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Résumé

La rage est une zoonose mortelle et progressive, responsable d’environ 59 000déceés humains
causeés par le virus de larage du genre Lyssavirus et de la famille des Rhabdoviridae. Elle affecte
tous les animaux a sang chaud. C’est une maladie cosmopolite et endémique, essentiellement
dans les pays en voie de développement tel I’ Algérie. Le nombre de déces en Algérie causé par
le virus de la rage est resté stable au cours des dernieres années. Des mesures alternatives
devraient étre envisagées pour atténuer I'impact de la rage sur la santé humaine, telles que des
vaccins moins chers et plus immunogenes. L’institut PASTEUR d’ALGERIE est le seul
producteur de vaccin antirabique en Algérie. Il produit un vaccin a base de cerveau de
souriceaux inactivé par la béta propriolactone. Nous nous sommes intéressés de plus pres a cette
fabrication pour mieux comprendre ce processus ainsi que les moyens de contréle tel que le test

de virulence et le test NIH qui font I’objet de notre étude.

Mot clés : pasteur -rage- immunité-vaccin-souris-controle

Abstract:

Rabies is a fatal and progressive zoonosis responsible for approximately 59,000 human deaths
caused by the rabies virus of the genus Lyssavirus and the family Rhabdoviridae. It affects all
warm-blooded animals and is a cosmopolitan and endemic disease, mainly in developing
countries like Algeria. The number of deaths from the rabies virus in Algeria has remained
stable in recent years. Alternative measures should be considered to mitigate the impact of
rabies on human health, such as cheaper and more immunogenic vaccines. The PASTEUR
Institute of Algeria is the only producer of rabies vaccine in Algeria. It produces a vaccine based
on the brains of baby mice inactivated by beta propriolactone. We took a closer look at this
production for a better understanding of the process as well as the means of control such as the

virulence test and the NIH test that are the subject of our study.

Keywords: Pasteur -rabies- immunity-vaccine-mice-control



Uaile

213 5 e daals 3y L, 3l 5 AUl 59000 N o O Jsse ) shaie s J3l8 Liiall ) s (22 3e 58 IS 2o
B Aald (Ghsias galle (e 2y oladl aall Dl 53 G saad) aas Capay 43) L Gaia e QIS
Rhabdoviridae 4lile 5 Lyssavirus 3 3all 8 Sl ela (g s ilid ol sae a3 jal) Jie 4aalall )bl
Jie cobaal)) Aaa e Gl ela 5l e ot ALl sl 8 ksl iy 3 Al cl sl 8 ) e

ol 3all iy agme Acliall Allaiad S o 2815 as 1 calalall

Uiy Al 59 Allanall 3 paaall o)) il daenl o aating Walal gty 43) 0 el 8 ISl ol =LAl aus gl inall 58

; ‘ OSSN 52 55,
Jboia) s de sl sl Jie aSaill Jile g SIS 5 Aleall Jumil agd Jal ezl 138 e daalis s Liglf a6l
Al ol aaleall



INTRODUCTION
La rage est une zoonose virale responsable d’environ 59 000déces humains par an et cela depuis
3,7 millions d’années de vie. (HAMPSON, K.et al. 2015)

La rage est presque toujours mortelle une fois les signes cliniques apparus, a la suite d’une
encéphalite aigué évolutive. La rage touche principalement les populations desservies, tant
rurales qu’urbaines, et elle est documentée depuis plus de 4000 ans (TARANTOLA, A. 2017).

La plupart des cas surviennent en Afrique et en Asie, et environ40% sont des enfants agés de
<15 ans. Tous les mammiféres sont sensibles a I’infection par le virus rabique. La transmission
de ce virus par les chiens est responsable de 99% des cas derage humaine dans les régions ou
cette maladie est endémique, une petite proportion étant due a la transmission par des animaux
sauvages (tels que le renard, le loup, le chacal, la chauve-souris, le raton laveur, la mouffette ou
la mangouste) (WHO FACTSHEET ON RABIES ,2018).

