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La Rage en 2005

¥ 30.000 a 50.000 morts / an
« > 98% pays en développement (PED)

« surveillance insuffisante
V' >95% morsure chien

<5%... - autres carnivores
- chauves-souris

¥ prévention: vaccins (pré- et post-exposition)
« culture cellulaire: sdrs et efficaces, trop chers pour les PED
« les PED continuent le tissu nerveux (encéphalitogéne)

K thérapie: aucune

2 semaines /7 ans

1 semaine

Un virus neurotrope
PERIODE D 'INCUBATION
« inoculation périphérique (muscle, ...)
@ e terminaisons nerveuses (jonction neuro-musculaire)
E * de neurone en neurone (moteur + sensitif)
Qe transport axonal rétrograde (25mm/jour)
* SNC (marqueur des réseaux neuronaux)

PERIODE SYMPTOMATIQUE
« dysfonctions neuronales
(neurotransmetteurs, ...)
« infection tissus non-neuronaux
(glandes salivaires)

« transmission
(morsure, aérosol)

MORT

le virus rabique

N/ Genre Lyssavirus
N/ Famille Rhabdoviridae

N/ Ordre Mononegavirales
« enveloppé
« ARN négatif non segmenté
« matrice encapsidée
(ARN + N) = RNP

« lue par | 'ARN-polymérase
ARN dépendante (L + P)

Génome rabique

RNP hélicoidale (virus ARN -) }
(Schoehn et al., J. Virol. 2001) 750A l '
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Cycle viral

candidats

...dans le neurone recepteurs

nAchR p75NTR NCAM

Epidémiologie

. LaRage est une zoonose
qui a toujours éte liee aux carnivores

« des personnes ont vu un ou deux hommes mordus et ils sont morts »

vecteurs carnivores

sauvages

domestiques Chiesn

Q

chiropteres

bovins

porcins

équins
ovins

une maladie, des Lyssavirus




Génotype 1
Rage classique

* variant cosmopolite
« variants autochtones
 adaptation virus/vecteur

variant cosmopolite
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Genotype 1

Rage classique
chiropteres

« adaptation virus/vecteur
« équilibre (co-adaptation)

* > 50 genres (>150 sp.)
infectés par 1 lyssavirus

Mode d 'évolution du génome
des Iyssavirus (ARN (-) non segmenté)
(Badrane & Tordo 2001, J. Virol 75:8096-104)

pas d 'évidence de recombinaison
mutation ponctuelle puis sélection
pression de sélection variable selon les genes

modele neutre
synomynes (ds) > non-synomymes (dn): ds/dn (>7)
sélection positive locale (glycoprotéine G: marqueurs d 'espéce)
évolution « lente », identique pour toutes les lignées
ds: 4,3 104/ site / an
dn: 1,85 105/ site / an

arbre phylogénétique
<lyssavirus» enraciné

b ectodomaine G
b «neighbour-joining»

Y les lyssavirus
de chiroptéres
existaient avant
ceux de carnivores

Arbre phylogénétique
des lyssavirus avec
horloge moléculaire

changements d 'hote
chiroptere->carnivore

« prédits »

< variant raccoon (E.USA)

' variant putois (S.w.USA)




Franchissement de la barriére d 'espéece
K risque d 'émergence d 'un nouveau vecteur

adaptation

IR homme malp

mammif.

’réservoir +\ 1
\ vecteur J

’réservoir S

vecteur
cul de sac

Changements d 'hétes « naturels »
de chiroptére a carnivore

GT1: Myotis var -> renard (Prince Edward Island, Canada, 1985)
Daoust et al., 1996, J. Widlife Dis, 32, 403-406

* GT5: EBLV-1 var -> mouton (Danemark, 1997)

-> martre (Germany, 2001)

Stougaard et Ammendrup, Rabies Bull Eur., 22, 6
Miiller et al, Rabies Bull Eur., 25, 9-11

Ronsholt, Rabies Bull Eur., 26, 15

-> chat: Ab. anti- EBLV-1 (Danemark, 2004)

« GT1: Eptesicus var  -> putois (Arizona, 2001)
Smith et al 12th RITA Conference, 47

en 2004 toujours transmission putois->putois

Susceptibilité des mammiféres terrestres
aux lyssavirus de chauves souris
(infection périphérique i.m.)

