 3133A +

5| 38387B | +
11| BP3879E | +
13| LH3194E | +
15| BP4083S | +
18| 4204A +
25| LH18D +
32 | BP4260G | +
40 | LH4423F | +
60| LH3413 | +
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65| BP245A | +
68 | LH3082A | +

Tableau 6: échantillons choisis pour isolement

Remarque : I'échantillon 3133A étant épuisé, laeneis culture a été tentée a partir de bouts
de narine. Aucun virus n’a pu étre isolé.
Apres trois passages successifs, les virus isolieété titrés par la méthode des plages.

Les titres des virus mis en culture sont présenfaés le tableau suivant :

TITRE en
NUMERO | UFP/mI

1 3133A échec

5 | 38387B 3.010°
11 | BP3879E 2,810°
13 | LH3194E > 10’

15 | BP4083S 2,510°
18 | 4204A 1,110’
25 | LH18D 2.1110°
32 | BP4260G 1,210°

40 | LH4423F 210’

60 | LH3413 1,510°
65 | BP245A 5,310°
68 | LH3082A 2.910°

tableau 7 :titres des virus obtenus apreés le troisieme passagelture cellulaire

D. INOCULATION IN VIVO DU VIRUS
Cing virus ont été choisis pour les essais in \destinés a définir le pouvoir pathogéne des
souches circulant actuellement en élevage. Touséss ont été inoculés avec 5°10FP de

virus, préalablement isolé et titré, par voie {ateille droite).

La répartition des lots (5 lapins initialement)té k& suivante :
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Groupe Virus Date d’inoculation
1 38387 B 29/10/07
2 LH 3082 A 29/10/07
3 LH 18 D 29/10/07
4 BP 245 A 13/06/08
5 4204 A 13/06/08

Les lapins ont ensuite été observés quotidiennerieois lapins (un du lot 5 et deux lapins
du lot 4) sont morts rapidement apres inoculatimurpdes raisons indépendantes de
I'expérience (problémes digestifs).

De fagon générale, on observe une évolution de ddadie correspondant a la forme

amyxomateuse.

Lésions cutanées

Sur l'oreille, au point d’inoculation apparait éas peu de temps, en environ 2 - 3 jours apres
inoculation un érythéme. Celui-ci s’étend, puisrdile s’épaissit chez 54.5 % des lapins
(12/22) en 14.8 jours en moyenne (de 9 a 31 joatgn observe une lésion plate, [égerement

surélevée, assez délimitée. Cette Iésion se pigmegnimarron clair.

Photo 1: Iésions plates, légérement surélevées, déliraitésveau du pavillon de 'oreille
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On observe chez 36 % des individus (8/22) un éigamsient de la base des oreilles qui
apparait en 10.5 jours en moyenne (de 9 a 17 jairshez 13.6 % des lapins (3/22) une
dépilation de la base des oreilles en 16.7 journ@yenne (de 16 a 18 jours).

Un oedéme apparait chez tous les lapins (22/22)0eh jours environ (de 10 a 11 jours),
I'oreille est chaude, rouge et |égérement épaissie.

De, méme, de nouvelles Iésions sont observées rdfayopériphérie du point d’'inoculation,
toujours sur l'oreille droite, puis d’'autres surdauxiéme oreille : des lésions secondaires
(assez délimitées, |égérement surélevées) appamties 10.8 jours (de 10 a 11 jours) chez
59.1% des lapins (13/22) ; puis des croltes sedotran 27.1 jours (de 18 a 35) chez 50 %
des lapins (11/22).

B IR el
Photo 2 :lésions secondaires sur la deuxieme oreille : platélimitées mais légérement surélevées

Des plaques blanchéatres sur la face interne degmesvdes oreilles sont vues sur 22.7 % des

lapins en 23.5 jours en moyenne (de 21 a 29 jours).

