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Résumé court

La rage est une zoonose présente sur tous les continents a I’exception de 1’ Antarctique. Dans les pays
d’enzootie rabique, en particulier en Afrique et en Asie, le maintien de la maladie est assuré par le
chien. Pendant 1’épizootie européenne, le renard a joué un réle fondamental dans la transmission et le
maintien de la maladie. Cette étude avait pour but d’estimer I’impact de plusieurs facteurs sur la
transmissibilité en fonction de I’espéce ; la quantité de virus contaminant, les facteurs intrinséques de
I’animal et la souche virale inoculée. Pour ce faire les résultats cliniques des expérimentations réalisés
a la station d’Atton du LRFSN a savoir le délai de mortalité et/ou la présence du virus dans les glandes
salivaires de 99 chiens et 142 renards ont été étudiés. Dans le systéme homologue, il est apparu que
plus le chien est contaminé avec une faible dose de la souche virale canine tunisienne, plus le délai de
mortalité était long et plus il y avait de risque de présence du virus dans les glandes salivaires. Pour un
renard, le risque instantané de survenue de la mort est moins élevé avec la souche la plus ancienne.
Dans le systéme hétérologue, il n’y avait pas de lien entre la dose virale canine et le délai de mortalité
des renards et il n’y avait pas de différence sur les facteurs estimés quand les chiens et les renards sont
inoculés la méme souche virale canine. Les profils prédictifs associés a des facteurs clefs (dose et
souche) de la maladie peuvent permettre de poser des hypothéses sur le maintien du cycle au sein de
chaque espéce, sur le franchissement de la barriére d’espece et I’émergence de la maladie.

Mots clés

Rage canine, rage vulpine, pathogénie, excrétion salivaire, épidémiologie.



Résumeé long

La rage est une maladie virale infectieuse qui peut affecter tous les mammiféres. Elle est toujours
mortelle aprés 1’apparition des signes cliniques. C’est une zoonose présente sur tous les continents a
I’exception de 1’Antarctique. En Europe, le renard joue un réle majeur dans la transmission de la
maladie aux autres especes et y compris I’homme. Dans les pays d’enzootie, en particulier en Afrique
et en Asie, le chien joue un réle prépondeérant dans le maintien de la maladie. Il est a la fois réservoir et
vecteur du RABV.

Le virus rabique peut accidentellement étre trouvé dans des espéces autres gque leurs hotes habituels.
Son adaptation réussie & une autre espéece candidate nécessite des conditions optimales, telles qu’une
susceptibilit¢ minimale de ’espéce au virus, une ré-excrétion minimale du virus par les glandes
salivaires (GS) et un comportement adapté et selon que ces conditions existent ou pas, un nouveau
cycle pourrait étre établi.

La durée d’incubation de la rage dépend de plusieurs facteurs a savoir, la dose virale, la voie
d’inoculation, la souche virale et le lieu d’inoculation. Le virus parvient aux glandes salivaires et s’y
multiplie. La virulence de la salive est une notion capitale qui conditionne toute | épidémiologie de la
rage. La ré excrétion du virus canin par le chien survient dans 60 a 90 % des cas en fonction des doses
de virus contaminant. Chez le renard, la fréquence et le niveau de 1’excrétion salivaire sont plus
importantes ; le virus est ré excrété dans 90-95% des cas. Les scores sont toujours inférieurs dans le
cas d’infection avec un virus hétérologue.

L’adaptation du virus rabique vulpin d’Europe a son héte, le renard, se traduit par un grand pouvoir
pathogene (tres peu de virus suffit a déclencher la rage chez un renard) et par une forte excrétion de
virus dans la salive. La combinaison de ces deux phénoménes rend I’infection pratiquement certaine,
lors de contact par morsure entre un renard sain et un congénére enragé. En revanche, ce risque est
considérablement moins €levé lors du contact de ce dernier avec un carnivore d’une autre espece.

Si la dose contaminante de virus lors d’une morsure de renard est estimée et peut faire varier
I’évolution de la maladie et le risque de transmission, la souche et la dose de virus peut modifier
I’intensité de quelques parameétres cliniques de la rage tel le délai de mortalité. Sa diminution
s’accompagne d’une baisse du risque de transmission du virus.

Ces essais cliniques ont eu pour objectif de décrire et de quantifier 1’association entre les paramétres
de la rage engendrés par la dose virale d’une souche canine tunisienne. Pour les renards, 1’étude a eu
pour objectif de décrire et de quantifier I’association entre les paramétres de la maladie induite par la
souche vulpine francgaise. Enfin, ces essais ont eu pour objectif de comparer les paramétres de la
maladie entre les deux espéces.

L’étude s’inscrit dans le volet n°3 du projet de recherche scientifique européen FP7 Predemics.
L’objectif principal de ce volet était d’étudier les relations entre le virus et son hote d’une part et de
déméler les interactions complexes entre les facteurs impliqués dans les étapes de 1’émergence, a
savoir I’exposition, I’introduction dans une nouvelle espéce et la propagation dans les populations
humaines. Notre étude est basée sur les données de I’expérimentation conduite a la station
expérimentale d’Atton du LRFSN dans le cadre de Predemics et sur d’autres données provenant
d’autres expérimentations sur le virus rabique.

Matériel et méthodes

Systéme homologue-chien

Les données cliniques individuelles ont été recueillies a partir d’un échantillon de 99, tous inoculés
avec la souche virale tunisienne « Ariana ». Pour étudier 1’effet de la dose de la souche canine sur le
délai de mortalité, un échantillon de 42 chiens a été utilisé et un autre échantillon de 30 chiens a été
utilisé pour étudier la présence du virus dans les glandes salivaires.



Systéme homologue-renard

Les données sont issues de renards inoculés avec différents isolats (GS3, GS5, GS7-1, GS7-2, GS7-3,
GS7-4) de virus rabiques préparés a partir des GS de renards naturellement enragés en France et recus
pour diagnostic a I’Anses de Nancy. L’étude s’intéresse a I’effet de la souche sur le délai de mortalité.

Les isolats GS3, GS5 et GS7 ont été préparés a partir des GS de 1 a 3 renards recus pour diagnostic de
rage respectivement en 1976, en 1982 et 1986.

Chaque stock (GS7-1, GS7-2 et GS7-3) a été préparé a partir des glandes salivaires d’un seul renard
inoculé avec GS7, GS7-1 et GS7-2 successivement. Le stock GS7-4 est le pool de GS de six renards
inoculés avec GS7-3. Au total 142 renards ont été inoculés par voie IM avec les différents stocks.

Systéme hétérologue-chien

La difficulté a infecter expérimentalement un chien avec une souche vulpine n’a pas permis d’obtenir
des passages en série, c¢’est-a-dire un chien développant la rage et avec du virus rabique dans les
glandes salivaires.

Systéme hétérologue-renard

La méme souche que celle utilisée dans le systeme homologue chien a été utilisée pour inoculer 12
renards par voie intramusculaire. Le délai de mortalité et la présence du virus dans les glandes
salivaires ont été les deux parametres recueillis par suivi clinique individuel des animaux.

Résultats

Systeme homologue-chien

Nos résultats ont montré une corrélation négative entre le délai de mortalité et la dose virale inoculée
sur les deux échantillons étudiés (échantillon de 17 chiens avec un coefficient de Spearman= -0.65, p-
value= 0.005 et échantillon de 42 chiens avec un coefficient de Pearson = -0.7, p-value= 5.25 E-07).

La force d’association entre la dose virale inoculée et la présence du virus dans les glandes salivaires
était fortement significative (OR= 0.4 [0.15-0.85]).

Systéme homologue-renard

Les analyses préliminaires sur les différents stocks de la souche GS7-1 ont montré une différence
significative entre les différents groupes des renards inoculés avec les stocks différenciés en fonction
du nombre de passages (GS7-1a GS7-4) (Kruskall-Wallis avec une p-value= 1,2 E-6).

De ce fait, seul le stock GS7-1 a été utilisé comparativement aux stocks produits a partir de virus isolé
de renards naturellement enragés (GS3et GS5).Une différence significative des 3 groupes en fonction
de la souche inoculée est montrée (Kruskall-Wallis avec une p-value= 0.003). Les rapports des risques
instantanés de survenue de la mort des renards inoculés avec les 3 différentes souches étaient
fortement significatifs (HR GS5 = 6[2.25 - 19.60], HR GS7-1 = 3[1.10 - 9.01]).

Systéme hétérologue-renard

Notre analyse n’a pas mis en évidence un lien significatif entre la dose virale canine et le délai de
mortalité des renards (Coefficient de Spearman= -0.3, p-value= 0.32).

La comparaison entre les délais de mortalité des chiens et renards inoculés avec la souche canine n’a
pas en évidence une différence significative (Test de Wilcoxon, p-value=0.2).



Discussion

Systéme homologue-chien

Pour un chien, une faible dose de virus permet de prolonger le délai de mortalité et d’augmenter la
probabilité d’excrétion salivaire du virus. Le fait de considérer cet élément comme généralisable pour
toutes les zones d’endémie de rage canine et pour d’autres especes est argumentg.

Systéme homologue-renard

Pour un renard, la souche la plus ancienne tue moins vite et donc favorise les rencontres avec d’autres
animaux sains et augmente le risque de transmission de la maladie. L’impact sur la propagation et
I’extension géographique de la maladie est envisage.

Systéme hétérologue-renard

L’absence de relation significative entre le délai de mortalité et la dose de la souche inoculée de notre
étude pourrait provenir d’'un manque de puissance statistique vu le faible nombre d’animaux exploités
(12 renards), ou alors d’une relation inexistante entre ces paramétres. La confirmation de ce lien dans
une étude ultérieure sur renard et sur d’autre réservoir de la rage tel le chien viverrin est souhaitable.
Cela permettrait d’expliquer les observations épidémiologiques faites dans les zones contaminées
simultanément par les deux types de rage canine et vulpine et leurs modes d’évolution.

