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Résumé — Deux souches de virus de la rage isolées en France chez le renard roux
en 1976 et 1986 ont été inoculées respectivement a 2 groupes de 10 renards, a raison
d’environ 50 doses létales & 50 % intracérébrale souris par renard. Vingt autres renards
sains ont été gardés chacun dans la cage d'un renard inoculé afin d’étudier la trans-
mission de la rage des seconds aux premiers. Tous les renards expérimentalement in-
fectés ont contracté la rage et I'ont transmise a leur compagnon. Lintervalle de temps
entre la mort du renard expérimentalement infecté et celle de son compagnon s'est
révélé significativement (P < 0,001) plus variable avec la souche la plus ancienne, de
1 a 33, par comparaison avec la souche la plus récente pour laquelle cet intervalle a
été compris entre 10 et 14 j. Cependant l'intervalle moyen a été similaire pour les 2
souches. Cette perte de variabilité, apparue sur certaines souches récentes, pourrait
entrainer une réduction des possibilités d’extension géographique de I'épizootie. On a
mis en évidence une virémie chez 2 renards inoculés avec la souche la plus récente
mais on ne peut affirmer qu’il s’agisse d’une caractéristique propre a cette souche.
L’excrétion du virus dans la salive a été démontrée chez les renards quelle que soit la
souche dans un intervalle de 29 j au maximum avant 'apparition des symptomes. Cette
observation pose le probleme du délai de sécurité avant I'apparition des premiers symp-
tdmes chez les animaux mordeurs.

rage / renard / épidémiologie / excrétion salivaire / virémie

Summary - Transmissibility and pathogeny of two rabies isolates from the red
fox at a 10 year interval. Two rabies virus strains collected from naturally infected
foxes in France in 1976 and 1986 were inoculated in 2 groups each consisting of 10
foxes (approximately 50 lethal dosessy, mouse intracerebral per fox). Another 20 healthy
foxes were kept in the same cages as the inoculated animals in order to study the
transmission of both strains. All the inoculated foxes became rabid and transmitted rabies
to their cage companion. The intervals between death of the inoculated foxes and death
of the cage companion were significantly more variable (P < 0.001) with the earlier
strain, from - 1 to 33 days compared to the range obtained with the later strain, 10-14
days. However, the mean intervals did not differ. Epidemiological consequences of such
a decrease in variability, if confirmed in the field could decrease the epidemiological
extent of rabies. Viremia was demonstrated in 2 foxes inoculated with the later strain
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but we cannot assume this to be a characteristic of this strain compared with the earlier
strain. Rabies virus (both strains) was isolated from the saliva of foxes 29 days or less
before the onset of clinical symptoms. This last result raises the question of the time
limit as regards security before onset of clinical symptoms in animals involved in human

contamination.

rabies / fox / epidemiology / salivary excretion/viremia

INTRODUCTION

De 1948 a 1978 I'épizootie de rage
du renard a progressé en Europe a
partir de la Pologne a la vitesse moy-
enne de 30 km/an. A partir de 1978,
I'épizootie s’est ralentie de maniére
spectaculaire et a méme régressé
dans certaines zones du front de
rage, alors que larriere restait
durablement contaminé (Blancou et

al, 1988a). Plusieurs hypotheses
pourraient expliquer ce ralentisse-
ment :

— le front de rage aurait atteint des
zones de moindre densité en renards
et des zones ou les échanges entre
individus sont entravés par des ob-
stacles naturels : a I'est de la zone
d’'enzootie (Bassin parisien), les
rivieres sont plus larges que dans les
massifs qui les alimentent et au sud,
la zone d'enzootie a atteint les bar-
rieres montagneuses alpines;

— une baisse de la densité des
populations de renards (non docu-
mentée) qui aurait été provoquée par
de faibles variations climatiques, ou
'aménagement des milieux (suppres-
sion des haies, drainages des
terres);

— des modifications comportemen-
tales du renard : I'impact de la rage
favoriserait les individus adoptant un
mode de vie plus solitaire (et non
pas en groupes sociaux élargis), et

ceux qui adopteraient des attitudes
plus méfiantes vis-a-vis de con-
généres au comportement déviant.
Au contraire, la sélection naturelle
des renards les moins sensibles a la
contamination parait improbable
compte tenu de I'extréme sensibilité
des renards a la souche vulpine et
de P'absence d'individus survivant a
une inoculation virale;

— enfin la derniére hypothése serait
la modification du virus rabique lui-
méme.

Nous rapportons ici les ex-
périences que nous avons conduites
pour vérifier cette derniére hy-
pothése. Des expériences de ce type
induisent une souffrance animale que
nous avons cherché a limiter le plus
possible. Elles étaient cependant les
seules capables de nous apporter
des éléments de réponse a la ques-
tion de I'évolution possible du virus
de la rage sur le terrain, question
cruciale pour déterminer les meil-
leures stratégies de vaccination orale
des renards sur le terrain.

MATERIEL ET METHODES

Protocole général

Le but de ce protocole était de rechercher
si des souches isolées chez des renards
naturellement infectés a 10 ans dinter-
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valle se transmettent avec la méme effi-
cacité et a la méme vitesse de renard a
renard. On a essayé de recréer, au moins
grossiérement, la chaine de contamination
du renard enragé au renard sain.

Nous avons utilisé 10 paires de re-
nards. Un renard de chacune des 5 paires
d’'un premier groupe a eté inoculé avec le
premier isolat (GS3-1). Dans le méme
temps, le second isolat (GS7-1) a été ino-
culé a 1 renard de chacune des paires
du second groupe. Le développement de
fa maladie a été suivi sur tous les in-
dividus qui ont été réguliérement soumis
& des prises de sang et a des préleve-
ments de salive.