Signes respiratoires

Un épiphora apparait chez 90.9 % des lapins (26¢82)0.1 jours en moyenne (de 8 a 14
jours). Il est au départ peu important et devieogpessivement abondant et s’épaissit a cause
de la surinfection bactérienne ; on observe alersadchassie puis des croltes chez 45.5 %
des lapins (10/22) en 26.3 jours (de 21 a 35 jogus)génent I'ouverture palpébrale. Ainsi
95.5% des lapins voient leur yeux se fermer au<oler I'évolution de la maladie en 17.5

jours en moyenne (de 12 a 25 jours).
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Photo 3: ceil avec de la chassie importante

18.2 % des lapins (4/22) ont des écoulements hagiques en plus, apparus en 22.8 jours
(de 18 a 25 jours).

Parallelement, une blépharo-conjonctivite est olEsechez 95.5 % des lapins (21/22) ; celle-

ci apparait en 8.6 jours (de 7 a 10 jours).

Photo 4: blépharo-conjonctivite observée sur un lapin

Un cedeme palpébral est quant a lui observé ch&z%2les lapins (16/22), apparus en 16.6

jours en moyenne (soit de 11 & 23 jours).
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Chez 31.8 % des lapins (soit 7/22), une dépilgt@moculaire (et périnasale pour 2 lapins) est
visible et apparait en 17.9 jours (de 14 a 28 jours

Photo 5 :dépilation périoculaire et périnasale

De méme, des éternuements sont observés chez 5 %mins (11/22) assez rapidement

apres l'inoculation du virus, a savoir en 8.1 jofals 7 & 9 jours).

Puis des écoulements nasaux apparaissent che¥3feS lapins (21/22) en 10.3 jours (de 8 a
14 jours) ; ceux-ci sont d’abord clairs et peu a#oris puis s'épaississent et finissent par
sécher formant de grosses croltes chez 77.3 %afdes1(17/22) en 16.5 jours (deld a 22

jours).

Photo 6: mouchage chez un lapin avec présence d’'un éceulegpais et purulent avec des croltes

69



Une dyspnée importante se met alors progressiveameptace chez 50 % des lapins (11/22)
dés le 23.3™jour (de 8 & 31 jours) ; les individus fortemetteiats se mettent en position
d’orthopnée, les antérieurs écartés, le cou tehtbureez en lair.

Photo 7: animal en position d’orthopnée

Des écoulements séro-hémorragiques sont aussivébsehnez 27.3 % des lapins (6/22) en
moyenne en 20.2 jours (de 18 a 25 jours).

Signes généraux

Les lapins voient leur appétit diminuer, ne senfdos les granulés qui leur sont proposeés.
90.9% maigrissent (21/22) (appréciation visuelle)18.5 jours en moyenne (soit de 12 a 18
jours), s’affaiblissent et 81.8 % des lapins (13/3ssent par mourir en 27.7 jours (avec un

écart de 16 a 46 jours), ou alors certains semnéalient progressivement et se rétablissent
(18.2 % des lapins, soit 4 lapins euthanasiés rrddéi manipulation au e jour apres

inoculation).

Parallelement a I'amaigrissement, on observe cliex % des individus (9/22) des oreilles

pendantes ; ce symptéme est noté le®MSj6ur en moyenne (de 10 & 24 jours).
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Photo 8 : animal avec les oreilles pendantes, une chassiquéa (les yeux sont collés et fermés) et un

écoulement nasal purulent

Chez 3 individus (soit 13.6 %), on note une dierhérs le 28"jour (de 22 & 31 jours).

On observe aussi sur 50 % des lapins (11/22) ume=dé la région ano-génitale avec parfois

des lésions crolteuses et des ulceéres. Ces |legpasaissent en 23.3 jours (de 14 a 35 jours).

Photo 9 :cedéme anogénital avec présence de crodtes

Ainsi, on a bien des Iésions typiques de myxomaamsgxomateuse bien que des « nodules »
soient observés chez 18.2 % des lapins (4/22) lee®F™ jour (de 16 & 28 jours) et de
véritables myxomes chez 36.4 % des individus (9622P4.8 jours (de 22 a 28 jours). Dans
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notre étude, 18 individus présentent des signgsragésires sans myxome soit 81.8 % des
lapins.