L’absence de différence de délai de mortalité entre les renards et les chiens tous inoculés avec la
souche Ariana peut aussi étre dd a un manque de puissance ou une absence de relation. Le temps de
rencontre avec un individu sain serait le méme que se soit pour un chien ou un renard contaminé avec
la méme souche. Cette adaptation réussie du virus canin au renard pourrait avoir comme conséquence
I’émergence de la rage canine au sein de 1’espéce vulpine.

Conclusion

Avec le systéme homologue, le délai de mortalité et I’excrétion salivaire du virus rabique permettent
une premiére caractérisation du risque de transmission de la rage canine et vulpine. Il est plus élevé
quand il s’agit d’un chien contaminé avec une faible dose du virus et un renard contaminé par une
souche ancienne. Un délai de mortalité plus élevé permet une persistance du risque de transmission, un
maintien de cycle au sein de chaque espéce mais aussi une évolution indépendante des deux types de
rage.

Concernant le systéme hétérologue, la présence du virus dans les glandes salivaires des renards
inoculés et I’absence de différence de délai de mortalité chez les deux espéces prouvent en partie une
transmission possible et une évolution dépendante de la rage canine.
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PREMIERE PARTIE : SYNTHESE
BIBLIOGRAPHIQUE

I. Généralités sur la rage

I.1. Définition de la rage

La rage est une maladie virale infectieuse qui peut affecter tous les mammiféeres. Elle est toujours
mortelle apres 1’apparition des signes cliniques (OMS, 2017). Il s’agit d’une zoonose majeure dont
I’importance mondiale est considérable notamment dans les pays ou la maladie est enzootique. Le
virus tue environ 59 000 personnes chague année (I-C a 95% : 25-159 000), principalement parmi les
populations d’Afrique et d’Asie (Hampson et al., 2015). En France, elle est inscrite dans la liste des
dangers sanitaires de premiére catégorie.

1.2. Répartition mondiale de la rage

La rage est une maladie a déclaration obligatoire dans de nombreux pays, mais la surveillance est souvent
insuffisante. C’est une maladie négligée qui touche souvent des populations pauvres et vulnérables et il
est de plus en plus admis que les données disponibles sous-estiment I’incidence réelle de la maladie
(Taylor et al., 2015). Elle est présente sur tous les continents, a I’exception de 1’ Antarctique. Elle touche
actuellement plus de 150 pays et territoires (Figure 1) (Fooks et al., 2017).

Dans les pays en développement, la rage domestique est présente avec le chien comme réservoir, elle est
responsable de 99% des cas humains détectés dans le monde, répartis entre I’Asie (56%) et I’ Afrique
(44%) (Knobel et al., 2005). Les enfants sont plus exposeés au risque de morsures des chiens que les
adultes (Schalamon et al., 2006). En moyenne 40% des décés humains se produisent chez les enfants de
moins de 15 ans (Lunney, 2009, Hampson et al., 2015). Dans les pays industrialisés, la rage est entretenue
chez les mammiféres sauvages avec différents réservoirs et vecteurs (renard, chien viverrin, raton laveur,
moufette et mangouste).

Figure 1 : Distribution mondiale de la rage humaine transmise par le chien (Fooks et al., 2017)
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1.3. Etiologie et pathogénie de la rage

La rage est due a une infection par un virus du genre Lyssavirus et qui appartient a la famille des
Rhabdoviridae (Suu-Ire et al.,2018). La majorité des différentes especes de Lyssavirus a été détectée chez
les chauves-souris, qui sont considérées comme les représentantes de 1’hote ancestral de ce genre viral
(Banyar, 2011 ; Hayman et al.,2016).

RABYV est ’espéce virale la plus classique au sein du genre Lyssavirus (Afonso et al., 2016). Elle est
maintenue par le chien dans le monde entier, par les chauves-souris en Amérique (Haddad et Bourhy,
2015) et par certains mammiféres sauvages (renard roux et polaire, chien viverrin, raton laveur, moufette
et mangouste). Le virus rabique peut accidentellement étre trouvé dans des espéces autres que leurs hotes
habituels. Des études phylogénétiques des séquences de RABV ont démontré que certaines souches du
virus RABV peuvent étre isolées sur des especes hétes differentes (Nel, 1993 ; Kuzmin ,2008 ; Hanke et
al.,2016). Les franchissements de la barriére d’espéce (ou le virus est maintenu dans un nouvel hote) se
produisent rarement; cependant, une étude menée aux Etats-Unis a déterminé que les transmissions inter
especes impliquant le variant RABV du raton laveur ont augmenté sur une période de 20 ans, tant chez
les animaux sauvages que chez les animaux domestiques (Wallace et al., 2014). Ainsi une autre étude
phylogénétique a démontré que la rage du renard émergeait dans 1’Ouest de la Turquie était liée a la rage
circulant chez les chiens de la méme région du pays (Johnson et al., 2003).

La propagation du virus au sein de différentes espéces et son adaptation a un nouveau réservoir sont
encore assez mal compris, mais les facteurs hotes, viraux et écologiques jouent tous un réle important
(Mollentze et al.,2014). Son adaptation réussie a une autre espéce nécessite des conditions optimales,
telles qu’une susceptibilité minimale de 1’espéce au virus, une ré-excrétion fréquente du virus dans la
salive et un comportement adapté (Koprowski et al.,1985). Selon que ces conditions existent ou pas, un
nouveau cycle pourrait étre établi (Chien a renard roux en Europe, renard arctique a renard roux,...).

La durée d’incubation de la rage dépend de plusieurs facteurs a savoir, la dose virale, la voie
d’inoculation, la souche virale et le lieu d’inoculation. En général elle est comprise entre une & six
semaines mais elle peut atteindre a plusieurs mois pour les carnivores domestiques avec une valeur
moyenne de 38 jours et un écart type de 45 jours pour les chats et les chiens (Jones et al., 2005).

Figure 2: Cinétique de migration et de multiplication
du virus rabique (Fooks et al.,2014)
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I.4. Diagnostic de la rage

L’établissement d’un diagnostic clinique de la rage est délicat et d’une fiabilité limitée. En effet,
les signes cliniques de la maladie, bien que dominés par des symptdmes nerveux, restent
pléomorphes et non spécifiques chez I’animal et I’homme. Seule 1’hydrophobie peut étre
considérée comme pathognomonique de la rage humaine, mais elle n’est pas toujours retrouvée
(Dacheux et al., 2008). Ainsi la confirmation du statut enragé d’un animal ou d’un individu
repose uniquement sur la réalisation du diagnostic en laboratoire, qui doit donc étre le plus fiable
possible en terme de sensibilité et de spécificité (Mallewa et al.,2007).

Le diagnostic biologique est 1’outil indispensable de tout programme de surveillance et de
contréle de la rage humaine et animale car il permet 1’obtention de données épidémiologiques
fiables (Dodet et al.,2008). Le test d’immunofluorescence directe (IF/FAT) et le test sur culture
cellulaire (RTCIT) sont les méthodes de diagnostic de rage couramment utilisées en conformité
avec les normes de I’OIE et de I’OMS.

I1. Epidémiologie de la rage

I1.1. Historique et situation épidémiologique de la rage en France et
en Europe

Au 19°™ sigcle, la rage a été imputable aux chiens et aux loups en France et en Europe. Puis, au cours du
20°™ siécle, alors que la rage canine avait été progressivement éliminée d’Europe, la rage vulpine est
apparue vers la fin de la seconde guerre mondiale en Europe de I’Est. Elle a progressé rapidement et
touche la France pour la premiere fois en Moselle en mars 1968.

Au total, ce sont 49713 cas de rage autochtones qui ont été diagnostiqués en France au cours de
I’épizootie de la rage vulpine qui a débuté en 1968. Parmi ces quelques 50000 cas de rage reportés, 38507
renards et 1784 autres animaux sauvages ont été montrés infectés (dont 552 blaireaux et 329 chevreuils)
(WHO Rabies Bulletin, 2017). L’épizootie a été éliminée grace aux campagnes de vaccination orale des
renards initiées en 1985 (essais pilotes sur de petites zones) puis achevées en 2003, avec une année
supplémentaire de campagne en 2005 (Picard-Meyer et Cliquet, 2011).

Figure 3 : Evolution de la rage vulpine en France de 1968 a 2003, d’aprés (Picard-Meyer et

Cliquet, 2011)
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Les campagnes de vaccination orale de la faune sauvage contre la rage ont permis de contrbler et
d’¢liminer la rage avec succes dans la plus-part des pays d’Europe occidentale, centrale et du nord
(Robardet et al., 2016)

Ainsi, les Pays Bas et la Finlande en 1991, I’'Italie en 1997, la Suisse en 1998, la Belgique, le
Luxembourg et la France en 2001, la république Tchéque en 2007, I’ Allemagne et 1’ Autriche en 2008,
I’Estonie en 2013, la Slovénie et la Lituanie en 2016 ont éliminé la rage et ont pu obtenir le statut
indemne tel que défini par I’OIE (WHO Rabies Bulletin, 2017).

Apreés plus de dix années d’absence, en 2008, la rage est réapparue et s’est propagée chez les renards
sauvages dans le nord-est de I’Italie. Afin de contrdler I’infection et de minimiser le risque d’exposition
humaine, de nombreuses campagnes de vaccination orale antirabique ont été menées par distribution
manuelle d’appéat vaccinaux a partir de 2009. L’Italie a retrouvé le statut de pays indemne en 2013
(Mullati et al.,2013).

Figure 4 : Répartition des cas de rage des mammiféres domestiques en Europe en 1992 et 2016
(WHO Rabies Bulletin, 2017)

1992 : 2673 cas 2016 :2363cas

Figure 5 : Répartition des cas de rage des mammiferes sauvages non-volants Europe en
1992 et 2016

1992 : 8239 cas 2016 : 1562 cas




Les figures 4 et 5 montrent que, de nombreux pays d’Europe sont désormais indemnes de rage-terrestre.
La rage est encore présente dans les pays n’utilisant pas la vaccination orale, ou 1’utilisant mais sur des
échelles spatio-temporelles trop étroites. La rage des chiroptéres persiste et le fait que de nombreuses
espéces de chauves-souris soient protégées ne favorise pas les recherches envisageables sur ces
derniéres, afin de mieux comprendre la transmission du virus au sein des colonies et la fagon dont le cycle
peut se maintenir.