Les campagnes de vaccination de masse ciblant les chiens constituent la principale stratégie de
lutte contre la rage, interrompant la transmission du virus rabique entre les chiens et réduisant
la transmission a ’homme et aux autres mammiféres. Cette stratégie a été efficace dans
différents contextes en Afrique, en Asie, en Europe et dans les Amériques. A mesure que
I’incidence de la rage a médiation canine diminue grace a des programmes de lutte efficaces, la
rage provenant d’autres sources, bien que rare, devient plus importante, comme on 1’observe
actuellement dans les Amériques. Les especes sauvages de carnivores et les chauves-souris
(Carnivora et Chiroptera) représentent un risque plus élevé de transmission du virus rabique que
les autres especes sauvages, car elles constituent des réservoirs pour ce virus. (BIRHANE, MG
et al, 2017)

La transmission interhumaine de la rage n’a jamais été confirmée, sauf treés rarement a la suite

d’une greffe de tissus et d’organes infectés. (RUPPRETCH, CE et al, 2016)

L'analyse des données du bulletin annuel d'épidéemiologie de I'Institut algérien de santé
publique de 2010 a 2017 a réveélé que les humains meurent de la rage a un taux de 15 a 20
déces par an, avec une moyenne annuelle de 18 déces. L'analyse des données a également
révélé une recrudescence significative des cas de prophylaxie post-exposition (PPE), de 97

321 en 2010 a 121545 en 2017. Le gouvernement algérien couvre les frais de traitement par

PPE, donc l'augmentation rapportée des cas de PPE constitue un fardeau énorme pour le



budget du gouvernement. Les morsures de chien en Algérie se sont avérées étre la source de
cas de PPE (KARDJADJ, BEN-MAHDI 2019).

L’objectif de ce projet de fin d’étude est de mettre en avance les travaux de I’'TPA concernant la
lutte contre la rage avec toute transparence, une maladie que tout Algérien doit connaitre et en
cas d’exposition les moyens de prophylaxie devraient étre disponible. Notre étude est composée
d’une partie bibliographique rappelant le tableau clinique et épidémiologique du virus rabique.
De plus, une étude expérimentale qui décrit le processus de fabrications du vaccin a I'TPA.
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Dans ce chapitre nous allons aborder I’histoire de I’agent causal de larage ainsi que sa structure,
transmission, développement a I’intérieure de 1’organisme, les manifestations cliniques et les
biotechnologies qui peuvent nous permettre de diagnostiquer cette maladie et la prévenir grace
a des vaccins antirabiques, ces derniers ont évolué a travers le temps et se présentent sous formes

de trois générations avec diverses avantages et inconvénients.

Généralités sur la rage

1. Historique de la rage
La rage est une maladie connue depuis la plus haute antiquité. C'est surtout a partir du 19éme
siécle que les progres ont été observes en matiere d'approche expérimentale de la maladie et de
traitement apres que les contaminations ont débutées. A cette méme période, larage connaissait
une extension spectaculaire sur tous les continents (COLLARD, 2006. CHAIX, 2009).

Premieres recherches methodiques :

En 1804, Zincke montre que le virus présent dans la salive d’animaux enragés peut étre transmis
au lapin et au chien en souillant de bave les plaies cutanées (AUBRY, P et ROTVEL, Y 2001).

En 1821, Magendie et Breschet, inoculent la salive d’un malade atteint de la rage a un chien,
sous la peau du front. L’animal devient enragé au bout d’un mois, il mord deux autres chiens,

qui deviennent enragés a leur tour apres 40 jours (AUBRY, P et ROTVEL, Y 2001).

En 1879, Duboué suggere qu’apres la morsure infectante, le virus rabique suit le trajet des nerfs
pour atteindre le systéme nerveux central. Dans laméme année, Pierre Victor Galtier, Professeur
a I’Ecole vétérinaire de Lyon, transmet la maladie au lapin par injection de salive de chien
enragé et immunise des moutons par injection intraveineuse de virus rabique (AUBRY, P et
ROTVEL, Y 2001).