Cette expérience a été renouvelée une
seconde fois sur 10 autres paires de re-
nards.

Isolats viraux

Souche GS3-1 et GS7-1: il s'agit du
broyat des 2 glandes salivaires sous-max-
illaires d’'un renard mort de rage a la suite
de linoculation intramusculaire dans les
muscles temporaux des souches GS3 et
GS7 respectivement. Ces glandes ont été
broyées a l'aide d’'un homogénéiseur a
couteau dans 4 fois leur poids de solution
de Hanks a pH 7,2 additionné d'antibio-
tiqgues et d’antimycosique (réf Gibco,
Cergy-Pontoise, 043-05240H). Apres
centrifugation a 1 500 g pendant 30 min a
4°C, le broyat a été distribué en am-
poules de verre scellées et placées im-
médiatement en azote liquide. Les
souches parentales GS3 et GS7 avaient
été constituées selon le méme protocole
a partir de glandes salivaires de renards
naturellement infectés morts en 1976 et
en 1986 respectivement. Ces glandes
avaient été selectionnées comme les plus
virulentes pour la souris aprés inoculation
par voie intracérébrale.

Renards

Les renards roux (Vulpes vulpes) ont été
obtenus par déterrage en France en 1987
(premiére expérience) et en 1988 (se-
conde expérience) dans des zones non
encore contaminées par la rage (Ouest et

Centre). Ces renards étaient dépourvus
d’anticorps rabiques neutralisants.

Ces renards ont été élevés par paire.
Chaque paire était constituée par des re-
nards souvent issus de mémes portées,
le plus souvent de sexe opposé et tou-
jours élevés dans la méme cage depuis
au moins I'age de 3-6 semaines. Les con-
ditions générales d'élevage ont déja été
décrites par ailleurs (Blancou et al,
1979a).

Tous les renards ont été marqués in-
dividuellement par un numéro de 3
chiffres, tatoué dans le pavillon de
I'oreille. Les renards portant un numéro
compris entre 711 et 781 ont été utilisés
pour la premiére expérience. lls étaient
agés d’'environ 10-12 mois le jour de l'ino-
culation. Les renards portant un numéro
compris entre 800 et 872 ont été utilisés
pour la seconde expérience. lls étaient en
moyenne plus jeunes de 4 mois. Ce
numeéro a systématiquement été vérifié
chaque fois que les renards ont été
manipulés (inoculation, prélévements).

Les renards étaient observés au moins
2 fois/j en semaine et au moins 1 fois/j
les samedis et dimanches. Afin de limiter
le plus possible toute excitation suscep-
tible de provoquer une attitude agressive
chez les renards en phase clinique, toutes
les manipulations ont été faites par un
personnel qualifié, manipulant avec calme
et dans un silence absolu. Malgré ces pré-
cautions, 2 renards ont été blessés grave-
ment en notre présence par leur
congéneére enragé : ils ont été immédiate-
ment euthanasiés par inoculation in-
traveineuse de 5ml de Doléthal™P
(Laboratoire Vétoquinol, Lure). Lors de la
premiére expérience, dés que 'un des re-
nards présentait des morsures graves, il
était séparé de son congénére et placé
dans une cage différente afin d'éviter que
les combats se prolongent. Lors de la se-
conde expérience, méme en I'absence de
trace de morsure, les paires de renards
ont été séparées dés le troisieme j aprés
I'apparition des symptémes de rage chez
Fun des renards. Enfin, afin d'éviter des
pathologies microbiennes dues aux mor-
sures, les renards ont regu a titre curatif
(premiére expérience), et a titre préventif
(seconde expérience), un traitement anti-
biotique (injection intramusculaire de Ter-
ramycine «longue action»"" Pfizer, Orsay,
0,5 ml/animal).
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Souris

Des souris Swiss OF1 femelles agées de
4-6 semaines, exemptes d’organismes
pathogénes spécifiques (IFFA CREDO-
69210 I'Arbresle, France) ont été utilisées
pour le titrage des virus. Des souriceaux
de 4 |, issus de meres gestantes de méme
provenance ont été utilisés pour les es-
sais d’isolement de virus a partir du sang
et de la salive des renards.

Inoculations de virus

Les dilutions de virus ont été ajustées de
maniére a administrer a chaque renard le
méme nombre de doses létales 50 % in-
tracérébrales souris (DLsgICS) quelle que
soit la souche. Le nombre de DLso ICS
visé était de 10'° ce qui, selon nos ex-
périences antérieures (Blancou et al,
1979a) est équivalent a la DLigo chez le
renard, par inoculation intramusculaire
dans les muscles temporaux. Les dnlutlons
des inocula employees ont été 10™*® pour
Ie virus GS3-1 et 10 pour le virus GS7-

. Le protocole suivi a été strictement le
méme lors des 2 expériences. Pendant le
transport et entre chaque utilisation, les
inocula étaient maintenus au froid. lls ont
été manipulés a l'abri de la lumiére
directe. Afin de multiplier les contrdles,
des codes de couleur étaient apposés sur
les flacons ainsi que sur les cages des
renards des groupes correspondants. Les
renards qui devaient subir 'inoculation vi-
rale ont été tirés au hasard dans chaque
paire. Le renard témoin a été inoculé avec
une solution de Hanks additionnée d’'an-
tibiotiques et antimycosique. A chaque re-
nard subissant une inoculation virulente,
on a sur le moment coupé les poils de
Pextrémité de la queue afin de le distin-
guer de son congéneére témoin sans avoir
a les manipuler (pour lire le tatouage de
I'oreille). Afin de s’assurer que chacun des
2 inocula fut administré au méme mo-
ment, et que l'un ne subisse pas une
décroissance de titre plus importante que
lautre avant d'étre administré aux re-
nards, on a alterné renard aprés renard
Pinoculation de chacune des 2 souches
pendant la manipulation. En fin de
séance, les inocula ont été titrés par ino-
culation intracérébrale a la souris: les
doses réellement employées ont été de

10"°* DLso ICS pour la souche GS3-1 et
de 10'%® pour la souche GS7-1 lors de
la premiére expérience, et 10" et 104
lors de la seconde expérience. Ces diffé-
rences sont faibles et ne peuvent étre
jugées significatives.