Les pays européens signalent régulierement des cas de rage importés chez les chats et les chiens. Dans la
plupart de ces cas, les animaux sont des chiots non vaccinés ou des jeunes chiens. De 2000 a 2013, un
total de 22 animaux de compagnie importés en période d’incubation de la rage ont été enregistrés (21
chiens et un chat) (Cliquet et al., 2014).

Le risque associé a I’importation d’animaux dépend de la situation géographique ainsi que des tendances
du tourisme. En France, par exemple, les chiens enragés ont souvent été importés du Maroc, un pays tres
apprécié des touristes voyageant en voiture a travers 1’Espagne. En 2013, deux cas importés sont survenus
en France et en Espagne, tous deux originaires du Maroc (Picard-Meyer et al., 2013).

De telles importations illégales entrainent généralement I’administration d’un grand nombre de
traitements humains post-exposition (Gautret et al., 2011). De plus, ces cas importés constituent une
menace de réintroduction de la rage dans les zones indemnes de la maladie. En 2008, la France a perdu
son statut indemne de rage pendant deux ans en raison de cas secondaires apres 1’importation illégale
d’un chien enragé (Servat et al.,2014).

Des cas de carnivores domestiques infectés et illégalement importés sont réguliérement rapportés malgré
la mise en place d’une réglementation stricte. La rage demeure donc une menace permanente et
importante pour les animaux en France et plus largement en Europe (Cliquet et al., 2014), puisque depuis
2001, plusieurs alertes ont été enregistrées en Europe dont treize en provenance du Maroc .

Tableau 1 : Importation d’animaux domestiques enragés en Europe (2000-2017)
(communication personnelle F. Cliquet)

Année Espéce Origine de I’Animal Pays d’importation
2001 Chien Népal Allemagne
2001 Chiot Maroc France

2002 Chiot Azerbaijan Allemagne
2002 Chien Maroc France

2003 Chiot Afrique du nord Suisse

2004 Chiot Maroc France

2004 Chien Maroc France

2004 Chien Maroc France

2004 Chien Maroc Allemagne
2007 Chiot Inde Finlande
2007 Chiot Maroc Belgique
2008 Chien (+2 cas secondaires) Maroc France

2008 Chien Gambie Belgique/France
2008 Chiot Sri Lanka Royaume uni
2008 Chiot Maroc France

2008 Chiot Croatie Allemagne
2010 Chiot Boshie Allemagne
2011 Chiot Maroc France

2012 Chiot Maroc Pays Bas
2013 Chien Maroc Espagne
2013 Chaton Maroc France

2015 Chien Algérie France




11.2. Epidémiologie analytique
11.2.1. Sources et matieres virulentes

La source du virus rabique est représentée essentiellement par les animaux enragés, dans les jours
précédents les symptomes et pendant la phase clinique.

Les matieres virulentes sont multiples. En fonction de leur importance épidémiologique, on peut
distinguer une virulence interne et une virulence « externe », responsable de 1’excrétion du virus. La
virulence interne est constituée essentiellement par le Systéme Nerveux Central et le Systeme Nerveux
Périphérique.

La virulence de la salive est une notion capitale qui conditionne toute 1’épidémiologie de la rage. Le virus
parvient aux glandes salivaires par les nerfs, s’y multiplie ainsi que dans certaines parties de la cavité
buccale (épithélium lingual) Le lait, I’urine, la sueur et les larmes ont un réle minime ou nul dans la
transmission de la rage (Dufour et Toma, 2017).

Chez le chien, peu de données bibliographiques sont disponibles sur les relations existant entre la
présence de virus rabique dans les glandes salivaires et la dose de I’inoculum. Dans 1’étude de Fekadu et
al., (Fekadu et al., 1982) les chiens inoculés avec de faible doses de la souche éthiopienne du virus
rabique avaient des périodes d’incubation plus longues, des titres de virus plus élevés dans les glandes
salivaires et des taux plus élevés d’excrétion virale dans la salive (Fekadu et al., 1982).

Chez le renard, la fréquence et le niveau de I’excrétion salivaire sont plus importantes ; le virus est
réexcrété dans 90-95% des cas chez le renard roux (Matouch et al., 1984). Les scores sont toujours
inférieurs dans le cas d’infection avec un virus hétérologue. La corrélation est toutefois inverse entre la
dose de virus inoculée et le titre de virus trouvé dans les glandes salivaires (Blancou et al., 1979)

Chez I’animal enragé, la concentration du virus rabique dans la salive augmente au cours du temps ;
I’excrétion du virus rabique dans la salive peut commencer avant les premiers symptdomes de la maladie.
La probabilité de trouver le virus rabique dans la salive d’un animal en fin d’incubation, ainsi que le titre
de virus dans la salive augmentent au fur et a mesure que I’on se rapproche du moment de I’apparition des
symptémes (Dufour et Toma, 2017).

Cette virulence pré-symptomatique de la salive entraine comme conséquence la nécessité de mise sous
surveillance de tout animal réceptif a la rage, mordant une personne (imposée par la réglementation
sanitaire francaise)

Contexte réglementaire :

Conformément & la nouvelle disposition introduite par la loi n°2008-582 du 20 juin 2008 renforcant les
mesures de prévention et de protection des personnes contre les chiens dangereux, des obligations
nouvelles existent en cas de morsure d’une personne par un chien.

Toute morsure d’une personne par un chien doit faire 1’objet des obligations suivantes (Art . 211-
14-2 du code rural) :

Mise sous-surveillance sanitaire de 1’animal mordeur pour une période de quinze jours
comprenant trois visites sanitaires chez un vétérinaire.

Déclaration a la mairie de la commune de résidence du propriétaire ou du détenteur de 1’animal
mordeur.

Evaluation comportementale du chien, réalisé par un vétérinaire inscrit sur une liste
départementale, dans le délai des quinze jours de mise sous-surveillance, afin de définir le niveau de
risque de dangerosité que représente 1’animal.



Figure 6 : Probabilité d’excrétion pré-symptomatique du virus rabique (Haddad et Bourhy, 2015)
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Chez les animaux domestiques, 1’excrétion pré-symptomatique du virus rabique a été estimée comme
pouvant débuter 8 jours avant les premiers symptomes chez jusqu’a 5% d’entre eux au maximum, et
jusqu’a 13 jours avant dans des cas exceptionnels. Chez les animaux sauvages, cette période d’excrétion
pré-symptomatique peut exceptionnellement débuter jusqu’a 28 jours avant ’apparition des premiers
signes cliniques.

11.2.2. Modalité de la contagion

La rage est une maladie zoonotique aigue et mortelle, elle reste 1’une des menaces les plus redoutées et les
plus importantes pour la santé publique dans le monde (Wu et al., 2013). Elle est le plus souvent
transmise par la morsure ou la griffure d’un animal enragé (Fooks et al., 2014).

La transmission par objet souillé en cas de blessure, ou par inhalation ou ingestion de matiere virulente
est possible mais rare (Dufour et Toma, 2017).

11.3. Epidémiologie synthétique
11.3.1. La rage canine

Dans les pays endémiques, notamment en Asie et en Afrique (Fooks et al., 2014), les chiens domestiques
constituent le principal vecteur et réservoir de la rage et sont responsables de la quasi-totalité des décés
chez les humains (Banyard et al., 2013).

Les chiens infectés par le virus rabique peuvent le transmettre a d’autres animaux domestiques et a
I’homme, notamment par morsure depuis la fin de la phase préclinique jusqu’a la mort de 1’animal
enragé. Cette transmission est favorisée par le changement de comportement engendré par 1’infection
rabique, le plus souvent marqué par 1’agressivité (Figure 7) (Haddad et Bourhy, 2015).



Toutefois, le taux de reproduction de base du virus rabique dans ’espéce canine est assez faible, ce qui
explique 1’allure enzootique et non épizootique de la maladie (Hampson et al., 2009).

11.3.2. La rage vulpine

Le renard roux est considéré comme 1’un des animaux les plus sensibles a I’infection par le virus rabique
vulpin (Black et Lawson, 1970). Compte tenu de la forte densité de sa population en Europe et de sa trés
haute sensibilité & son virus rabique, le renard joue un réle fondamental dans la transmission du virus
rabique en Europe (Dufour et Toma, 2017).

Contrairement aux chiens, les renards sauvages enragés sont rarement a I’origine d’une transmission du
virus rabique a ’homme. La contamination d’autres espéces est accessoire et sa suppression ne modifie
pas I’évolution de la rage vulpine. Cependant, prés de 95% des contaminations humaines sont assurées
par le relais des animaux domestiques (Figure7)(Haddad et Bourhy, 2015).

Figure 7 : Cycle épidémiologique classique de la rage, d’aprés (Haddad et Bourhy, 2015)
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Les études citées précédemment montrent que I’adaptation du virus rabique vulpin d’Europe a son hote,
le renard, se traduit par un grand pouvoir pathogéne (trés peu de virus suffit a déclencher la rage chez un
renard) et par une forte excrétion de virus dans la salive. La combinaison de ces deux phénomenes rend
I’infection pratiquement certaine, lors de contact par morsure entre un renard sain et un congénére enragé.
En revanche, ce risque est considérablement moins élevé lors du contact de ce dernier avec un carnivore
d’une autre espéce (Artois et al., 1991 ).

Si la dose contaminante de virus lors d’une morsure de renard est estimée et peut faire varier 1’évolution
de la maladie et le risque de transmission, Aubert et al., 1991, a montré que la souche de virus peut
modifier I’intensité de quelques paramétres cliniques de la rage tel le délai de mortalité. Sa diminution
s’accompagne d’une baisse du risque de transmission du virus.



DEUXIEME PARTIE : CONTRIBUTION
PERSONNELLE

I. Introduction / contexte / problématique

La rage est une maladie infectieuse causée par un virus du genre Lyssavirus. Il s’agit d’une zoonose
majeure (OMS, 2017), et qui est toujours mortelle aprés 1’apparition des signes cliniques. Il existe
actuellement 14 espéces de Lyssavirus connus qui se différencient globalement par leur répartition
géographique et par les principaux hotes qui les hébergent.