En 1881, I’équipe de Louis Pasteur (1822-1895) montre que le principal site de réplication du
virus rabique est le systéme nerveux central et qu’il est plus facile de transmettre la rage par
inoculation intracérébrale de substances virulentes (broyat de cerveau d’animaux enrageés). Ces
découvertes lui permettent, en réalisant plusieurs passages en série du virus par inoculation

intracérébrale sur le lapin, d’obtenir une souche virale fixe qui apres atténuation



par dessiccation sera utilisée en 1884 dans la mise au point d’un protocole d'immunisation sur
des chiens (AUBRY, P et ROTVEL, Y 2001).

Le 6 juillet 1885, les deux médecins Grancher et Vulpian vaccinent sous la direction de Pasteur,
pour la premiere fois un enfant de 9 ans, Joseph Meister, qui a regu 14 morsures d’un chien
enragé, toutes potentiellement mortelles et 1’enfant est sauvé. Pasteur écrit « Joseph Meister a
donc échappé, non seulement a la rage que ses morsures auraient pu développer, mais a celle
que je lui ai inoculée pour contrdle de I’immunité due au traitement (AUBRY, P et ROTVEL,
Y 2001).

Trois mois plus tard, Pasteur obtient de nouveau un succes en vaccinant Jean Baptiste Jupille,
un jeune berger mordu 4 jours auparavant par un chien enragé. Les succes de Pasteur sont
médiatisés et des fin 1885, des patients viennent d’aussi loin que Newark dans le New Jersey
pour se faire soigner. Fin 1885, sur 100 patients traités apres Joseph Meister, seulement deux
échecs sont a déplorer, durant la méme période Loir et Viala, deux collaborateurs de Pasteur
qui travaillent sur la rage, sont les premiers a recevoir une vaccination avant exposition
(BOURHY et al, 2013).

Un an plus tard, sur 1726 inoculations de Pasteur contre la rage, on ne comptait que 10 échecs.

L’Académie des Sciences décide alors la création de I’Institut Pasteur, qui ouvre ses portes en

1888(AUBRY et al, Y 2001).

Des progres sont accomplis dans la premiére moitié du XXéeme siécle. En 1903 Negri décrit des
inclusions caractéristiques de la rage : les corps de Negri dont la valeur diagnostique est montré
en 1913 par son épouse Lina Negri-Luzzani, ils seront a la base du diagnostic de la rage jusqu’en
1958 (AUBRY et al, Y 2001).

Fermi (1908) et Semple (1911) mettent au point des vaccins a partir du vaccin de Pasteur, qui

sont tous encéphalitogene, cause d’accidents neurologiques dus a la présence de myéline et

d’impuretés (AUBRY et al, Y 2001).

Il faut attendre la seconde moitié du XXeme siécle pour que des progrés considérables en

vaccinologie et en virologie soient accomplis (AUBRY et al, Y 2001) :

-En 1955, Fuenzalida et Palacios : mise au point d’un vaccin préparé a partir de cerveaux de

souriceaux nouveau-nés, contenant peu de myéline donc moins encéphalitogéne.

-En 1958 : utilisation de I'immunofluorescence directe comme technique de diagnostic.
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-En 1962, Matsumoto : mise en évidence du virus par microscopie électronique.

-En 1978 : mise au point de vaccins purifiés préparés en culture cellulaire, identification des
diverses souches de virus rabique et des virus apparentés par les anticorps monoclonaux et

utilisation de cultures cellulaire comme technique de diagnostic.
-En 1986 : étude de la structure et du patrimoine génétique du virus par biologie moléculaire.
-En 1991 : amplification génique (RT-PCR).

2. Virus de la rage

La rage est une maladie virale infectieuse, inoculable considéré comme une zoonose majeure.

2.1 Classification

L’ordre des Mononégavirales.