* GT1: Eptesicus var  -> putois ++
Hughes et al., 2004, J. Clin. Microbiol., 42, 299-306

« GT5: EBLV-1 var -> souris ++
-> chien/chat +/-

-> furet ++

->renard - signes cliniques / sérologie ++

-> mouton - signes cliniques / sérologie ++
* GT6: EBLV-2 var -> furet - signes cliniques / sérologie ++

-> renard - signes cliniques / sérologie ++

->smouton - signes cliniques / sérologie ++

Fekadu et al., 1988, Arch Virol, 99: 187-203
Vos et al., 2004, J. Med. Vet B., 51: 55-60  ; 51: 327-32

Conclusion

Susceptibilité des mammiféres terrestres
aux lyssavirus de chauves souris
(infection périphérique i.m.)

Variant Eptesicus (GT1) pathogéne pour le putois
Virulence différente de EBLV-1 et EBLV-2 chez le furet
EBLV-1 - > infection léthale
EBLV-2 - > infection non |éthale, abortive

taux d'anticorps élevé dans le sérum, ‘immunité stérilisante’

Faible virulence le EBLV-1 et EBLV-2 pour le renard, mouton

Perspectives de Control

Europe Ouest

Nord Australie
USA
Ameérigue Latine
. carnivores LIBRE
8hlenS sauvages  Cchiroptéres ?
u
Asie, Inde
Moyen-Orient s

Maghreb, Europe Est

Afrique sub-saharienne

* EBLV2, Ecosse:
« ABLV, Philippines:  Arguin et al. 2002, EID 8: 258-62
« ?2??, Thailande:
« 2?2, Cambodge: Reynes et al. 2004 EID 10: 2231-4

Co-évolution ancienne entre
les chiropteres et leurs variants :
Sont-ils toujours pathogénes ?

Traces de Lyssavirus chez les chiropteres (surveillance)

*« RABV, USA:
« EBLV, Espagne:

Shankar et al. 2004, J. Wildlife Dis. 40: 403-13
Echevarria et al. 2001, J. Clin. Mic 39:3678:83
Serra-Cobo et al. 2002, EID 8: 413-20
Brookes et al. 2005, EID 11: 572-8

Lumlertdacha et al. 2005, EID 11: 232-6
2% - 60% seropositivité (elisa, anticorps neutralisants)

présence d'antigénes de lyssavirus (rare)
presence d’ARNs de lyssavirus (trés rare)




Cas de rage “indigene” en Ecosse - 2002

«1° cas indigéne case de rage
en GB depuis 100 ans

< 2" cas humain de EBLV-2
(4¢me EBLV cas en Europe)

Fooks et al., (2003).
J.Med. Virol. 71(2):281-9

Conclusions

+ Les chauves-souris capturées sont apparemment en bonne
santé et ne montrent pas de signes cliniques

<« De 'ARN EBLV-2 n’'est pas détecté dans la salive de
chauves-souris séropositives

< Aucune chauve-souris en bonne santé n’excrete de virus
dans sa salive

« Evidence de “clearance” et de survie

Brookes et al. 2005, EID 11: 572-8

Fort-Collins, USA (Eptesicus fuscus)

Shankar et al. 2004, J. Wildlife Dis. 40: 403-13

Captures de colonies dans des immeubles

16-22% seropositivité pour RABV

Pas d’excrétion de virus vivant, pas de virus dans le cerveau
Individus séropositifs en 2001 recapturés en 2002 et 2003.