La rage dite « classique » des carnivores est liée a ’espéce virale RABV, et le plus fréguemment
identifié dans les cas de rage chez I’homme.

Dans le contexte épidémiologique actuel, méme si le virus est neurotrope, les signes cliniques de la
maladie ne sont pas specifiques « tout est rage, et rien n’est rage ». De plus, la durée d’incubation et la
durée de la phase clinique ne sont pas constantes. Un diagnostic précis ne peut étre fait qu’en
laboratoire. Les techniques de laboratoire sont de préférence effectuées sur le tissu du SNC (Corne
d’ Ammon, bulbe rachidien, thalamus).

Les principales sources de virus rabigue sont les animaux malades et les animaux excréteurs pré-
symptomatiques. Les matieres virulentes sont donc principalement le SNC ainsi que les glandes
salivaires et des organes fortement innervés. Cependant elles n’ont pas du tout la méme efficacité
épidémiologique en termes de transmission. Celle-ci dépend de leur pouvoir de diffusion dans le
milieu extérieur ; le SNC, la surrénale méme trés virulentes ne permettent pas la diffusion du virus
dans le milieu extérieur. A I’inverse la salive joue un rdle majeur dans la transmission de la maladie,
du fait de son émission possible vers 1’extérieur (Dufour et Toma, 2017).

Bien que la rage soit une maladie connue depuis longtemps, elle n’en reste pas moins d’actualité,
causant toujours des pertes économiques dans les cheptels et un nombre trés élevé de décés chez
I’Homme dans de nombreuses régions du monde en particulier dans I’hémisphére sud, en Afrique et
en Asie. Dans les pays de I’hémisphére nord ou elle persiste, elle n’est souvent plus présente que chez
les animaux sauvages (Renard roux, en particulier en Europe), avec apparition de cas humains soit par
contact direct avec des animaux sauvages infectés soit par le relai d’animaux domestiques. Au
contraire, dans les nombreux pays d’Afrique et d’Asie, ou elle sévit de maniére enzootique, le chien
est a la fois réservoir et vecteur du RABV. Dans ces pays de rage canine enzootique, le risque de
contamination par un chien vecteur d’une souche canine est ¢élevé. En effet, outre sa proximité avec
I’Homme, le chien enragé excréte du virus dans 60 a 90 % des cas ; cette excrétion variant beaucoup,
essentiellement en fonction de la dose de virus contaminant (Baer et al., 1975).

En Europe, la rage canine authentique n’existe plus qu’en Turquie. Dans les autres pays, il s’agit
d’une rage vulpine transmise au chien par accident. Le chien est alors victime et non plus vecteur.
L’épizootie de la rage vulpine européenne a progressé de 1948 a 1978 a partir de la Pologne a la
vitesse moyenne de 30km/an. Par la suite, I’épizootie s’est ralentie d’une maniére significative
(Blancou et al., 1988) avant que cela ne soit imputable & la vaccination des renards. Les facteurs ayant
provoqués ce ralentissement ne sont pas clairement identifiés méme si I’effet de la souche est suspecté
(Aubert et al., 1991).

Si DP’excrétion salivaire conditionne en grande partie 1’épidémiologie de la rage, 1’existence et
I’influence d’autres facteurs comme la dose et la souche virale est suspectée. Ces facteurs agiraient sur
la persistance du cycle rabique au sein de chaque population canine et vulpine via les caractéristiques
de la clinique chez I’animal. En effet, la durée de survie d’un chien ou d’un renard enragé excrétant du
virus rabique dans la salive va impacter la probabilité de persistance de la maladie au sein de la
population. L’objectif du présent travail était d’explorer I’influence de ces facteurs pour essayer de
mieux comprendre les caractéristiques de 1’épizootie de rage vulpine en France comparativement a la
rage canine en Tunisie.



Gréce a la base de données issue de différentes expérimentations animales réalisées a la station
expérimentale d’Atton du Laboratoire de la rage et de la faune sauvage de I’Anses a Nancy, I’'impact
de plusieurs facteurs a été estimé en fonction de 1’espéce : la quantité de virus contaminant, les
facteurs intrinséques de I’animal et la souche inoculée. Chaque facteur a fait 1’objet d’analyses
statistiques pour savoir s’il permettait de prédire le délai de mortalité et /ou la présence de virus dans
les glandes salivaires des animaux de 1’étude.
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I1. Matériels et méthodes

L’étude s’inscrit dans le volet n°3 du projet de recherche scientifique européen FP7 Predemics.
L’objectif principal de ce volet était d’étudier les relations entre le virus et son hdte d’une part et de
déméler les interactions complexes entre les facteurs impliqués dans les étapes de 1’émergence, a
savoir I’exposition, I’introduction dans une nouvelle espéce et la propagation dans les populations
humaines. Notre étude est basée sur les données de I’expérimentation conduite a la station
expérimentale d’Atton du LRFSN sur le virus rabique dans le cadre de Predemics et sur d’autres
données provenant d’autres expérimentations sur le virus rabique.

11.1. Types d’études

Des inoculations homologues et hétérologues ont été réalisées sur des chiens et des renards avec des
isolats de virus rabiques obtenus sur le terrain a partir des chiens et des renards naturellement enragés.
Au total 99 chiens et 142 renards ont été utilisés dans ce travail.

11.1.1. Systeme homologue sur chien

Des inoculations de chiens ont été réalisées avec un isolat de virus rabigque isolé sur le terrain sur un
chien naturellement enragé en Tunisie (souche tunisienne Ariana) en utilisant des doses permettant une
excrétion salivaire. Le projet Predemics a donné lieu a des passages en série homologue ; le virus isolé
des glandes salivaires (GS) d’un chien inoculé sert a faire un stock d’épreuve utilisé pour inoculer
I’animal du passage suivant. Au total 17 chiens ont été expérimentalement inoculés dans le cadre du
projet Predemics.

L’échantillon a été enrichi avec d’autres données de 82 chiens, tous inoculés avec cette méme souche
virale tunisienne dans le cadre d’autres protocoles expérimentaux. Au total 1’étude suit donc un
échantillon de 99 chiens inoculés par voie intramusculaire.

11.1.2. Systeme homologue sur renard

Dans le cadre de Predemics, 14 renards ont été inoculés avec un virus isolé d’un renard naturellement
enragé en France en 1991. Des données issues de renards inoculés avec différents isolats (GS3, GS5,
GS7-1, GS7-2, GS7-3, GS7-4) de virus rabiques préparés a partir des GS de renards naturellement
enragés en France et regus pour diagnostic a 1’Anses de Nancy sont aussi utilisées dans cette étude
pour enrichir 1I’échantillon.

Les isolats GS3, GS5 et GS7 ont été préparés a partir des GS de 1 a 3 renards regus pour diagnostic
de rage respectivement en 1976, en 1982 et en 1986.

Le stock GS7-1 a été préparé a partir des GS d’un seul renard inoculé avec le stock GS7 préparé a
partir du broyat de 1 a 3 GS de renards regus pour diagnostic en 1986. Dix renards ont été inoculés
avec ce stock. Le broyat des glandes salivaires d’un renard inoculé avec GS7-1a été utilisé pour faire
le stock GS7-2. De méme le stock GS7-3 a été réalisé a partir des GS d’un renard inoculé avec le stock
GS7-2. Enfin, le stock GS7-4 est le pool de GS de six renards inoculés avec GS7-3. Au total 142
renards ont été inoculés par voie (IM) avec les différents stocks.

11.1.3. Systeme hétéerologue sur chien

Les données sur les passages hétérologues viennent uniquement des expérimentations conduites dans
le cadre de Predemics.

La difficulté a infecter expérimentalement un chien avec une souche vulpine n’a pas permis d’obtenir
des passages en série, c’est-a-dire un chien développant la rage et avec du virus dans les glandes
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salivaires. Cette difficulté de passer sur chien une souche de renard mise en évidence in vivo a aussi
été observée in vitro sur des cellules primaires de muscle de chien.

11.1.4. Systéme hétérologue sur renard

Des passages en série hétérologues ont été réalisés avec un isolat de virus rabique d’un chien de
Tunisie (Ie méme virus utilisé dans le systeme homologue chez le chien) sur le renard a des doses
permettant une excrétion salivaire. Lors de chaque passage, le virus isolé des glandes salivaires d’un
renard sert a faire un stock d’épreuve utilisé pour inoculer un renard du passage suivant. Au total 12
renards ont été inoculés par voie IM.

11.2. Base de données

11.2.1. Recueil de données

Dans un premier temps, le recueil des données a été réalisé par observation directe des sujets inoculés.
Chaque animal a été suivi quotidiennement depuis I’inoculation virale jusqu’a la mort. La durée
maximale de suivi a été fixée a 90 jours aprés I’inoculation. Ainsi, tous les animaux des études sont
morts de rage ou ont été euthanasiés apres avoir atteint le point limite défini dans le projet soumis au
comité d’éthique et au MESR, pour leur éviter une trop grande souffrance avant la date maximale de
suivi. L’étiologie rabique de la mort a été systématiquement confirmée au moyen de tests de
laboratoire. Les tests de référence (RTCIT et FAT) recommandés par le comité d’experts de I’OMS et
par ’OIE, ont été utilisés ainsi que des PCR.

11.2.2. Constitution de la base de données

Les données et renseignements sur les chiens et renards expérimentalement inoculés ont été entrés
dans une base de données.

Pour chaque animal, les variables de cette base de données comprenaient la souche, la dose virale
inoculée a chagque animal exprimée en logarithme décimal (logio) de la dose inoculée exprimée en
DLso par voie intracérébrale pour la souris, les caractéristiques intrinséques (age et sexe), les
caractéristiques cliniques de la maladie (durée d’incubation, durée de la phase clinique et délai de
mortalité). De plus, elles indiquaient les résultats de RTCIT et de FAT pour tous les chiens et les
renards des études. Enfin, la base de données contenait les résultats de FAT des glandes salivaires de
30 chiens du systéme homologue et de tous les animaux du systeme hétérologue.