Préléevements et titrages

Prises de sang

Tous les renards ont été soumis & des
prises de sang réguliéres par ponction a
la veine jugulaire. Pour rechercher le virus
rabique, du sang hépariné a été inoculé
soit a des souriceaux nouveau-nés
(0,02 ml par voie intracérébrale), soit a
des cultures de neuroblastomes N2a
(réf. ATCC = CCL 131) (Flow, Puteaux)
sur les prélévements faits a partir du jour
32 aprés inoculation, (Barrat et al, 1988).
L’étiologie de la mort des souriceaux a
systématiquement été vérifiée par im-
munofluorescence (Kaplan et Koprowski,
1973). Le sérum a été titré pour re-
chercher les anticorps neutralisants sur
cellules BHK 21.

Prises de salive

Tous les renards ont simultanément été
soumis a des prises de salive a l'aide de
Salivettes™?  (Sarstedt, Molsheim réf.
51.1534). Le tampon de coton était placé
dans le cul-de-sac gingival et la gueule
maintenue fermée pendant la durée de la
prise de sang. Ensuite, ce tampon était
passé sur la muqueuse buccale et les
dents alors que les maéchoires étaient
maintenues fermées de maniére a em-
pécher le mordillement du tampon. En cas
d’échec, une nouvelle salivette était util-
isée de maniére a rendre possible la
pesée (par différence) de la salive pré-
levée. Le tampon était ensuite immédiate-
ment mouillé avec du diluant (Hanks,
antibiotiques, antimycosique) de volume
(ml) égal a 9 fois le poids (g) de la salive
prélevée. Transportés sous froid au
laboratoire, les prelevements salivaires
ont été centrifugés a 4 °C (1 500 g pen-
dant 30 min). La salive diluée a été ino-
culée immédiatement soit a des
souriceaux nouveau-nés (3 -11 souriceaux
selon le volume de salive dilué dis-
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ponible), soit a des cultures de neuroblas-
tomes N2a sur les prélévements faits a
partir du j 41 aprés inoculation du virus.
Le plus rapidement possible apres la mort
des renards, les centres nerveux et les
glandes salivaires ont été prélevés pour
confirmer I'étiologie rabique par immuno-
fluorescence et isolement du virus dans
ces organes selon les protocoles recom-
mandés par I'Organisation mondiale de la
santé (Kaplan et Koprowski, 1973). Afin
de multiplier les contrdles sur l'origine de
chaque préléevement, ceux-ci étaient
suivis non seulement par inscription du
numéro de tatouage de l'animal, la date
du prélevement et de sa nature, mais
aussi a I'aide du code coloré déja signalé
plus haut. De méme, I'inocuiation des pré-
iéevements aux souriceaux le jour méme
présentait I'avantage d'éviter une baisse
du titre du virus éventuellement présent,
mais évitait aussi les confusions
d'étiquetage toujours possibles avec du
matériel stocké.

Analyse statistique

La distribution des délais de mortalité ne
suivant pas la loi de Laplace-Gauss, on
60 1
50}
40

301

204

délais de la mort (jours)

a utilisé le test de rangs de Mann-Whitney
(Dagnélie, 1975).

Les titres de virus et danticorps
neutralisants ont été calculés sur les pro-
bits de Bliss (Bliss, 1935a et b) selon la
méthode des moindres carrés pondérés a
I'aide d’un logiciel original.

La comparaison des titres en anticorps
neutralisants a été faite sur le logarithme
décimal du nombre d’unités internation-
ales neutralisantes, selon la méthode
d'analyse de la variance, adaptée a un
plan non orthogonal (Dagnélie, 1975). la
comparaison des séries de titres de virus
mesurés sur les glandes salivaires a été
faite selon le test de comparaison des
moyennes de Student (Dagnélie, 1975).

RESULTATS

Mortalité et morbidité

A I'exception de 2 renards euthana-
siés en raison de morsures graves,
tous les renards inoculés et «con-
tact» sont morts de rage (tableau I).

® GS3-1
(1+ exp)

O GS3-1
(2° exp)
GS7-1
(1 exp)

BS7—1
(2* exp)

0

10 +
1 1.5

2 2.5

nombre de DL50 ic souris inoculées aux renards

(log10)

Fig 1. Relation entre délai de la mort et dose de virus rabique (DLso ic souris) inoculée
aux renards. La zone ombrée représente la zone d'incertitude des resultats obtenus
dans des expériences antérieures avec les souches parentales (Blancou et al, 1979a).
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Chez les renards inoculés

La mortalité est survenue a partir du
27% et jusqu’au 54° (36,2 j en moy-
enne) avec la souche GS3-1, et a
partir du 23% et jusqu'au 37% (29j en
moyenne) avec la souche GS7-1
(tableau ). Ces moyennes ne diffe-
rent pas significativement, mais la
dispersion des délais est significa-
tivement plus grande avec la
souche GS3-1 (F = 3,66 pour 9 et
9ddl, P<0,05). Paradoxalement,
c'est avec la souche GS7-1 utilisée
a dose plus faible, que les délais
de mortalité sont les plus courts

(fig 1).