2/36 individus capturés meurent de rage (Eptesicus fuscus variant)
Les autres en contact sont toujours en vie 2 ans apres capture
au dela de la période d"incubation de la rage chez la chauve souris

Conclusions:

« Chauves-souris exposées a la rage: anticorps sans
infection

< Chauves-souris séropositives: immunes aux expositions
ultérieures

Transmission entre especes de chauves souris
(Wellenberg et al. 2002 Arch Virol. 147:349-61)

Zoo Hollande -> Danemark (non pathogéne / pathogene)

EBLV1 ARNS (75%)
EBLV1 antigénes (17,5%)

Eptesicus fuscus Rousettus aegyptiacus

EBLV1

Transport axonal rétrograde: RNP ou endosome 7

transport axonal rétrograde

' porté par les microtubules
V' orienté dans | ' axone: (+) synapse vers (-) soma
non orienté dans les dendrites
V' moteur: complexe dynéine/dynactine (1000 Kda)
2 chaines lourdes, 2 intermédiaires, 4 légeres inter., plusieurs légéres

V' LC8: au contact du cargo
trés conservée dans | 'évolution: « levure / homme : 49%
« rat/ homme : 100%




La protéine P des lyssavirus (RNP) interagit avec
la chaine Iégére de la dynéine LC8 (au contact du cargo

V' Criblage d 'une banque d 'ADNc en double-hybride
* > 45% des clones positifs codent LC8

V' Co-immunoprécipitation P/LC8
V' Microscopie confocale P/LC8

V' LC8 incorporée dans les virions

Transport axonal rétrograde: plutdt RNP

Possible réle(s) de | * interaction P-LC8

« transport axonal de la RNP ???
Réduction de la dissémination périphérique
de mutants Sad DA chez le souriceau nouveau né

« Pathogénicité:
LC8 is un inhibiteur de nNOS synthase qui régule le

niveau de NO in vivo

L " infection rabique du cerveau de rat augmente iINOS
dans les macrophages et la microglie, ce qui corréle avec
la sévérité clinique et une réduction de | 'activité ncNOS

(Akaike et al., 1995, J. Neurovirol 1: 118-125)

Diversité fonctionnelle des Lyssavirus

Pathogénicité des lyssavirus: deux groupes

I.C. &% ) % ¥ Tous les lyssavirus

Rage
q,'\’ ABL
X © EBLL
QO EBL2
O Duvenhage

‘ - Lagos-bat
G{’ Mokola

Pathogénicité des Lyssavirus

pathogénicité im




Glycoprotéine G: marqueurs de pathogenicité

R 333
GT1-PV KSVRTWNEI IPS KG
GT1-Myotis KSIKTWNEV IPS KG
GT7-ABL NQVRTWNEI IPS KG
Groupe 1 GT5-EBL1 KSVREWKEV IPS KG S
GT5-EBLI KSVREWTEV IPS KG
GT6-EBL2 KSIREWTDV IPS KG
GT4-Duv KSVREWKEI IPS KG

R 333 '
GT2-Lagos  LKVDNWSEI LPS KG )
GT2-Lagos  LRVDSWNDI LPS KG

Lyssavirus et apoptose (protéines G & M)
Prehaud et al. 2003, J. Virol, 77, 10537-10547
Kassis et al. 2004, J. Virol, 78, 6543-6555

Groupe 2 Gr3_Mokola KRVDRWADI LPS KG )
GT3—Mgkglz KRVDKWADI LPS KL apoptose
I - a protéine G
sites antig. protéine M

candidats récepteurs protéiques des lyssavirus

nAchR P75NTR NCAM
Lentz et al Tuffereau et all Thoulouze et al

Science, 1982 EMBOJ., 1998 J. Virol., 1998

Interaction p75NTR / G protéine lyssavirus
(Tuffereau et al. 2001, J. Gen. Virol 82:2061-67)

interaction avec p75NTR

Evolution de | 'épidémiologie de la rage
en Europe de | 'Ouest

La rage peut étre éliminée des

carnivores domestiques par vaccination
e France 1941

Rage chien | s 1 4rique latine 1985 2003




Progression de la rage
vulpine en Europe |

rage canine %5_\2
'
194@ ’

adaptation
chien ->renard ?

rage vulpine .