Les données du passage hétérologue sur chien ont ét¢ exclues de 1’étude vue la difficulté d’obtenir un
passage avec ré-excrétion salivaire aprés inoculation intramusculaire.

D’autre part, certaines informations de la base de données n’ont pas pu étre exploitées car elles
n’étaient pas disponibles pour tous les sujets des échantillons (diagnostic en biologie moléculaire,
titrage sur souris des stocks produits ...).

Dans un premier temps, nous avons traité la base de données de maniére a, veérifier et supprimer les
données manquantes ou aberrantes. Ensuite, nous 1’avons utilisée comme support pour élaborer une
table de travail contenant toutes les données pertinentes permettant de répondre aux problémes posés.
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11.3. Logiciel

Le traitement de la base de données sous format Excel a été fait a 1’aide de Microsoft Access
2010 ©. Une fois la base de travail obtenue, les calculs statistiques et les graphiques ont été
réalisés sous R Studio.

11.4. Test et outils statistiques

La vérification de la normalité constitue 1’étape préliminaire a toute analyse statistique. La
représentation graphique et le nombre de sujets par échantillon ont été systématiquement analysés. En
cas de doute un test de normalité a été appliqué. Les variables quantitatives ont été décrites par leurs
parametres de position et de dispersion et ont été représenté graphiquement par des boites a moustache
et des nuages des points.

Pour les distributions normales, le test de corrélation utilisé est un test de corrélation de Pearson avec
un risque 0=5%. Les intervalles de confiances de I’OR calculé par régression logistique et de I’'HR
calculé par modéle de Cox sont des intervalles de confiance a 95%.

Pour les distributions non normales, le test de corrélation utilisé est un test de corrélation de
Spearman avec un risque a=5%. Dans le cas des comparaisons, les tests utilisés sont les tests de rang
de Kruskall Wallis qui permet d’identifier un échantillon différent des autres et de Mann
Whithney/Wilcoxon qui compare les distributions de deux groupes avec un risque 0=5%.

De plus, la régression logistique et la régression linéaire ont été utilisées pour expliquer nos variables
dépendantes Yi a I’aide de K variables explicatives Xij €[ 1; K]).

Le modeéle de régression linéaire a donc été écrit de la maniére suivante :

k
Y=a+ZBinj+e
=

Le modéle de régression logistique, la fonction de lien étant une fonction logit, a été écrit de la
maniere suivante :

. k
L
logit(pi)=ln( P _)=a+ZBiXii+e
1-—pi _1
]=

a : I’intercept du modele

Xij: les k variables explicatives (Log de la dose virale inoculée, age et sexe)
Bj: Le coefficient associé a la variable Xij

e: Les résidus

La sélection de modéles a été réalisée en utilisant le critére d’information d’Akaike (AIC) (R package
« MASS »), dont la formule est la suivante :

AIC=-2Log L+2p
Avec L : la vraisemblance maximisée du modeéle

P : le nombre de parameétres a estimer du modele
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Le modele retenu a été celui avec le meilleur AIC (le plus petit AIC)

La normalité des résidus pour le modéle linéaire a été vérifiée avec le test de Shapiro-Wilk et la
pertinence du modeéle de la régression logistique a été vérifiée avec le test des résidus de Pearson avec
un risque o de 5%.

Dans le cadre de la régression logistique simple, I’OR correspondant & la variable explicative est
calculé via la fonction exponentielle. Ainsi, pour une variable explicative quantitative j,

ORj =¢eb

Enfin, la courbe de survie présentée dans ce document a été réalisée selon la méthode de Kaplan-
Meier (KM). L’analyse de survie est une méthode qui permet d’obtenir des modéles a la fois
explicatifs et prédictifs. Elle a pour objectif de fournir les outils statistiques pour apprécier la rapidité
avec laquelle un événement survient, de tester I’association statistique entre 1’exposition d’intérét et la
rapidsurvenue de I’événement et enfin de quantifier cette association statistique.

La comparaison entre les groupes de survie a été faite a 1’aide du test de Logrank avec un risque
a=5%. C’est un test non-paramétrique qui permet de prendre en compte toute 1’information sur
I’ensemble de suivi sans la nécessité de faire des hypothéses sur la distribution des temps de survie. Le
test repose sur une approche conditionnelle : les temps ou des mortalités surviennent sont supposés
fixés. Le but est de comparer le nombre de mortalité observé dans chaque groupe a son espérance ou
nombre attendu. La statistique du test suit approximativement une distribution du Chi2 a (k-1) ddl
avec k le nombre de groupe a comparer.

Le délai de survenue de la mort des renards expérimentalement inoculés avec les différentes souches a
été modélisé avec le modele de Cox univarié. C’est un modéle semi-paramétrique basé sur
I’hypothése des risques proportionnels. L’association entre la variable considérée et la survenue de la
mort constitue 1’intérét central du modele. Dans ce cadre, le rapport des risques instantanés pour une
variable explicative qualitative a été calculé :

HRj =¢Pi

L’hypothése des risques proportionnels a été vérifiée a partir d’un test numérique basé sur la
corrélation des résidus de Schoenfeld et la fonction du temps basée sur I’estimateur de Kaplan-Meier
avec un risque a de 5%.
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I11. Résultats

I11.1. Systeme homologue sur chien

Dans I’échantillon de départ, 17 chiens ont été inoculés avec des doses différentes de la souche
« Ariana ». Tous les animaux sont morts de rage avec des délais de mortalité différents. Pour mieux
comprendre cette différence, nous avons cherché a savoir si le délai de mortalité est lié a la dose virale
inoculée qui constitue I’exposition d’intérét et dont le log décimal varie entre 0.1 et 4.2 dans notre
échantillon. Dans un premier temps, il est nécessaire d’explorer graphiquement la distribution des
délais de mortalité dans 1’échantillon (Figure 8 et 9).

Figure 8: Boite & moustache de distribution des delais de mortalité des chiens de
I’échantillon (n= 17 chiens)
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Figure 9 : Nuage des points de la distribution des délais de mortalité des chiens en
fonction de la dose virale inoculée dans I’échantillon (n= 17 chiens)
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Graphiquement, la distribution du délai de mortalité n’est pas normale mais on peut observer qu’il
tend a diminuer lorsque la dose virale inoculée augmente (Figure ci-dessus 9). Statistiquement, une
corrélation négative est mise en évidence par un test non-paramétrique entre le délai de mortalité et la
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dose virale inoculée (Coefficient de rang de Spearman= -0.65. p-value=0.005). Plus la dose de virus
inoculée était importante, plus les chiens meurent rapidement.

Pour visualiser d’autres effets éventuellement masqués par un manque de puissance statistique du a
un effectif faible et pour assurer une meilleure distribution des données, 1’échantillon de départ a été
enrichi avec des données d’autres protocoles expérimentaux obtenus sur des chiens inoculés avec le
méme stock de la méme souche. Un échantillon de 99 chiens a été alors obtenu. Sa distribution est
présentée dans les figures (10, 11 et 12).

a). Doses virales inoculées

Figure 10 : Distribution des doses virales en fonction de I’age et du sexe des chiens de
I’échantillon (n=99 chiens)
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Graphiquement, chez les deux sexes, les chiens les plus agés sont inoculés avec des doses virales plus
élevés que les jeunes, ce qui pourrait constituer un biais de sélection. De plus la variabilité de ’age des
chiens de I’échantillon est limitée entre 4 et 20 mois et donc ils sont tous considérés comme des jeunes
adultes. De ce fait, il parait préférable de ne pas tenir compte de ’dge dans I’analyse des données.

b). Les délais de mortalité

Figure 11 : Boite a moustache de la distribution des délais de mortalité des chiens de
I’échantillon (n=99 chiens)

35
o

25
1

Délai mortalité (jours)

15

Echantillon (n=99 chiens)

16



Figure 12 : Nuage des points de la distribution des délais de mortalité des chiens en
fonction de la dose virale inoculée dans I’échantillon (n=99 chiens)
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Graphiquement, on peut observer que plus de 50% des chiens ont été inoculés avec une dose virale
comprise entre 100 et 1000 DLso ICS, soit dans cet intervalle de logl0 : [2-3[. Leur répartition en
fonction de la dose est présentée dans le tableau (2).

Tableau 2 : Répartition des chiens en fonction de la dose virale inoculée dans
I’échantillon (n= 99 chiens).

Dose virale (logio) [0-2[ [2-3[ [3-5]

Nombre de chiens/strate 12 71 16

L’ importance numérique des individus inoculés entre une dose de 2 et 3 logsio n’est pas le fait du
hasard mais résulte du choix de I’expérimentateur (cette dose est celle qui est ciblée pour réaliser les
tests d’efficacité vaccinale de la pharmacopée européenne), il existe donc un biais pour 1’analyse des
données. Pour réduire ce biais potentiel, un effectif de 57 chiens a été tiré au sort sans remise parmi les
chiens de la strate [2-3[afin d’équilibrer les effectifs des classes de doses dans 1’échantillon. Au total
un échantillon de 42 chiens a été obtenu et avec une répartition homogéne des effectifs en fonction des
strates décrites précédemment.

Avec cet échantillon, il sera possible d’étudier I’effet de la dose et du sexe sur le délai de mortalité par
un modéle de régressions linéaires multiples. Pour mieux appréhender cette liaison, la distribution de
I’échantillon sélectionné est présentée dans la figure 13 et la figure 14.

Avec le modéle qui sera sélectionné, il sera possible de quantifier le degré de liaison linéaire entre le
délai de mortalité et les variables explicatives.
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Figure 13 : Boite a moustache de la distribution des délais de mortalité des chiens de
I’échantillon (n=42 chiens)
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Figure 14 : Nuage des points de la distribution des délais de mortalité des chiens en
fonction de la dose virale inoculée dans I’échantillon (n=42 chiens)
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Pour toutes les doses virales confondues, les délais de mortalité sont compris entre 13 et 40 jours
obtenus respectivement aux doses (10*? et 10%! DLso ICS). En moyenne les chiens de 1’échantillon
inoculés avec les différentes doses sont morts 21 jours aprés leur inoculation.