Tableau |I.

MFA Aubert et al

La durée de la maladie est trés
variable : de 1-8j (tableau 1). La
durée moyenne a été de 3,5 avec
la souche GS3-1 et de 3,9] avec la
souche GS7-1 (pas de différence sig-
nificative). Les manifestations clini-
ques ont été similaires dans les 2
groupes de renards inoculés. Les
symptémes classiquement observés
ont eté notés : perte d’appétit, agita-
tion, glapissement, mordillement ou
morsures convulsives du grillage ou
de tout autre objet. L'agressivité se
manifestait contre le congénére non
inoculé qui évitait alors systéma-
tiguement la présence de son con-
génere malade. Les traces de

Durée de la maladie et délais de la mort des 20 renards inoculés avec du virus

GS3-1 ou GS7-1 et de 20 autres renards témoins élevés dans les mémes cages que ceux-Ci
(renards «contact»). Chaque ligne du tableau correspond & une cage.

Renards inoculés

Renards «contact»

durée délais

durée délais

o .
ni ngir&‘?éd maladie mort n° renard ma/adie mort /nte(j)vaa//e
(i) ) () ()

GS3-1 (10"° DLso ICS)
711 4 30 712 5 34 4
721 5 45 722 4 44 —1
731 2 27 732 4 60 33
744 2 34 745 3 46 12
781 8 54 749 8 54 0
810 5 39 814 1 54 15
838 2 42 848 2 55 13
841 4 25 851 3 38 13
853 1 35 844 3 47 12
872 2 31 855 3 32 1

GS7-1 (10"% & 10"® DLso ICS)
737 1 23 736 2 36 13
746 1 37 747 5 51 14
755 2 28 754 4 42 14
764 2 33 763 5 43 10
767 6 32 779 2 45 13
800 4 25 850 b - -
846 6 31 863 2 41 10
859 3 24 862 b - -
864 6 25 867 5 39 14
866 8 32 865 2 45 13

a

b

virus; ° @ renard euthanasié.

. intervalle de temps entre la mort du renard «contact» et celle de son compagnon inoculé avec du
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morsures étaient souvent localisées
a la face chez les 2 individus.

Chez les renards «contact»

Le délai de mortalité, compté a partir
du jour de [linjection de solution
témoin (et non pas a. partir du jour
ou le renard a été contaminé, ce jour
restant inconnu) a été de 32-60 j
chez les renards de la série GS3-1
(46,4 j en moyenne) et de 36 a 51
chez les renards de la série GS7-1
(42,8 ) en moyenne) (tableau 1). La
différence entre ces 2 délais moyens
n'est pas statistiquement significa-
tive. Lintervalle de temps écoulé
entre la mort du renard «contact» et
celle de son compagnon s’est
échelonné de —1 a 33j (+ 10,2 en
moyenne) dans la série GS3-1; cet
intervalle a été compris entre + 10
et + 14 (+ 12,6 ] en moyenne) dans
la série GS7-1 (tableau I). Ces
moyennes ne sont pas significative-
ment différentes, en revanche on
constate une grande variabilité des
intervalles des dates de la mort des
renards appariés de la série GS3-1
étant donné la régularité des mémes
délais enregistrés dans la série GS7-
1. On remarque méme que l'un des
renards «contact» GS3-1 est mort
avant son compagnon ayant regu I'in-
oculation virulente. Cette différence
de variance est hautement significa-
tive (F=359 pour 9 et 7ddl,
P < 0,001). Cet intervalle est indeé-
pendant du délai de mortalité du re-
nard a l'origine de la contamination
du renard «contact».

Virulence salivaire

La mise en évidence du virus dans
la salive est inconstante chez un
méme renard, mais elle a pu étre
faite a un moment ou a un autre de

la phase d’'incubation ou de la phase
clinique chez de nombreux in-
dividus : 9/10 renards et 7/10 re-
nards dans les groupes de renards
inoculés avec GS3-1 et GS7-1 res-
pectivement et 7/10 renards et 8/10
renards dans les groupes «contact»
correspondants (non significatif)
(tableau Il). Cette excrétion a été dé-
montrée au plus toét 14 j aprés l'ino-
culation virulente : les essais du j 7
et du j 11 ont tous été négatifs.

lLorsque les 2 individus occupant
la méme cage ont présenté une ex-
crétion salivaire de virus, il est
possible d'étudier le décalage des
dates entre les examens positifs les
plus précoces :

— dans la série GS3-1, le premier
renard trouvé excréteur a été soit le
renard inoculé (3 cas), soit le renard
contact (2 cas); dans 1 cas le diag-
nostic positif a été porté le méme
jour sur les 2 individus;

— dans la série GS7-1, les mémes
situations se sont répétées respec-
tivement : 1 fois, 2 fois et 3 fois.

Les premiers individus chez
lesquels le virus a pu étre isolé dans
la salive appartiennent au groupe de
renards inoculés avec GS7-1 et au
groupe  «contact»  correspondant
mais I'examen de I'ensemble des ré-
sultats montre qu’aucun groupe n'ex-
crete plus précocement que l'autre.
Aucune différence, méme non signi-
ficative, n'apparait plus lorsque l'on
compte a rebours les dates d’'excré-
tion par rapport a la date de la mort
de chaque renard (tableau Ill). L'ana-
lyse de ce tableau confirme bien que
le virus a été isolé plus fréquemment
dans les 5 j précédant la mort. Cette
fréquence est moindre dans les pé-
riodes précédentes, mais méme dans
la décade de 21 a 30 j avant la mort,
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Tableau Il. Recherche du virus dans la salive de 20 renards inoculés avec Ies. souches
GS3-1 et GS7-1 et de 20 autres renards élevés dans les mémes cages que ceux-Ci (renards
«contact»).