Les virus étudiés provoquent en moyenne une migrtdé 81.8 % des individus (soit 18/22
lapins) avec un temps moyen de survie (TMS) de Buis (avec un intervalle de 16 a 46
jours) : on a donc des virus situés entre le gtHdgMS entre 16 et 28 jours mais taux de
mortalité de 90 %) et le grade IV (taux de moréatle 60 a 70 % et un TMS de 28 a 50 jours)
mais plus proche d’un grade lIl.

On est donc en présence actuellement de virus atkedil a IV de type respiratoire dans
I'ouest de la France.

Le tableau suivant synthétise les données cliniquesir chaque virus testé:
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SOUCHES LH 18D LH 3082A 38387 B BP 245A 4204 A
jour d’inoculation (jO) 29/10/07 29/10/07 29/10/07 13/06/08 13/06/08
Apparition en jours i8 (5/5) J8 (5/5) J8 (5/5) J24 (1/4)
Non délimité, plat Plats (5/5) et non délimités Plats (5/5), délimités (4/5) | Erythéme j7 (3/3) Erythéme j7 (4/4)
o Délimitation : j15 (4/5) (5/5) Erythéme a j2 (5/5) Epaississement oreilles j11 Epaississement oreille j10
'g Forme : convexe / plate, circulaire, Edeme base oreilles : j23| Délimitation a j15 (4/5) Epaississement oreilles j14 (2/3) (4/4)
= délimité ou non, réguliére ou non (4/5) Erythéme a j2 (5/5) (2/5)
@ Epaississement oreilles j1(
§ (5/5)
X | Exsudation - = absence, + = présence | - - - - -
= Epiderme intact, nécrosé, ombiliqué Croutelles j29 (1/5) Crodtes aj31 (2/5) Crodtes aj23 (2/5) et Crodtes j23 (2/3) Plaques blanches a j24 (1/4)
Ulcéré ' ! ! Plaques blanchatres a j29 | plaques blanchatres a j26 Crodtes j35 (1/4)
(1/5) (1/5)
Nez : apparition en j +aJ9 (5/5.) +aj8 (5/5) +aj18 (5/5) +ajl2 (3/3) +ajla (4/4)
écoullement absent (0), séreux (+) Cro(tes a j15 (5/5) CrodQtes a j18 (5/5) Crodtes a j15 (5/5) CroQtes a j21 (1/3) Croltes aj18 (1/4) et
' ' Eternuements j9 (4/5) Eternuements a j8 (4/5) Eternuements a j8 (3/5) Eternuements (0/3) écoulements hémorragiques
mugqueux (++), purulent (+++) 218 (2/)
< | &Il apparition en jours +aj8 (5/5) +aj8 (5/5) +aj8 (5/5) +aj7 (3/3) +aj7 (4/4)
-2 | Ecoulement absent (0), séreux (+), Blépharoconjonctivite a j9 | Blépharoconjonctivite a j9 | Blépharoconjonctivite a j11 Blépharoconjonctivite a j8 | Blépharoconjonctivite a j7
_8 mugqueux (++), purulent (+++) (5/5) (5/5) (4/5) (3/3) (4/4)
I Peau(myxome secondaire) Myxomes lIr oreille gauchg Myxomes IIr & j11 sur Myxomes lIr & j11 oreille | Myxomes lIr oreille droite @ Myxomes lIr région
Q Apparition en iours (4/5) aj11, et région oreille gauche (5/5), a j20 | gauche (3/5), a j22 région | j28 (1/3), oreille gauche a | anogénitale a j35 (1/4)
8 L(F))Ealisation lilombre Forme anogenitale (3/5) a j22 sur région anogenitale (3/9)anogenitale (1/5) et j23 sur j18 (1/3) et région
- - L - et a j25 sur arcade gauche arcade sourciliere (1/5) anogenitale a j25 (2/3)
épiderme (intact, nécrosé, ulcéré) (1/5)
j16 (5/5) J16 (5/5) J17 (5/5) J14 (3/3) J14 (414)
Général : amaigrissement
Taux de mortalité en % 100 % 80% 80% 66.6% 75%
Temps de survieen j J 29 J30 J30 J24 J25

Tableau 8 :résumé des principales observations cliniqueslifi&sentes souches virales testées in vivo
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Discussion et conclusion

Nous avons isolé 11 souches de virus myxomateacta pe prélevements réalisés dans des
élevages de lapins de l'ouest de la France. Cinccate souches ont été caractérisées
cliniqguement.