Graphiquement, la distribution des délais de mortalité apparait normale (Figure 13) et on peut observer
qu’il semble y avoir une corrélation entre ces délais et la dose virale inoculée (Figure 14). La
présence de cette corrélation est confirmée statistiquement par un test paramétrique (Coefficient de
Pearson=-0.69, p-value=5.25 E -07).

On constate que 1’association brute entre le logarithme de la dose virale inoculée et le délai de
mortalité est significative au risque a=5%.

La régression linéaire se fait avec la fonction (Im) du modéle linéaire. Selon la méthode des AICs, le
modele retenu est le modele linéaire le plus simple avec le plus faible AIC pour maximiser la fonction
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de vraisemblance qui explique le délai de mortalité par des variables explicatives dont la dose virale.
Avec les données de notre échantillon, le modéle retenu est univarié entre le délai de mortalité et la
dose inoculée sous la forme: y= -4x+31. Les résidus du modéle ont dune distribution normale (Test de
Shapiro-Wilk, p-value= 0.77, I’hypothése nulle étant la normalité de la distribution).

Il est alors possible de faire tracer par le logiciel la droite de régression. Notre but est de vérifier si la
variable explicative (logio de la dose virale) permet de prédire efficacement une variable dépendante
(le délai de mortalité) (Figure 15). La valeur absolue du coefficient de corrélation est proche de 1,
notre modéle est donc robuste.

Figure 15 : Régression entre le délai de mortalité des chiens et les doses virales inoculées
dans I’échantillon (n= 42 chiens)
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c). Diagnostic de laboratoire FAT sur les glandes salivaires

Pour mieux comprendre la persistance de la rage sur le terrain compte tenu du role de la salive dans la
transmission du virus rabigue, un sous échantillon de 30 chiens a été constitué a partir des 99 chiens de
I’échantillon principal pour lesquels un diagnostic sur les glandes salivaires a été effectué. Dans ce
cadre nous avons cherché a savoir si la présence du virus rabique dans les glandes salivaires est liée a
la dose virale inoculée. Les résultats du diagnostic de laboratoire sont présentés dans le tableau
ci-dessous (tableau 3).

Tableau 3 : Résultats du test de diagnostic de rage (FAT) sur les glandes salivaires des
chiens de I’échantillon (n=30 chiens).

FAT sur les GS POS (+) NEG (-)
Nombre (%) 17 (53%) 13 (47%)

Pour quantifier 1’association entre la dose virale inoculée et la présence de virus dans les glandes
salivaires, nous avons testé les modeles possibles de régression logistique, en considérant la dose
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virale inoculée et le sexe. Le modele retenu par la méthode des AICs est le modéle univarié entre le
diagnostic des glandes salivaires et la dose virale inoculée.

Avec le modéle retenu, ’analyse a conduire est une analyse univariée par régression logistique qui se
fait avec la fonction glm. C’est un modele qui permet de prédire I’effet d’une ou de plusieurs variables
sur une variable réponse binaire, dans notre cas absence / présence du virus rabique dans les glandes
salivaires. La pertinence du modele a été vérifiée avec les résidus du test de Pearson (p-value=0.45).

Le résultat fournis est un OR brut des variables d’entrée du modéle. Un résultat est considéré comme
significatif si ’IC de I’OR n’inclut pas 1.

Le résultat de I’association brute entre la présence du virus dans les glandes salivaires et dose
virale inoculée est :

OR brut [dose virale] = 0.4 [0.14-0.85]

La régression logistique a mis en évidence un résultat significatif entre la présence du virus dans les
glandes salivaires et la dose virale.

Dans 1’échantillon, étre inoculé avec une faible dose de virus rabique semble favoriser la présence du
virus dans les glandes salivaires.

I11.2. Systeme homologue sur renard

Au total 142 renards ont été utilisés dans 1’étude. lls ont été inoculés avec des souches de virus
différentes (GS3, GS5 et GS7). La dose d’inoculation (2.5 logio) est la méme pour tous les renards. Ils
sont morts de rage avec des glandes salivaires positives en FAT. Le délai de mortalité varie d’un
renard a un autre.

Nous avons donc cherché a savoir si les souches (GS3, GS5 et GS7) isolées respectivement sur le
terrain en France en 1976, 1982 et 1986 influencaient le délai de mortalité des renards
expérimentalement inoculés. Comme le mode de préparation des différents stocks de la souche GS7
n’est pas le méme que pour les autres souches (GS3 et GS5) et que ces différents stocks de la souche
GS7 sont des propagations successives de GS7 sur un renard, nous avons effectué une analyses
préliminaire sur les stocks GS7 avant de pouvoir faire ’analyse statistique qui répond a la question
initiale.

111.2.1. Délais de mortalité en fonction du passage de la souche GS

Dans un premier temps nous avons cherché a savoir si le rang du passage (GS7-1, GS7-2, GS7-3,
GS7-4) est un facteur de variation du délai de survenue de la mort des renards. Il est donc intéressant
de représenter graphiquement la distribution des délais de mortalité des renards en fonction du nombre
de passages de la souche GS7 (Figurel6).
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Figure 16 : Diagramme en boite a moustache de la distribution des délais de mortalité
des renards en fonction du nombre de passages de la souche GS7.
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Tableau 4 : Mesures de dispersion de la variable délai de mortalité des renards inoculés
avec les différents stocks de la souche GS7.

Stock Nombre  de Délai de mortalité (jours)

inoculé renards/groupe | Moyenne | 1¢ quantile | Médiane | 2¢™ quantile
GS7-1 10 29 25.0 29.5 32.0

GS7-2 18 17 13.25 16 21

GS7-3 16 17.7 15 16 20.25
GS7-4 78 15.6 14 155 16

Sur I’échantillon constitué des renards inoculés avec les différents stocks de la souche GS7, les délais
de mortalité sont compris entre 11 et 37 jours obtenus respectivement avec le stock GS7-4 et GS7-1.
En moyennes, les renards inoculés avec les différents stocks sont morts entre 15.6 et 29 jours apres
leur inoculation (voir tableau 4).

Graphiquement, on peut observer que la distribution des délais de mortalité n’est pas normale et que le
délai de mortalité a une tendance a diminuer quand le nombre de passages augmente (figure 16). On
peut confirmer cette tendance statistiquement car il existe au moins une différence significative entre
les délais de mortalité en fonction du nombre de passage (Kruskall Wallis, p-value=1.2E-06).

Ces données ont montré qu’il y a une différence significative entre les groupes inoculés avec les
différents stocks (GS7-1, GS7-2, GS7-3 et GS7-4). Comme le stock GS7-1 a été obtenu a partir de GS
de renard sauvage propagé une seule fois expérimentalement, il a été considéré comme étant le plus
proche des souches de terrain GS3 et GS5.
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111.2.2. Délais de mortalité en fonction de la souche inoculée

La question initiale était de savoir si le délai de mortalité pouvait étre lié a la souche utilisée en
considérant les trois isolats (GS3, GS5 et GS7-1). Pour mieux répondre a cette question, la distribution
des délais de mortalité en fonction de la souche inoculée est présentée dans la (Figure 17)

Figure 17 : Diagramme en boite a moustache de la distribution des délais de mortalité
des renards en fonction de la souche inoculée
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Tableau 5: Mesures de dispersion de la variable délai de mortalité des renards inoculés
avec les différentes souches (GS3, GS5 et GS7-1).

Souche Nombre  de Délai de mortalité (en jours)

sujets / groupe | Moyenne | 1¢ quantile Médiane | 2°™ quantile
GS3 10 36.2 30.25 34.5 41.25
GS5 12 24.2 20 21 28.75
GS7-1 10 29 25 29.5 32

Pour toutes les souches confondues, les délais de mortalité sont compris entre 19 et 54 jours obtenus
respectivement avec les souches (GS5 et GS3). En moyennes, les chiens inoculés avec les différentes
souches sont morts entre 24 et 36 jours aprés leurs inoculations (voir tableau 5).

Graphiquement, on peut observer que la distribution des délais de mortalité n’est pas normale.
Statistiqguement, il existe au moins une différence significative entre les délais de mortalité en fonction
de la souche (Test Kruskall-Wallis, p-value=0.003).
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L’association brute entre la souche inoculée et le risque de survenue de la mort au cours du temps a été
guantifiée. Dans ce cadre, la courbe de Kaplan Meier correspondante est présentée dans la figure
(Figure 18).

Figure 18 : Courbe de Kaplan Meier du délai de survie des renards inoculés avec les
différentes souches (GS3, GS5 et GS7-1)

08

04

Probabilité de survie

00

T r | | T
0 10 20 30 40 50
Délai de survie en jours

Les temps de survie médians sont atteints dans les 3 groupes (voir tableau 5). Cela signifie que, la
moitié des renards inoculés avec les souches GS3, GS5 et GS7-1, sont morts respectivement 34.5, 21
et 29.5 jours apres I’inoculation.

On constate que la mortalité survient plus tardivement avec la souche GS3, les renards inoculés avec
GS3 ont donc un taux d’incidence de mortalité moins élevé que ceux des renards inoculés avec GS7-1
et GS5. On peut confirmer cette différence de taux d’incidence de mortalité statistiquement (Lo0g-
rank, p-value= 0.001).

Le modeéle a risque proportionnel de Cox a été utilisé pour quantifier 1’association entre la souche et le
risque de survenue de la mort post-inoculation (voir tableau 6). L’hypothése des risques proportionnels
a été vérifiée a partir d’un test numérique basé sur la corrélation des résidus de Schoenfeld et la
fonction du temps basée sur I’estimateur de KM avec un risque a de 5% (p-value globale=0.6).

Tableau 6 : Hazard Ratio (HR) du modele de Cox univarié expliquant le délai de survie des
renards pour la variable souche

HR 1C95% 1C95%
[Souche GS3] inf. sup.
[Souche GS5] 6.5 2.25 19.60
[Souche GS7-1] 3.1 1.10 9.01

23



Le rapport des risques instantanés de déces des renards inoculés avec la souche GS5 et GS3et ceux
inoculés avec la souche GS3 est significatif comme le rapport des risques instantanés de décés entre
les renards inoculés avec GS7-1 et ceux inoculés avec GS3. Un renard contaminé avec la souche GS5
isolée en 1982 a un risque instantané de décés six fois plus élevé qu’un renard contaminé avec la
souche GS3 isolée en 1976. De méme un renard contaminé avec la souche GS7 isolée en 1986 et qui a
¢été sélectionnée préalablement sur un renard a un risque instantané de décés trois fois plus élevé qu’un
renard contaminé avec la souche (GS3). Dans 1’échantillon, étre contaminé avec la souche la plus
ancienne semble tuer moins vite.