Renards inoculés Renards «contacts»
n° renard délais® r° renard délais?

GS3-1

711 26 712 21 et 26
721 36 722

731 21 et 26 732 56 et 57
744 21, 26 et 29 745 36

781 21, 33 et 42 749

810 814 24, 49 et 53
838 35, 39 et 41 848 49 et 53
841 20 851 20 et 27
853 32 844 24

872 24 et 27 855
GS7-1

737 14 et 21 736 14 et 21
746 36 747 36

755 26 754 21, 26 et 36
764 14 et 29 763

767 26 et 29 779 21, 29 et 36
800 20 850

846 20 et 27 863 39

859 862 20

864 867 35

866 865 32

2 Delais de mise en évidence du virus dans la salive (j aprés inoculation).

Tableau lll. Recherche du virus dans la salive des 20 renards inoculés avec les souches
GS3-1 et GS7-1 et de 20 autres renards élevés dans les mémes cages que ceux-ci (renards
«contact»). Les délais sont comptés a rebours & partir du jour de la mort du renard. Ce
décompte & rebours a partir du jour de la mort permet de cumuler tous les résultats, méme
lorsque la date de la contamination est inconnue.

délais avant la mort (j)

groupes 0-5 6-10 11-15 16-20 21-25 26-30 31-35 36-40
inoculés GS3-1 7/82 5110 2/9 0/10 177 0/3 1/4 0/2
inoculés GS7-1 7/8 2/10  1/8 1/9 0/5 0/2 - -
total inoculés 14/16 7/20 3/17 119 1/42  0/5 1/4 0/2
«contact» GS3-1 3/8 3/8 2/9 110 1/9 1/6 0/6 0/4
«contact» GS7-1 2/4 2/8 3/7 2/6 3/8 0/6 0/4 0/2
total «contact» 5/12 5/16 516 3/15 4/17 1/2 0/10 0/6

total général 19/28 12/36 8/33 4/34 5/29 117 114 0/8

@ Nombre de renards chez lesquels le virus a été isolé dans la salive au moins une fois pendant la
période/nombre de renards examinés une fois au moins pendant la méme période.



Evolution du virus de la rage du renard 85

Tableau IV. Titre de virus (en logio du nombre de DLso ICS par gramme de glande) dans
les glandes salivaires récoltées aprés la mort des renards.

Renards inoculés

Renards «contact»

N° renards Titre n° renards Titre
GS3-1
711 6,59 712 0?
721 5,35 722 0
731 5,44 732 6,50
744 4,52 745 7,38
781 71 749 3
810 8,38 814 8,02
838 7,72 848 2,82
841 8,05 851 5,61
853 8,06 844 6,26
872 6,89 855 0
Moyenne
(écart type) 6,81 (1,33) 3,66 (3,43)
GS7-1
737 7,58 736 5,36
746 7,54 747 4,91
755 7,45 754 8,37
764 6,18 763 0
767 4,65 779 5,50
800 7,46 850 0
846 5,41 863 8,21
859 8,15 862 0
864 8,88 867 7,12
866 7,81 865 7,28
Moyenne
(écart type) 7,11 (1,30) 4,68 (3,43)

a : compte tenu du protocole de broyage et de dilution, un titre nul est en fait défini dans l'intervalle :

o< T<2.2,

il n’a pas été exceptionnel de mettre
en évidence une virulence salivaire
spécifique (chez 19 a 5 % de renards
selon les séries).

Le titre viral dans les glandes
salivaires récoltées aprés la mort de
I'animal étableau V) est en moyenne
de 10%% et 10" DLsoICS/g de
glande respectivement chez les re-
nards ayant subi une inoculation de
virus GS3-1 et GS7-1. Le titre moyen
est plus faible chez les renards «con-
tact» : 1037 et 10*7 DLso ICS/g de
glande dans les séries GS3-1 et
GS7-1. Mais entre renards inoculés

d’'une part et entre renards «contact»
d’autre part, les titres ne sont pas
statistiqguement différents, ils ne sont
en relation ni avec la fréquence ni
avec la précocité de !isolement du
virus dans la salive.

Virulence du sang

Le virus a pu étre isolé du sang de
2 renards sur 5 inoculés avec GS7-1,
respectivement 20 et 24 j aprés I'in-
fection (soit 4 et 7j avant la mort)
mais chez aucun renard «contact».
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u.l. GS3—1 inoculés u.l. GS3—1 contact
107 101
1+ 14
0.1 0.1¢
0.01+ 0.014
0.001 + + + -+ + 0.001 + + + +
Q 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
10 GS7-1 inoculés 107 GS7-1 contoct
1 1+
0.1 0.1
0.01 0.014
0.001 + + +- 0.001 + + —~+ +
0 10 20 30 40 50 a 10 20 30 40 S0

jours aprés inoculation

jours aprés inoculation

Fig 2. Titre moyen des anticorps séro-neutralisants chez 20 renards inoculés avec du
virus GS3-1 et GS7-1 et chez 20 autres renards élevés dans les mémes cages (contact).
Les titrages sont regroupés en fonction des délais apres inoculation.