La famille des Rhabdoviridae(du grec rhabdos, baguette, d'aprés la forme "rectangulaire™ du

virion)

Genre Lyssavirus (lyssa de la racine lud : violent et folie) (SUREAU, P. s. d.).
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Figure 1 : arbre phylogénétique des membres de I'ordre Mononegavirales (KING et al, 2012)
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2.2 Structure

Le virus se presente sous la forme d'un batonnet, 11 mesure en moyenne 75 nm de diametre pour

une longueur variant de 130 a 300 nm, Avec une extrémité plate et l'autre arrondie, lui conférant

un aspect en "balle de revolver" tout a fait caractéristique, il existe deux autres formes :

filamenteuse et ronde. C’est un virus enveloppé avec une nucléocapside a symétrie hélicoidale

(PR. DECOSTER, A. et al. s. d.).

La nucléocapside est constituée du :

Génome : ARN de polarité négative, non segmenté. De ’extrémité 3 vers I’extrémité
5°, le génome viral (d’environ 12 kb) comprend successivement une séquence leader
non codante d’environ 70 bases, cinq geéne codant les cing protéines virales (la
nucléoproteine N, la phosphoproteine P, la protéine matrice M, la glycoprotéine G et
I’ARN polymérase ARN dependante L) et enfin une séquence trailernoncodante
d’environ 100 bases. Les différents génes sont bordés de courtes s€équences conservées
de dix nucléotides servant de signal de début et de fin de transcription
(BOURHYetal2013).

La capside : La capside résulte de I'assemblage d'environ 2000 molécules de protéine N
autour du génome, formant une nucléocapside de symétrie helicoidale qui prend l'allure
d'un ressort condensé dans l'axe du virus (PR. DECOSTER, A. etal. s. d.).

Une cinquantaine de molécules du complexe Polymérase (ARN-polymérase L et cofacteur P)
sont associées a la nucléocapside (PR. DECOSTER, A. et al. s. d.).

L'enveloppe recouvre la nucléocapside, elle est constituée :

La glycoprotéine G : Dans ladouble couche lipidique, d'origine cellulaire, sont insérées
les spicules (triméres de la glycoprotéine G), assurant la fixation du virus aux récepteurs
cellulaires. La glycoprotéine G induit des anticorps protecteurs car ils empéchent la
fixation des virions aux récepteurs cellulaires.

La protéine matrice M : la protéine M forme une couche qui tapisse la face interne de
I'enveloppe. Elle intervient dans I'assemblage du virion en réunissant les spicules et en

condensant la nucléocapside en hélice.



e Le brin génomique d'ARN - et la protéine N qui le recouvre forment une nucléocapside
hélicoidale condensée en un ressort d'une quarantaine de spires et a laquelle plusieurs
molécules L et P sont associées.

La face interne de l'enveloppe est tapissée par la matrice (protéine M).

La glycoprotéine G est insérée dans I'enveloppe sous forme de trimeres (spicules) responsables
de l'attachement et de la fusion (PR. DECOSTER, A. et al. s. d.).

Glycoprotein (G) Matrix protein (M) Polymerase (L)

Phosphoprotein (P) 4

Ribonucleocapsid
(RNP)

Nucleoprotein (N)

Alternative initiations

C/‘Z (-} strand RNA genome

¥—{I0N FOOHEMEH ¢ Hi e B—s

Figure 2 : Schéma représentatif du virus rabique en forme de balle de révolver (le schéma
du dessus) le génome du virus rabique ARN négatif monobrin (schéma du dessous) (LYSSA
VIRUS VIRAL ZONE PAGE.s.d.).

2.3 Multiplication du virus

Le virus de la rage nécessite une cellule héte pour se multiplier et se propager.