111.3. Systeme hétérologue sur renard

Le délai de mortalité et la présence du virus rabique dans les glandes salivaires (POS, NEG) sont les
deux données recueillies et analysées dans cette étude.

La souche canine « Ariana » a été utilisée & des doses différentes pour inoculer un échantillon de 12
renards. Tous les animaux sont morts de rage avec des glandes salivaires positives au diagnostic de
laboratoire FAT. Nous avons cherché a savoir si le délai de mortalité est lié a la dose de la souche
canine qui est I’exposition d’intérét retenue dans notre étude. Son logarithme décimal variait entre 1.3
et 3.4. Dans le cadre de cette recherche, la distribution des délais de mortalité des renards de
1’échantillon est présentée dans la figure (Figure 19 et 20).

Figure 19 : Boite a moustache de la distribution des délais de mortalité des renards de
I’échantillon (n=12)

[y
P | ?
n
g -
= 0
\./H--
-0
=
E
o 0 _ o
EN
E -
~
(R LA ———

Echantillon (n=12 renards)

24



Figure 20 : Nuage des points de la distribution des délais de mortalité des renards en
fonction de la dose virale inoculée dans I’échantillon (n= 12 renards).
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Graphiquement, on peut observer que la distribution des délais de mortalité n’est pas normale.
Statistiquement, il n’y a pas de lien significatif entre la dose virale et le délai de mortalité au seuil de
5% (Coefficient de rang de Spearman= -0.3, p-value=0.32).

Avec les résultats obtenus avec la souche « Ariana »dans le cas du systéme homologue chien et dans le
cas du systeme hétérologue renard, il est possible de réaliser une comparaison des deux systemes pour
savoir si la souche canine induit une différence sur le délai de mortalité entre le modele chien
homologue et le modele renard, hétérologue. Cependant 1’effet souche ne peut étre comparé entre le
chien et le renard que si les doses inoculées aux deux espéces sont comparables.

Figure 21 : Diagramme en boite & moustache de la distribution des doses virales
inoculées aux deux especes (Canine et vulpine)
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Graphiquement, la distribution des doses virales inoculées n’est pas normale chez les deux espéces.
Statistiquement, il n’y a pas de différence significative dans notre échantillon entre les doses inoculées
aux chiens et aux renards (Test de rang Mann-Whitney/Wilcoxon : p-value=0.8 > 0.05).
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Il est donc possible de comparer 1’effet espéce, la dose inoculée n’étant pas statistiquement différentes
entre notre échantillon de chiens et notre échantillon de renards. Il convient tout d’abord de présenter
graphiquement la distribution des délais de mortalité tous confondus chien-renard (Figure 22).

Figure 22 : Graphe en nuage des points de la distribution des delais de mortalité (chiens
renards confondus) en fonction de la dose virale inoculée.
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Graphiguement, on peut remarquer que la distribution des délais de mortalité n’est pas normale.

Il est possible de vérifier s’il y’ a une différence entre les délais de mortalité chez les deux especes
expérimentalement inoculées. De ce fait, il est important de présenter graphiquement la distribution
des délais de mortalité chez chaque espéce (figure 23).

Figure23 : Diagramme en boite a moustache de la distribution des délais de mortalité
chez les deux especes (Canine — Vulpine).
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Chez les chiens, le délai de mortalité est compris entre 14 et 40 jours, avec une moyenne de 20 jours.
Chez les renards ce délai varie entre 15 et 45 jours avec une moyenne de 21 jours (tableau 8).

Tableau 7 : Mesures de dispersion de la variable délai de mortalité chez les chiens et les
renards inoculés avec la méme souche virale canine.

Espéce Nombre de Délai de mortalité (en jours)

sujets Moyenne | 1¢ quantile | Médiane | 1¢™ quantile
Chien 28 19.6 15.75 16 17
Renard 12 20.9 16 19 23

Méme si graphiquement le délai de mortalité semble plus long chez les chiens que chez les renards
(figure 18), statistiquement, il n’existe pas de différence significative entre le délai de mortalité
observé chez les chiens de celui observé chez les renards (Test de rang Mann-Whitney/ Wilcoxon :

p=0.2>0.05).
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V. Discussion

Les principaux résultats obtenus dans le cadre de ce travail et qui seront discutés ici sont
résumés dans le tableau suivant :

Tableau 8 : Synthése des constats réalisée

Systeme homologue (virus chien sur -Corrélation négative entre la dose
chien) virale inoculée et le delai de mortalité
-Association importante entre la dose
virale inoculée et la présence du virus
dans les glandes salivaires OR :_0,4

[0.15-0.85]
Systéme hétérologue (virus renard sur Risque de survenue de la mort
renard) fonction de la souche inoculée (GS3,
GS5 et GS7-1) par rapport a la GS3
(référence) :

HR GS5 6 [2.25-19.6]
GS7-13[1.10-9.01]

Systéme hétérologue (virus chien sur Pas de lien significatif entre la dose
renard) virale inoculée et le délai de mortalité
Comparaison entre systemes Pas de différence significative entre
homologue et hétérologue utilisant la les délais de mortalité

méme souche virale (canine)

IV.1. Systeme homologue-chiens

La question posée initialement était de savoir s’il était possible de faire un lien entre la dose virale
inoculée et d’une part le délai de mortalité¢ et d’autre part la présence du virus dans les glandes
salivaires en vue de caractériser le risque de transmission de la maladie sur le terrain. Notre hypothese
de départ était en effet qu’un chien enragé survivant longtemps et présentant des glandes salivaires
infectées est un chien excréteur du virus et que plus la durée de présence du virus dans les glandes
salivaires est longue, plus le risque de transmission de la maladie est important. Pour tester cette
hypothése, nous avons utilisé les résultats de suivi pour essayer de prédire a partir de la dose inoculée,
le délai de mortalité et la présence du virus dans les glandes salivaires. Nous avons alors mis en
évidence des résultats fortement significatifs :

- une corrélation négative entre la dose virale inoculée et le délai de mortalité, ¢’est-a-dire
un délai de mortalité plus long avec une dose virale inoculée plus faible.

- une association forte entre la présence du virus rabique dans les glandes salivaires et
une dose virale inoculée faible.

Donc pour un chien, I’infection par une faible dose de virus canin semble prolonger le délai de
survenue de sa mort et augmente la probabilité d’excrétion du virus dans la salive, et donc augmente le
risque de transmission du virus, ce qui contribue en partie au maintien de 1’enzootie rabique dans une
région donnee.
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Notons que les données des différents essais cliniques utilisées pour réaliser 1’étude comportaient
initialement certains biais : effectifs faibles et doses choisies pour répondre a un protocole différent de
notre travail. Apres prises en compte de ces biais et corrections méthodologiques, notre étude a permis
d’objectiver statistiquement les forces d’association entre I’exposition d’intérét qui est la dose virale et
les événements étudiés, a savoir le délai de mortalité et la présence de virus dans les glandes salivaires.
A notre connaissance cette étude est la seule & avoir quantifié cette derniére association entre la dose
virale et la présence du virus dans les glandes salivaires.

Si elle est intuitive sur le plan biologique, I’hypothése de départ n’est Vérifiée dans notre approche
expérimentale que pour une seule souche canine provenant de chiens naturellement infectés mais qui a
été propagée sur chien en condition expérimentale par la suite. Sa représentativité par rapport aux
souches qui circulent naturellement sur le terrain peut donc étre mise en question. Les quelques études
précédemment publiées sur le sujet ont des résultats similaires. L’étude sur le terrain de Vaughn et al.,
menée en 1965 aux Etats-Unis montre en effet aussi un lien entre la présence du virus rabique dans les
glandes salivaires et la dose virale. De méme, 1’étude expérimentale de Fekadu et al., menée en 1982
en Ethiopie, a montré la méme influence que celle observée dans notre étude de la dose virale sur le
délai de mortalité et sur la présence de virus dans les glandes salivaires. L’étude expérimentale de
Blancou et al., de 1990 a montré que tous les chiens inoculés avec une faible dose de virus d’une
souche sauvage canine (MA85) provenant du Maroc présentaient du virus dans les glandes salivaires.
Notre étude chez le chien confirme ce résultat avec une souche canine provenant d’un pays non-
limitrophe mais proche, la Tunisie. Ce potentiel d’excrétion plus longue apres inoculation de dose
virale faible démontré pas ces différentes études dont la ndtre a une forte influence épidémiologique
sur le maintien du cycle de la rage canine dans une zone endémique. Pour savoir s’il est généralisable
I’analyse de résultats d’étude avec d’autres souches canines et chez d’autres espéces réservoir est
nécessaire.

Chez le Renard roux, ce méme phénomene a été observé dans une étude réalisée sur des renards
inoculés avec une souche vulpine (Blancou et al., 1983), qui a mis en évidence une corrélation
négative entre le délai de mortalité et la dose virale inoculée et une influence sur I’excrétion salivaire
en fonction de la dose virale similaire & celui de notre étude. De méme, une étude conduite au
Laboratoire de la rage et de la faune sauvage de I’Anses a Nancy en 2013 (données non publiées,
comm. pers. J. Barrat) a montré une corrélation négative entre le délai de mortalité de chiens viverrins,
réservoir de rage en Europe de I’Est (Botvinkin et al., 1983), et la dose d’une souche isolée a partir des
glandes salivaires d’individu de la méme espéce naturellement infecté en Pologne. Cette étude a
montré que tous les chiens viverrins inoculés excrétaient le virus dans les glandes salivaires et le
transmettaient 4 des animaux contacts. L’étude de Botvinkin et al., menée en 1983 sur chiens viverrins
inoculés avec différentes doses de virus d’une souche provenant d’un chien viverrin naturellement
infecté par le virus rabique (Est de I’Europe) a montré le méme résultat sur les glandes salivaires. Ces
diagnostics positifs sur glandes salivaires et le succés de la contamination des animaux contacts
permettent de comprendre le maintien efficace de I’infection chez le chien viverrin et son réle d’hote
réservoir de la rage en Europe de I’Est.