La rage peut étre éliminée des
Carnivores sauvages par vaccination ORALE

(rage en France, 1991)

> 3000 animaux
positifs (renards) / an

Campagnes de vaccination orale (renard)

MERIAL VIRBAC KLOCKE
recombinant vaccine virus atténué virus atténué
protéine G (mutant echapmt (passages)
anigénique)

la rage en France
1998

Rage( GT1)
variant vulpin

EBL1 (GT5)
Eptesicus serotinus

Rage (GT1)
variant canin
‘ (Egypte?)

~

la rage en France
1999

Lagos Bat virus (GT2) P
Roussettus sp

Bruxelles

Bordeaux

. Afrique

source: Afssa Nancy

la rage en France
2000

EBL1 (GT5)
Eptesicus serotinus




La rage en France
2001

EBL1 (GT5)
Eptesicus serotinus

Rage (GT1)
Variant canin
(Maroc)

Rabies in France
2002

Rage (GT1)
Variant chien
(Maroc)

EBL1 (GT5)
Eptesicus serotinus

Rage animale en France 1998-2002

-> 3 animaux importés
2 chiens
1 chauve-souris

-> 14 indigénes 1 renard
lchat <1998

12 E. serotinus

Régles OIE :
depuis 2000 la France libre de rage !

rage humaine en France
1924: dernier cas autochtone

1977-2003: 20 cas importés

Mexique, Maghreb, Moyen-Orient , Afrique , Madagascar, Inde...

Ecosse
(Fooks et al., 2003 J. Med. Virol, 71: 281-9)

2002: ->ler cas humain

chiroptérologue, mordu, non vacciné
EBL2 (GT6): Myotis daubentonii

Regles OIE : GB est libre de rage !

Rage en Europe de | 'ouest aujourd ’hui

cross-neutralisatio

Prévention :

Les vaccins disponibles sont-ils adaptés
a | 'évolution actuelle des lyssavirus ?




Vaccinologie: le vaccin de Pasteur HOMME
« souche « fixe » par passages successifs sur cerveau de lapin fg;vrﬁalé)de [ouion
« attenuée par dessiccation durant 15 jours a 23°C
cerveau de souriceau
(Fuenzalida)

oeuf embryonné

culture cellulaire
(HDCV - Koprowski)

s9nuane No SaAldeuUl

souris
“chien

Accroitre le spectre des vaccins:
Glycoprotein G chiméres
57 ECTODOMAIN cytoplasmic
w (ag. sites &vepimpes) domain
" hinge |||
NH2 I cooH




charniére

Induction d 'Ac neutralisants contre EBLs par
les plasmides pGPV et pGEBL1-PV

charniere

|
charniere

Ac neutralisants induits par pGPV, pGMok-PV et
pGMok contre les Lyssavirus

charniére

antigene-épitope

B (polio) - Tc (LMCV)

CONCLUSIONS

|_es lyssavirus proviennent des chauves-souris a partir d 'ou ils
« débordent » régulierement chez les carnivores
Erradication difficile, contréle possible

Dans les pays ayant controlé la rage des carnivores par
vaccination parentérale (chien) ou orale (renard, O. Europe)
La rage des chauves-souris émerge épidémiologiquement

Plusieurs génotypes de Lyssavirus (EBLs, Mokola, Lagos bat,...)
divergent des souches vaccinales

Accroitre le spectre des vaccins (démonstration faite)
Vaccins: rage -> EBLs -> lyssavirus
| a protéine G des lyssavirus peut porter des épitopes étrangers
vaccination multivalente (1 animal, plusieurs pathogénes)
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