La séquence d'événements de réplication du virus de la rage in vivo peut étre divisée en trois
phases. La premiere phase, ou la phase précoce, comprend la fixation du virus aux récepteurs
des cellules hotes sensibles, et ’entrée par fusion directe du virus. La deuxiéme phase comprend
la transcription et la réplication du génome viral, et la troisieme phase, ou phase tardive,

comprend l'assemblage du virus et la sortie de la cellule infectée (ALAN C. JACKSON 2011).
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Figure 3 : cycle de multiplication des Rhabdovirus. La totalité du cycle est intra
cytoplasmique (RHABDOVIRIDAE, s. d.)

- Fixation:

Les spicules (triméres de G) se fixent aux récepteurs cellulaires. Les récepteurs doivent étre
présents sur les nombreux types cellulaires sensibles a l'infection : tissus musculaire, nerveux,
cutané, glandulaire (glandes salivaires, foie, reins). Le récepteur nicotinique de I'acétylcholine
serait important pour l'infection des cellules musculaires et des neurones par le virus rabique
(PR. DECOSTER, A. et al. s. d.).

- Pénétration :

Le virion est endocyté par la cellule, ensuite l'acidification de I'endosome modifie la
conformation de la glycoprotéine G qui acquiert des propriétés fusogéniques ; I'enveloppe
fusionne avec la membrane de I'endosome et la nucléocapside est libérée dans le cytoplasme
(PR. DECOSTER, A. etal. s. d.).

Phase des syntheses virales :

L’expression du génome débute par la transcription de I’ARN viral (le v-ARN) en ARN
messagers qui sont traduits en protéines, la libération de la nucléocapside dans le cytoplasme
active les complexes de transcription [P + L]. La protéine P, en reconnaissant le promoteur
unique situé au début du génome, favorise le positionnement de la protéine L. cette derniere,

exerce 3 activités enzymatiques :



v" ARN polymérase ARN dépendante : exercant les deux activités transcriptase /
réplicase,

v' Méthylase : pour la coiffe des ARN-messagers,

v Poly A polymérase : pour la queue des ARN-messagers

Réplication du génome :

Elle se fait par la synthése des matrices d’ARN+ (I'anti génome). Puis la synthese de nouveaux

génomes (v-ARN) a partir de ces matrices.
La transcription secondaire :

Les nouveaux génomes sont transcrits en ARN messagers qui sont traduits en protéines de

structure.
L’assemblage :

Des vésicules transportent les spicules vers la région baso-latérale de la membrane

cytoplasmique avec laquelle elles fusionnent (PR. DECOSTER, A. et al. s. d.).

Ribosomes et ARNmM Appareil Membrane
de Golgi cytoplasmique
Réticulum Réarrangements Vesicule
endoplasmique Protéolyse

Figure 4 : Synthése, glycosylation et transport des spicules viraux (d’aprés White DO
&Fenner FJ. MedicalVirology, Academicpress, 1994) (RHABDOVIRIDAE, s. d.).

La protéine M se dépose sur la face interne de la membrane cytoplasmique. Elle interagit avec
I'extrémité des spicules qu'elle rassemble avec les nucléocapsides dont elle assure la
condensation sous la forme hélicoidale caractéristique. Les nucléocapsides et virions s'amassent
dans une matrice fibreuse et forment des inclusions pathognomoniques et caractéristiques
observables au microscope optique : les corps de Negri (du nom du médecin italien, Adelchi
Negri, qui a décrit cette lésion en 1903) (PR. DECOSTER, A. et al. s. d.).
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Figure 5 : Vue microscopique des corps de Negri (RHABDOVIRIDAE, s. d.)

Libération

On peut observer soit un bourgeonnement externe des particules virales, a partir de la membrane
cytoplasmique, soit un bourgeonnement interne a partir des membranes du réticulum et de
I'appareil de Golgi (ou a eu lieu la synthese et la glycosylation de la protéine d'enveloppe G).
Dans ce cas, les virions sont transportés dans des vésicules qui fusionnent avec la membrane
cytoplasmique (PR. DECOSTER, A. et al. s. d.).

3 Epidémiologie

3.1 Sources du virus

La salive et les tissus cérébraux constituent la principale source de virus.