U.l. GS3—1 inoculés u.l. GS3-1 contact
10T 107
14 14
0.1+ 0.1
0014 001
0.001 + + + + +——t 0.001 + + + + + + + + 4
0-4 5-9 10— 15— 20— 25- 30— 35— 40— 45— 0-4 5-9 10— 15— 20~ 25— 30~ 35- 40— 45—
14 19 24 29 T34 39 44 49 14 19 24 29 34 39 44 49
10+ GS7-1 inoculés 10- GS7-1 contact
1+ 14
0.14 0.1
001+ 0011
0.001 ———t 0.001

0-4 5-9 10— 15— 20— 25— 30— 35— 40— 45—
14

19 24 29 34 39 44 49

jours avant la mort

0-4 5-9 10— 15— 20— 25— 30— 35— 40— 45—
14 19 24 29 34 39 4s
jours avant la mort

43

Fig 3. Titre moyen des anticorps séro-neutralisants chez 20 renards inoculés avec du
virus GS3-1 et GS7-1 et chez 20 autres renards élevés dans les mémes cages. Les
titrages sont regroupés en fonction du délai avant la mort.



Evolution du virus de la rage du renard

87

Tableau V. Analyse de la variance des titres en anticorps neutralisants chez 20 renards
inoculés avec du virus GS3-1 et GS7-1 et 18 autres renards élevés dans ies mémes cages
que ceux-Ci (les sérologies de 2 renards euthanasiés n'ont pu étre prises en compte puisque
les périodes sont calculées avant la mort des renards). Aucun F calculé n’est significatif.

Source de variation ddl F

De 0 a 9 jours avant la mort 1 et 31 0,02
effet GS3-1/GS7-1 1 et 31 5,02
effet inoculés/contact 1 et 31 0,15
inieraction

De 10 a 19 jours avant la mort 1 et 33 0,26
effet GS3-1/GS7-1 1 et 33 2,49
effet inoculés/contact 1 et 33 0,08
interaction

De 19 a 47 jours avant la mort 1 et 29 1,88
effet GS3-1/GS7-1 1 et 29 0,88
effet inoculés/contact 1 et 29 1,24

interaction

Le virus n’a pu étre retrouvé dans le
sang d'aucun renard inoculé avec
GS3-1 ou renard «contact». Par ail-
leurs les souriceaux ont trés souvent
mal supporté l'inoculation intracéré-
brale de sang total : sur 133 exa-
mens pratiqués selon cette meéthode,
66 sont restés sans réponse (mort
des souriceaux et test par immuno-
fluorescence négatif). Dans ces con-
ditions, ces résultats ne peuvent
servir de base de comparaison entre
les groupes expérimentaux.

Sérologie

Lorsque les moyennes des titres sont
calculees en regroupant les résultats
comptés apreés la date d’inoculation,
ces résultats apparaissent tres ir-
réguliers (fig 2). Lorsque l'on re-
groupe les résuitats en fonction du
nombre de j avant la mort (fig 3), les
résultats sont beaucoup plus ré-
guliers et il devient impossible d’éta-
blir une quelconque différence entre
groupes. C’est aussi ce que laisse
apparaitre I'analyse de la variance

effectuée sur les résuitats regroupés
sur 3 périodes (tableau V).

DISCUSSION

Le premier probléme posé par cette
approche expérimentale est celui de
la représentativité des souches uti-
lisées comparées aux souches qui
circulent naturellement sur le terrain.
Les souches GS3 et GS7 ont été
sélectionnées a l'origine parmi les re-
nards contaminés naturellement mais
ayvant les glandes salivaires les plus
productives en virus ou au moins a
partir de glandes salivaires qui sont
parvenues au laboratoire dans le
meilleur état de conservation. Elles
ont ensuite été passées 1 fois
chacune sur 1 seul individu par in-
oculation périphérique. Un dispositif
expérimental parfaitement représen-
tatif de ce point de vue serait irréa-
lisable. Nous nous sommes au moins
assurés que les 2 souches avaient
été sélectionnées de la méme fagon,
et préparées et conservées de la
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méme fagon. Un second probléme
tient au fait que nous avons été obli-
gés de supposer que la relation du
nombre de DLsg souris ic au nombre
de DLsp renard im restait la méme
pour les souches GS3-1 et GS7-1
afin d’inoculer aux renards la méme
quantité de doses létales renard. Si
cette relation devait avoir changé, la
conclusion finale de cette expérience
s’en trouverait cependant confortée :
iles souches GS3-1 et GS7-1 auraient
a fortiori des caractéres pathogeé-
niques différents. Enfin, la variabilité
et I'inconstance des parameétres me-
surés rendent particuliérement diffi-
cile l'interprétation des résuitats et
nous incitent a des conclusions pru-
dentes. Il n’est pas possible pour des
raisons pratiques (ni souhaitable
pour des raisons ethiques) de com-
penser cette variabilité en augmen-
tant la taille des groupes
expérimentaux. Cette variabilité rend
particulierement décevants les résul-
tats de la sérologie : certaines diffé-
rences significatives obtenues lors
d'expériences antérieures avec les
souches parentales GS3 et GS7 (la
souche GS7 se révélait plus immuno-
gene, Blancou et al, 1988b) n'ont pas
eté obtenues avec les souches qui
en sont directement dérivées : GS3-1
et GS7-1.

Il n’en reste pas moins vrai que
ces expériences ont apporté des ré-
sultats dont la portée pratique peut
étre considérable :

L’excrétion précoce du virus
dans la salive des renards

Des expériences antérieures avec
la souche GS3 sur le renard avaient
révélé un délai maximum de 6 j avant
la mort et de 5j avant les premiers

symptdmes (Blancou et al, 1979b).
C’est probablement |'utilisation d'un
protocole permettant de récolter le
maximum de salive, méme en faible
quantité, de la diluer le moins
possible, de préserver au froid les
échantillons préleves, et de les
traiter immédiatement, qui a permis
de dépasser les chiffres antérieurs :
le record de 29 avant I'apparition
des premiers symptémes ne doit pas
étre considéré comme exceptionnel
dans notre expérience, puisque nous
avons obtenu aussi des délais inter-
médiaires : 25, 22j, 20 (sur 2 in-
dividus), 17 (sur 2 individus), etc.
Ces records dépassent ceux rap-
portés chez les autres especes : 13 j
chez le chien (Fekadu et al, 1982),
17 chez le chat (Vaughn et al, 1965).