La myxomatose observée apres inoculation de cesstanches de terrain issues d’élevages
francais différents, ne se manifeste pas par dgsesitypiques de myxomatose mais

essentiellement des signes respiratoires avec uachmge important associé a de la

blépharoconjonctivite.

Les résultats d’autres études confortent ces edsulia forme amyxomateuse a été mise en
évidence dans des élevages en France (Brun arid®&i, Joubert et al, 1982) ainsi qu’en

Belgique (Marlier et Vindervogel, 1996). Elle a kEgaent été observée en 2003 en Europe
centrale chez des lapins vaccinés avec un vacaieigant une souche du virus du fiborome de
Shope (Farsang et al, 2003).

Existe t-il dés lors une évolution de la forme igjie de la myxomatose au cours des
derniéres années avec une prépondérance de la &onyeomateuse par rapport a la forme

typique nodulaire, au moins en élevage industriel ?

Deux hypothéses ont été proposées quant a |'oragreette forme atypique :

-elle serait due a lintroduction de souches oatiiennes en Europe, les lapins
européens présentant ce type de symptdmes lossgstiht infectés par les souches

californiennes (Farsang et al, 2003) ;

-elle pourrait étre due a la mutation de souchasgihe sud américaine en Europe au
cours des 50 dernieres années (Arthur et Louz&8)19
Dans ce cas, des modifications génomiques poutréienidentifiées et éventuellement étre r
déterminantes dans I'expression clinique.
La souche BP04/2001, isolée en 2003 en Europe atentdonnant une clinique de
myxomatose atypique est dépourvue d’'une protéinQfe kDa environ. Cette perte par

rapport aux souches classiques pourrait expligeerdifférences phénotypiques observées.

74



L’absence de cette protéine pourrait étre dued€létion d’'un gene ou encore a la présence
d’'un codon stop interne. Cependant, il faudrait éiesles plus approfondies pour savoir ce
qu’il en est vraiment.

L’hypothése selon laquelle il existerait un lierirerla souche vaccinale SG 33 et I'apparition
de cette forme atypique (Brun et al, 1981) semble grédible dans la mesure ou les lapins
sauvages peuvent aussi exprimer les signes castiqudes de myxomatose amyxomateuse, et
cette forme clinique est aussi apparue dans des paycommercialisant pas le SG33
(Belgique).

Cette forme est elle peut étre fortement représetépuis de nombreuses années, mais plus
difficile a mettre en évidence et de ce fait modtgdiée que la forme typique cliniquement
facile a identifier.

En effet, cette forme atypique marquée par desesigaspiratoires (blépharoconjonctivite,
mouchage, ..), digestifs ainsi que des troubletadeproduction, notamment de la fertilité
chez les males, exprime des signes non spécifiqaels myxomatose. Il faut ainsi avoir
recours a des analyses de laboratoire (sérologi€psA ou recherche de virus) pour la
mettre en évidence. Les données épidémiologiquesecoant cette forme n’en sont que peu

nombreuses.

Entre 1978 et 1980, Deutrich et Hausburg (1989) treah que la proportion d’élevages
affectés par la myxomatose (avec présence de sojjnégies typiques) est de 13,5%. Sur la
période de janvier 1986 a décembre 1990, Rosell. €1992) trouvent quant a eux 13,0 a
22.8% des élevages touchés. Cependant, ces étodesmtpsur les formes typiques de
myxomatose, la mise en évidence de l'infectionasaht sur les lésions cutanées typiques et

de ce fait plus faciles a observer.

En 1996, selon Ghram et al. (1996), 54,9% des gv@possédent des individus avec des
anticorps anti- virus myxomateux (mise en évidgmaefixation du complément) et parmi les
élevages positifs, seuls 28% ont des lapins avesidees cliniques typiques.