3.2 Cycle sylvatique et urbain

Il existe deux cycles de la rage qui sont I'urbain et le sylvatique.

Les principaux réservoirs de la rage urbaine sont les chiens. La rage sylvatique, ou rage des
animaux sauvages, coexiste vraisemblablement avec la rage canine. Les chiens errants sont les
intermédiaires entre larage sauvage et larage urbaine, ils transmettent larage a d'autres animaux
sauvages, aux herbivores et aux carnivores domestiques non vaccinés (chiens, chats) (AUBRY,
P et ROTIVEL, Y 2001).

Parallelement a la rage des carnivores terrestres coexiste un cycle de la rage des chiroptéres. On
distingue la rage des chauves-souris hématophages ou vampires, qui n’existent qu’en Amérique
centrale et du Sud, la rage des chauves-souris insectivores est de répartition mondiale et celle

des chauves-souris frugivores des régions tropicales. (AUBRY et al, 2001).
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Figure 6 : Cycle de transmission de la rage (RHABDOVIRIDAE, s. d.).

3.3 Mode de transmission du virus

Le virus de la rage se transmet par contact direct (comme par exemple a travers une peau lésée
ou des muqueuses des yeux, du nez ou de la bouche) avec la salive ou les tissus du cerveau / du
systéeme nerveux d'un animal infecté. Les gens contractent généralement la rage aprés avoir été
mordu par un animal enragé. 1l est également possible, mais rare, que des personnes contractent
la rage par d’autres lésions, ce qui peut inclure des égratignures, des écorchures ou des plaies
ouvertes exposées a la salive ou a d'autres matieres potentiellement infectieuses provenant d'un
animal enragé. D'autres types de contact, tels que caresser un animal enragé ou avec le sang,
I'urine ou les matiéres fécales d'un animal enragé, ne sont pas associés a un risque d'infection et

ne sont pas considérés comme des expositions préoccupantes pour larage (NCEZID, s. d.).

Les autres modes de transmission, a part les morsures et les égratignures, sont rares.
L’inhalation du virus de la rage en aérosol est une voie d’exposition potenticlle, mais a

I’exception des travailleurs de laboratoire, la plupart des gens ne rencontreront pas un aérosol

du virus de la rage (, NCEZID, s. d.).

Un contact occasionnel, comme toucher une personne atteinte de la rage ou un contact avec un
liguide ou un tissu non infectieux (urine, sang, selles), n'est pas associé a un risque d'infection.

Le contact avec une personne qui recoit un vaccin antirabique ne constitue pas
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une exposition a la rage, ne presente pas de risque d'infection et ne nécessite pas de prophylaxie

post-exposition, NCEZID, s. d.

Le virus de la rage devient non infectieux lorsqu'il se desséche et lorsqu'il est exposé au soleil.
Différentes conditions environnementales affectent la vitesse a laquelle le virus devient inactif,
mais en général, si le matériel contenant le virus est sec, le virus peut étre considéré comme non
infectieux (NCEZID, s. d.)

3.4 Conditions de transmission du virus

Tous les animaux a sang chaud peuvent étre contaminés. Les mammiferes tels que le chat, le
raton laveur, le renard, la chauve-souris, la vache et surtout le chien sont les plus sensibles.
Avant d’infecter I’homme, le virus rabique est généralement présent chez les animaux sauvages
puis domestiques. Le virus est déja présent dans la salive de ’animal avant ’apparition des
premiers symptomes. Généralement, cette période dite d’incubation est trés variable, elle peut
aller de quelques jours a un ou deux mois et méme jusqu’a un an chez les ratons laveurs( TPE

LA RAGE s. d.).