Parall¢lement, I’étude de Wandeler et al., de 1974 chez une espéce comme le blaireau non considéré
comme un hoéte réservoir de rage, menée pendant 1’épizootie de la rage vulpine en Europe a montré la
présence du virus dans les glandes salivaires de 83 % des blaireaux enragés a des quantités
équivalentes de celles mises en évidences dans les glandes salivaires de renards mais sans pour cela
que le cycle ne se maintienne chez les blaireaux seuls. Si I’excrétion du virus par les glandes salivaires
est un facteur important de I’extension de la rage et du maintien de son cycle dans une population, il
ne semble donc pas étre le seul facteur. D’autres comme la durée d’excrétion et son caractére
intermittent ou continu doivent aussi tres certainement étre pris en consideration.
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IV.2. Systéeme homologue sur renards

La méme hypothese de départ a été adoptée pour le renard, a savoir que plus un renard présentant du
virus rabique dans les glandes salivaires survit longtemps, plus le risque de transmission de la maladie
au sein de la population de renards est élevé.

Notre étude n’a pas pu mettre en évidence de lien statistiquement significatif entre la dose et le délai
de mortalité mais nous devons ici noter le manque de puissance statistique de notre étude du fait que
les effectifs de renards inoculés pour une souche donnée a des doses différentes sont faibles. L’étude
de Blancou et al. de 1983 mettait en évidence une corrélation négative entre le délai de mortalité et la
dose virale d’une souche frangaise inoculée ainsi qu’une influence de cette dose sur 1’excrétion
salivaire. Ces résultats mériteraient d’étre confirmés dans une étude ultérieure avec une puissance
statistique suffisante.

Nous nous sommes intéressés a d’autres facteurs susceptibles potentiellement d’influer le suivi
clinique des renards inoculés comme la souche. La question était de savoir si la souche vulpine
inoculée avec une dose permettant d’engendrer une excrétion salivaire pouvait modifier 1’intensité des
caractéristiques cliniques de la rage telles que le délai de mortalité, afin de caractériser le risque de
transmission de la maladie au sein d’une population vulpine.

Les résultats de I’analyse du lien entre les différentes souches a doses équivalentes isolées sur le
terrain a des époques différentes et le délai de mortalité sont fortement significatifs :

- Une différence significative de délai de mortalité est retrouvée entre les
groupes inoculés avec les différentes souches (GS3, GS5 et GS7-1)

- Le risque instantané de survenue de la mort est différent en fonction de la
souche inoculée avec les différentes souches (GS3, GS5 et GS7-1).
L’incidence de mortalité des renards inoculés avec la souche GS3 est moins
élevée que celle des renards inoculés avec les souches GS5 et GS7-1.

Ces résultats signifient que pour un renard, I’infection avec la souche la plus ancienne (GS3, isolée en
1976) tue moins vite, donc favorise les rencontres avec d’autres animaux sains, augmentant le risque
de transmission de la maladie. Pour les renards inoculés avec des souches plus récentes (GS, isolée en
1982 et GS7-1, isolée en 1986), I’incidence de mortalité est plus élevée, ce qui peut modifier la
propagation et ’extension géographique de la maladie. En effet, une souche provoquant la mort trop
rapide de renards contaminés par un méme individu enragé pourrait entrainer 1’élimination de ces
nouveaux porteurs du virus avant qu’ils ne contaminent a leur tour des congénéres sains.

Notre étude a été réalisée a partir de données de différentes souches isolées sur le terrain entre 1976 et
1986. Le nombre de sujets faibles et variables en fonction des groupes, la représentativité des souches
vulpines par rapport a I’ensemble des souches circulantes dans la nature et la sélection expérimentale
de la GS7-1 nous incitent a des conclusions prudentes. Pour autant ce lien entre la souche vulpine et la
rapidité de survenue de la mort des renards enragés nous semble intéressant a mieux caractériser car il
pourrait étre I’un des facteurs de 1’évolution de 1’épizootie de la rage vulpine qui a eu lieu en Europe
de I’Ouest.

IVV.3. Systeme hétérologue sur renard

La question posée initialement était de savoir s’il était possible de faire un lien entre la dose virale
inoculée et le délai de mortalité d’une part et la présence du virus dans les glandes salivaires d’une
autre part en vue de caractériser le risque de transmission de la rage canine par le renard.
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L’étude de cette question a été réalisée avec la souche canine utilisée dans le systéme homologue
chien pour pouvoir comparer les systémes homologue et hétérologue. La mortalité et 1’excrétion du
virus dans les glandes salivaires sont obtenues chez 1’ensemble des renards inoculés avec les
différentes doses de cette souche. Chez les renards inoculés avec la souche canine, aucune relation
significative entre le délai de mortalité et la dose inoculée n’a été démontrée. Ce résultat pourrait
provenir d’un manque de puissance statistique vu le faible nombre d’animaux éprouvés (12 renards),
ou alors de I’inexistence d’une relation entre ces paramétres. Une étude menée par Blancou et al. en
1983 irait plutdt dans le sens de la premiére hypothése puisqu’avec plus de 26 renards ils mettent en
évidence une relation mais inverse de I’effet dose mis en évidence dans le systéme homologue chien.
Le lien entre la dose et la mortalité mériterait d’étre confirmé en systeme hétérologue sur un nombre
plus important de renards mais peut-étre aussi sur d’autre réservoir éventuel de la rage en Europe
comme le chien viverrin par exemple. Cela permettrait de mieux comprendre 1’apparition de la rage
vulpine en Turquie (Johnson et al., 2003) et de la rage du chien viverrin dans les pays de I’Est de
I’Europe (Botvinkin et al., 1983) ou les différentes populations réservoir co-existent ; rage canine et
rage vulpine en Turquie et rage du chien viverrin et du renard dans les pays de I’Europe de I’Est.

La comparaison des délais de mortalité chez les chiens et les renards inoculés avec la méme souche
canine tunisienne n’a pas mis en évidence de différence significative entre ces délais. Un renard
infecté par une souche canine semble avoir le méme délai de mortalité et donc le méme temps de
rencontre avec un individu sain qu’un chien infecté avec la méme souche. Cette caractéristique
pourrait avoir comme conséquence le maintien de la rage canine au sein de population vulpine
contaminée par un virus canin comme cela s’est déja produit en Europe dans les années 1980 (Blancou
et al.,1988).

Notre étude tend a montrer que le rdle des populations de renards et de chiens est différent dans
I’épidémiologie de la rage en fonction de la souche de virus. En effet, lorsque la souche virale est
d’origine canine, les populations de renards comme celles de chien jouent le role de population de
maintenance du virus (Haydon et al., 2002) comme cela est le cas en Turquie. Inversement, lorsque la
souche virale est d’origine vulpine, seules les populations de renards sont capables de maintenir la
rage, le chien jouant un role plus accessoire. Cela était le cas dans les pays de I’Europe de 1’Ouest.

Finalement, en croisant les résultats (méme fragmentaires) des analyses réalisées dans notre étude et
les informations de la bibliographie nous proposons la synthése ci-dessous concertants le risque de
transmission et 1’évolution de la rage canine et de la rage vulpine (Figure 24)
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Figure 24 : Synthése sur le risque de transmission et I’évolution de la rage canine et de la
rage vulpine
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V. Conclusion

L’exploitation de la base de données de la station expérimentale d’Atton du LRFSN nous a permis de
mettre en évidence une relation entre les résultats de suivi clinique des chiens enragés et la dose virale
inoculée d’une part, et une relation entre cette derniére et le nombre de chien a glandes salivaires
infectées. Un chien inoculé avec une faible dose de virus canin mettra plus de temps a mourir de la
rage et la probabilité que le virus gagne ses glandes salivaires sera plus élevée. Pour les renards de
notre base de données, c’est la souche vulpine inoculée qui est associée a la rapidité de survenue de la
mort qui est d’autant plus rapide que la souche est récente.

Ainsi, pour répondre a la question posée sur les facteurs de risques impactant la transmission de la
maladie sur le terrain et le maintien du cycle dans un systtme homologue, nos résultats montrent
I’importance du délai de mortalité chez le chien et le renard qui ne doivent pas mourir trop vite afin
que le virus puisse atteindre les glandes salivaires et que la probabilité de rencontre avec un congénere
sain soit suffisamment importante. Ceci est d’autant plus vrai pour un maintien du cycle au sein de
chaque de chaque population et une évolution indépendante des deux types de rage.

L’influence de 1’age de la souche est vraiment un résultat statistique intéressant. Cela pourrait étre un
des facteurs expliquant le ralentissement du front de la rage en Europe apres les années 1980. Notre
analyse a donné lieu a de nouvelles pistes de recherche. Des séquencages par NGS ont été mis en
ceuvre sur nos souches GS3, GS5 et GS7.1 pour explorer le génome des sous-populations constitutives
et ’associer a une augmentation de la rapidité de survenue de la mort. L’étude de cette évolution des
souches sera a poursuivre.

Concernant I’apport informatif du systéme hétérologue, nos résultats manquent de puissance pour
conclure avec certitude sur le role du délai de mortalité et de la dose d’inoculation dans le maintien de
la rage au sein des deux populations animales. D’autres types d’études telles que le suivi des animaux
sur le terrain, des outils de modélisations statistiques complexes et de technologies de laboratoires
perfectionnées (NGS) sont a entreprendre sur ces sujets pour mieux comprendre les mécanismes en
jeu. Nos résultats montrent que les populations de renards et les populations de chiens n’ont pas le
méme role dans le maintien de la rage en fonction du virus considéré. L’épidémiologie de la rage est
donc conditionnée par 1’écologie du virus en lien avec 1’écologie des populations animales dans un
environnement donné.
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