Le fait de n’obtenir qu’irréguliere-
ment, & partir de la salive du méme
individu, des isolements positifs n’est
pas un réesultat surprenant : ce fait
avait déja été observé par d'autres
auteurs (Vasconcellos et al, 1978).
Nous n’avons pas réussi a isoler le
virus dans la salive de 4 individus
inoculés, alors que ceux-ci ont été
capables de transmettre la rage a
leurs compagnons. Ceci indique bien
que la technique de mise en évi-
dence du virus dans la salive est peu
sensible. Chez 3 renards, le virus n'a
pu étre isolé ni dans les glandes
salivaires, ni dans la salive. L'un
d’eux est un renard qui avait été
euthanasiée, probablement avant que
ne s’installe la muitiplication du virus
dans les glandes salivaires. Aux 2
autres cas peut étre opposée la situ-
ation inverse : isolement du virus
dans la salive, mais pas dans les
glandes salivaires {n°® 712 et 862).
La méme situation fut obtenue par
Vaughn et al, 1965 sur 2 chiens. Une
neutralisation du virus dans les
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glandes n'est pas a exclure comme
cela a déja été supposé par d'autres
auteurs (Carski et al, 1962).

L'excrétion salivaire que nous
avons observée ne peut cependant
étre assimilée a un phénomeéne de
«clearance» tel que celui qui avait
été invoqué pour expliquer les résul-
tats obtenus par Bindrich et Schmidt
(1958) qui avaient obtenu une excré-
tion virale des 24 h chez le chien
apres inoculation d'une quantité
énorme de matiére virulente. Dans
notre expérience, la phase d'éclipse
du virus dure au minimum 11 j chez
tous les individus inoculés.

Tout en gardant a l'esprit les im-
portantes observations de rage
latente du chien en bonne santé ap-
parente, mais excréteur de virus, sig-
nalées  exceptionnellement dans
certaines zones d’'enzootie (Andral et
Sérié, 1957), ne faut-il pas remettre
en cause la notion de délai de sé-
curité, limité a 15 j avant I'apparition
des symptémes chez les animaux
mordeurs, sachant que 29] avant
I'apparition des premiers symptéomes,
un carnivore peut avoir suffisamment
de virus dans sa salive pour tuer 1
souriceau sur 7 inoculés ?

L’observation d’une virémie
rabique chez le renard est
nouvelle

Plusieurs auteurs ont rapporté des
virémies rabiques, chez dautres
espeéces animales. Mais il convient
de bien distinguer, parmi ces rap-
ports, ceux qui décrivent une
«virémie d'inoculation» (le virus
passe immédiatement dans le sang
a la faveur de l'effraction vasculaire
d’inoculation) de la «virémie vraie»,
beaucoup plus tardive, au cours de

laquelle le virus ne passe dans le
sang qu’apres s’étre abondamment
répliqgué dans les centres nerveux
(Aubert et Andral, 1975; Gribencha et
Barinsky, 1982). De nombreuses
«virémies d’inoculation» ont été rap-
portées chez la souris (Aubert et An-
dral, 1975), la  chauve-souris
(Reagan et al, 1955a, 1955b; Fouad,
1964), le lapin (Marie et Urbain,
1905; Wong et Freund, 1951),
I'embryon de poulet (Koprowski et
Cox, 1948) etc. Les «virémies
vraies» sont beaucoup plus rares.
Elles ont été rapportées, soit aprés
recherche directe du virus dans le
sang des bovins (Pacheco et Pro-
enca, 1936), des chiens (Pasteur et
al, 1884), de I'homme (Herrmann,
sans date), des souris (Atanasiu et
al, 1970; Baratawidjaja et al, 1965),
soit en réalisant une parabiose entre
ur animal enragé et un animal sain
(Zunker, 1963), soit en demontrant la
possibilité  d'une infection trans-
placentaire (nombreuses observa-
tions, Aubert et Andral, 1975; Picard
et Biancou, 1983). Et les échecs de
teltes démonstrations sont, égale-
ment, nombreux, bien que rarement
rapportés (Schweinburg et Windholz,
1930; Becker, 1961) soulignant le
caractere aléatoire et transitoire de
la «virémie vraie».

Chez le renard aucun auteur n'a
rapporté ce type de virémie, bien que
les observations de Debbie et Trimar-
chi (1970) sur le pantropisme du
virus rabique chez Vulpes vulpes in-
diqguent qu'elle était possible bien
que passée inapergue jusqu'a ce
jour.

Dans ces conditions, le fait de
n‘avoir pu isoler le virus GS7-1 (et
non le GS3-1) du sang de renards,
peut avoir une signification impor-
tante, méme si le hasard ne peut étre
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totalement écarté, il étaye [I'hy-
pothese déja avancée d'une modifi-
cation du caractére du virus de 1976
a 1986 (Blancou, 1988; Blancou et
al, 1988b).