Par contre selon Marlier et al. (2000), 100% desvaes possedent des individus avec des
anticorps antimyxomateux (méthode ELISA). De plostte derniere étude montre que
lorsqu’il existe des signes respiratoires ou desbles digestifs au sein des élevages, la

séroprévalence de la myxomatose est plus élevéen€mes auteurs ont aussi montré que
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(Marlier et al, 2000) le virus de la myxomatosmiyait étre isolé chez 10% des lapins qui
possédaient des Iésions pulmonaires, et que 44%agdes avec des lésions pulmonaires

souffraient de myxomatose subclinique.
Lorsque l'on considére des élevages totalement adiefiement de plein air, la

séroprévalence est plus importante, ceci pouvaxpiuer par la présence de vecteurs type

moustique ou puces.
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Le plus souvent, les lapins issus des élevagessinels sont censés étre vaccinés de fagon

correcte ; alors comment la myxomatose peut- @leiler au sein de ces élevages ?

Dans une étude réalisée en Gréce (Kristas et @B)2pays indemne depuis au moins 30 ans,
et dans lequel les lapins d’élevages autochtonesmiepas vaccinés contre la myxomatose, la
présence de cette maladie a été confirmée au gemhedx élevages ayant un fournisseur
commun. Ce dernier importait des lapins vaccines.vhccination, basée sur I'emploi de
vaccins hétérologues (pour ne pas interférer dirmmunité maternelle lors du jeune age des
lapereaux) puis homologues (immunité résiduelle pdmgue) de souche Borghi confére une
protection de 6 a 9 mois aux lapins livrés. Cepatydan défaut d’immunité ou un animal
stressé ou affaibli durant la vaccination ne sardgsuite pas correctement protégé et pourra
étre infecté, éventuellement de fagon subclinique.

Nous savons également que la vaccination n’emppakda contamination par des souches
de haute virulence (Marlier et al., 2000).

Kristas et collaborateurs ont observé une fortetalith chez les lapins, ce qui permet des lors
d’écarter la premiere hypothese selon laquelle itelvidus n’étaient pas correctement
vaccinés a cause d’un stress au moment de l'injeethccinale. En effet, si tel était le cas, on
observerait une plus faible mortalité des lapimsraspondant aux quelques individus ayant
subis un stress lors de la vaccination. D’autre, p@s lapins ne sont pas morts de suite mais
vers I'age de 5,5 mois lorsque I'immunité vaccindiminue, ce qui montre encore une fois
que la vaccination ne semble pas étre défailldhteaussi été observé que les femelles ayant
mis bas, c’est a dire dont 'immunité est plus f@ailsont plus touchées et meurent quelques
temps apres ; les femelles vaccinées quant a sliaggctent plus tard, vers le moment ou
'immunité vaccinale résiduelle est faible. Aingtie vaccination semble étre relativement
efficace.

Dans une autre étude (Farsang et al, 2003), lésslafccinés avec un vaccin homologue
semblent protégés contre la forme atypique de laomptose. On observe en effet 75% de
protection contre I'infection intradermique au ravede la paupiere et 100% d’efficacité pour

des lapins infectés avec aérosols.

Ainsi, il existerait une protection contre cettenie atypique lors de I'emploi de vaccins

homologues.
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Par contre le vaccin hétérologue, utilisant le widu fibrome de Shope semble quant a lui non
efficace contre la myxomatose amyxomateuse (Farstalg 2003).

Dans une troisieme étude (D. Marlier, 2000), IgBnia vaccinés uniguement avec un vaccin
hétérologue puis infectés avec une souche viraleedain entrainant des signes atypiques,
réagissent comme les lapins témoins non vaccinést-&-dire développent des oedémes au
niveau du point d’'infection (oreilles), puis au @au des conjonctives palpébrales, suivie
d’'une inflammation et de photophobie. Enfin, un cee@igu des organes geénitaux ainsi que
la dyspnée se déclarent.

A Tlinverse, les lapins vaccinés dans un premieng® avec un vaccin hétérologue puis
homologue (utilisant la souche SG33) possedentédasns plus petites et localisées (surtout
au niveau des oreilles) et guérissent progressinerfi@pendant, il n’existe pas de différence
en ce qui concerne la rapidité d’apparition desp@mes entre le lapins vaccinés a l'aide
d’un vaccin hétérologue et ceux vaccinés avecdesius hétérologues puis homologues.
Ainsi la protection conférée par la double vacdoraihétérologue puis homologue) semble
étre efficace contrairement a celle induite pardecination hétérologue seule.

De plus, la vaccination hétérologue puis homologliminue I'excrétion virale naso-
conjonctivale a la fois dans la phase aigué etriue de la maladie contrairement a la
vaccination hétérologue qui ne diminue cette elamé&jue lors de la phase chronique. Il a été
ainsi retrouveé du virus amyxomateux 100 jours ajirgfection.

Ajoutons, que la vaccination hétérologue et homadogst la seule a diminuer I'excrétion
testiculaire c’est-a-dire qu'’il existe moins de fgors asymptomatiques (excréteurs par les
voies génitales) parmi les reproducteurs malesinésale cette facon.

Ainsi, les lapins n’ayant subi que la vaccinatia@ténologue possédent une excrétion virale
plus importante a la fois dans les phases aiguetireniques de la maladie et voient une
partie de leurs reproducteurs males excréteursu&stes. De ce fait, ces lapins (mais aussi
en partie ceux vaccinés avec un vaccin homologuéjiggde myxomatose atypique, sont des
porteurs asymptomatiques potentiels et peuvent @msaminer des élevages.

Une autre question se pose alors, a savoir commaentaladie se transmet au sein des
élevages intensifs dans lesquels il n'y a pas lifapodes susceptibles de servir de vecteurs
mécaniques entre les individus ?

Nous savons que les souches classiques de virusmay®ux peuvent se transmettre par

contact direct (muqueuse a muqueuse) entre lapins.
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Dans I'étude précédemment citée (Farsang et a3)20de expérience montre qu’un lapin
témoin sain mis en contact avec des lapins augitainfectés par des aérosols contenant du
virus de la myxomatose atypique, dans un milies ¢d@ans vecteurs arthropodes) développe
la maladie.

Aussi peut on conclure que la maladie peut se drpade lapins en lapins, sans aide de

vecteurs.

De méme, dautres travaux (Marlier et al, 1999 ;afths et al, 1994) confortent cette
observation : & partir d’échantillons de sécrétioresales et conjonctivales, du virus
myxomateux a été isolé puis a permis l'infectioragens qui ont développé une myxomatose
de forme atypique.

Il est méme possible de contaminer des lapinsregdlgs en 'absence de contact direct avec
des lapins préalablement infectés avec une soutipégae (cages voisines) (Bertagnoli,
communication personnelle).

Des travaux complémentaires sont en cours au seliéguipe IHVV de 'TUMR 1225 pour
tenter de mieux comprendre certains aspects chksiqt épidémiologiques de ces formes
amyxomateuses, en particulier le séquencage complgénome de la souche LH18D isolée

lors de cette étude.
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Annexes

Annexe 1: tableau type pour les observations cliniquegidigmnes
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ENREGISTREMENT

Tableau des critéres cliniques observes

Réf. :E-PX-ANI-A2-12b
Version : 1

Date : 23/10/07
Page 81/1

Référence protocole expérimental PX-ANI-A2-12

Rédacteur du tableau : Laura Chivallier

JO = jour d’inoculation

JOUR

Myxome

Apparition en jours

Forme : convexe / plate, circulaire, délimité ou nor
réguliére ou non

Exsudation - = absence, + = présence

Epiderme intact, nécrosé, ombiliqué, ulcéré

Généralisation

Nez :apparition en j
écoulement absent (0), séreux (+), muqueux (++),
purulent (+++)

(il apparition en jours
Ecoulement absent (0), séreux (+), muqueux (++),
purulent (+++)

Peau(myxome secondaire)
Apparition en jours

Localisation

Nombre

Forme

épiderme (intact, nécrosé, ulcéré)

Général : amaigrissement

Taux de mortalité en %

Temps de survieen j
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