Cette viremie observée chez les
renards ne peut étre jugée comme
négligeable, car elle a été mise en
évidence malgré les échecs par dé-
faut inhérents a la méthode em-
ployée. Les conséquences peuvent
en étre importantes car la con-
tagiosité du sang n’est généralement
pas prise en compte en matiere de
rage, pas plus que celle de ses
dérivés (plasma, sérum), ni de celle
des viscéres qu'il irrigue. Ce matériel
biclogique est parfois manipulé sans
précaution. La recherche d'une
virémie serait a étendre a d’autres
especes (domestiques). L'émergence
possible de souches de rage dont la
pathogénie serait en évolution doit
donc étre surveillée dans l'intérét de
la santé publique.

En matiére d’épidémiologie de la
rage, motivation premiére de cette
étude, nous conclurons :

a) avec les souches GS3-1 ou GS7-
1, la mortalité de 100 % obtenue
chez les renards inoculés correspond
bien a la relation dose-mortalité dé-
terminée dans des études anté-
rieures pour les souches virales
parentales GS3 et GS7 (Blancou et
al, 1979a);

b) les symptdmes cliniques observés
sont ceux classiquement observés
(George et al, 1980) et ne peuvent
étre différenciés pour les 2 souches;

¢} les délais de mortalité ne different
pas de ceux que nous avions déja
obtenus lors d’expériences précé-
dentes avec les souches parentales
GS3 et GS7 et s'inscrivent aussi
dans lintervalle d'incertitude de la

relation délais de la mort/dose ino-
culée démontrée antérieurement
(fig 1) (Blancou et al, 1979a) :

d) qu'il s’agisse de la souche GS3-1
ou GS7-1, la transmission de renard
a renard est aussi efficace, et les
conséquences de cette transmission
sont identiques : rien n’indique donc
que des renards puissent survivre a
la contamination par des souches
plus récentes;

e) cependant les délais de mortalité
apparaissent significativement plus
homogenes avec la souche la plus
récemment isolée. La souche GS7-1
parait avoir acquis un caractéere de
souche «fixe» pour le renard au sens
Pastorien du terme. Or les modélisa-
tions mathématiques de la rage dé-
montrent &  quel point  un
changement, si faible soit-il, de I'un
des parametres de la transmission
peut théoriquement éteindre ou faire
flamber I'épizootie (Aubert et Artois,
1988). Une souche provoquant la
mort quasi-simultanée de tous les re-
nards contaminés par un méme in-
dividu peut entrainer une élimination
rapide des porteurs de virus avant
que ceux-ci ne contaminent un con-
génere sain. Au contraire, une plus
grande variabilité des délais de mor-
talité offrant une plus grande disper-
sion calendaire des intervalles de
contamination possible pourrait étre
un avantage épidémiologique. Ainsi
une plus grande variabilité de ces
délais (méme a moyenne égale) sup-
pose par exemple une plus grande
frequence de délais longs, permet-
tant alors le repeuplement en re-
nards d’une région avant la mort de
tous les renards contaminés sur
place. Certaines souches récentes
(GS7) auraient perdu une part de
cette variabilité et seraient géo-
graphiquement et temporellement
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moins expansives bien que restant
tout aussi pathogénes pour le renard.
Une modélisation mathematique se-
rait souhaitable pour valider cette hy-
pothése;

f) 'observation d’'une virémie ob-
tenue avec la souche GS7-1, en sup-
posant qu'elle n'existe pas pour la
souche GS3-1, (ce que nous ne pou-
vons pas conclure), pourrait-elle
avoir des conséquences épidémio-
logiques importantes ? Pour le re-
nard lui-méme, le passage du virus
dans le sang, pourrait stimuler la pro-
duction d’'anticorps neutralisants et
modifier la réponse immunitaire en-
trainant des conséquences dont la
portée est difficile a prévoir. D’autre
part, cette virémie pourrait-elle in-
duire I'émergence d'un rdle vecteur
chez les parasites hématophages
spécifigues au renard ? Des re-
cherches antérieures sur les tiques
du renard (Aubert, 1982a) et d’autres
carnivores (Aubert, 1982b) ont
montré que la virémie n’était pas suf-
fisante pour qu'un tel circuit de trans-
mission s'installe. La multiplication
du virus de la rage n’a jamais pu étre
provoquée par inoculation directe
(chez les tiques a tous les stades)
ou par nourrissage (de tiques, de
mouches). D’autre part, la transmis-
sion mécanique simple est bloquée
par la barriére gastrique ou salivaire
des tiques lorsque le virus est ino-
culé dans la cavité générale. Enfin,
la fragilité du virus de la rage rend
trés improbable la transmission d'un
virus déposé sur les piéces buccales
d'un insecte hématophage.

L'observation des renards en cage
nous a révélé qgu'au bout de
quelques jours les renards «contact»
se tenaient le plus possible a I'écart
de leur compagnon inoculé avec du
virus. Libres, auraient-ils tous été

contaminés ? La transmission de la
rage et son devenir sur le terrain ne
peuvent se limiter & une simple ap-
proche mécaniste de la pathogénie.
Le suivi du comportement des re-
nards et de son évolution sur le ter-
rain restent primordial (Aubert et
Artois, 1988).

Enfin ces expériences illustrent
une fois de plus la variabilité du virus
de la rage. Dans ce contexte on com-
prendra mieux que ce virus s'acco-
mode de densités de renards tres
variables et que les stratégies pro-
phylactiques qui visaient a réduire
ces densités aient été décevantes. A
I'inverse, ces résultats nous sugge-
rent que les campagnes de vaccina-
tion entreprises aujourd’hui devront
couvrir rapidement de grandes sur-
faces et étre suffisamment intenses
pour ne pas offrir au virus le temps
de s’adapter aux conditions nou-
velles de populations vulpines
rendues transitoirement moins ré-
ceptives par la vaccination.
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