Ce sont les animaux sauvages qui sont les réservoirs mais aussi les vecteurs premiers. Certaines
saisons sont plus propices que d’autres a la contamination et la transmission du virus chez les
animaux sauvages. En effet, le printemps et ’automne sont les deux périodes ou le risque que
la rage soit transmise a d’autres vecteurs et/ou réservoirs est le plus élevé. Le printemps
s’explique par le fait que les animaux sortent de leurs terriers ou ils ont passé tout I’hiver en
groupe. S’il y a contamination d’un animal, le risque que le reste de la meute devienne également
contaminé est donc beaucoup plus éleve car ceux-ci vivent en grand nombre pendant plusieurs
mois. En automne, les petits quittent leur mére, il y a donc une propagation des risques plus
importante, le nombre de cas ne se multiplie pas mais il y a une dispersion des animaux. Ces

animaux sauvages peuvent transmettre ensuite la maladie a d’autres vecteurs (TPE LA RAGE

s.d):

Soit a des animaux domestiques (chiens, chats) qui sont donc en contact avec I’homme. Les
conditions de transmission du virus sont alors multiples et pour la plupart directe. Soit aux
herbivores comme les bovins. Ces ruminants peuvent €tre en contact avec ’homme et ne
mordent pas. Cependant, un fermier peut étre contaminé par une de ses vaches lors d’un léchage

a cause de coupures au niveau de ses mains (TPE LA RAGE s. d.).
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L’homme peut alors étre qualifié de “cul-de-sac” de la maladie : il ne transmet plus la maladie
(aucun cas recens¢ de morsure d’homme a homme), la chaine d’infection s’arréte. La
transmission du virus d’homme a homme peut étre cependant possible lors d’une greffe
d’organe d’un individu atteint de la rage par exemple. Des cas extrémement rares ont été
recensés, par exemple aux Etats-Unis. Un patient est décédé un an aprés une transplantation
d’organe. Apres de multiples analyses chez le donneur et le receveur, il s’est avéré que le
donneur était atteint de la rage apres avoir été mordu par un raton laveur. Ces cas peuvent étre
possibles car la rage n’est pas dépistée chez les donneurs d’organes étant donné la rareté de
cette maladie (TPE LA RAGE s. d.).

rage sauvage

réservoir
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rage domestique rage domestique
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/ distributeur
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Figure 7 : schéma représentant le cycle de transmission du virus et au sein des mammiferes a
sang chaud (RHABDOVIRIDAE, s. d.).

4 Acheminement du virus dans I’organisme

4.1 Pénétration du virus

Le virus de la rage est le plus souvent inoculé a son héte lors de la morsure par un animal
contaminé. Il se multiplie d'abord dans les cellules musculaires. Il pénetre dans le systeme
nerveux par endocytose au niveau des terminaisons nerveuses libres et des jonctions
neuromusculaires (PR. DECOSTER .Aet al. s. d.).

4.2 Invasion centripete du systéme nerveux

Les virions sont transportés dans I'axone vers le corps cellulaire ou le virus se multiplie. Les

virions qui bourgeonnent du neurone infecté, sont libérés dans I'espace inter synaptique et

13



infectent le neurone post-synaptique suivant. Le virus parvient au cerveau ou il continue sa
réplication. La maturation des nouveaux virions peut avoir lieu a la surface de la cellule et a
I’intérieur du cytoplasme (PR. DECOSTER, A. et al. s. d.).

4.3 Diffusion centrifuge a partir du cerveau

Le virus se dissémine ensuite dans tous les tissus par voie centrifuge, infectant les glandes

salivaires mais aussi l'eeil, les follicules pileux, le pancréas et les reins (PR. DECOSTER,

A.etal.s.d.).

Rage : Cycle viral

% \ Phase Phase Phase de

locale neurologique dissémination

Lgé Saliv

8

Ani \ [ Peau ]

Animaux S
SNC Muqueuses

sauvages ou
8¢ Neurone Hippocampe
domestiques  —— [ Cornée ]

périphérique

Lobes temporaux ; :
Conjonctive

Salive

Muscles
Morsures

Griffures

T4~1
Greffe de cornée ii;g

Figure 8 : Diagramme montrant les différentes étapes du virus dans I’organisme hote
(ADAMDANIEL, 2011).
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5 Réponses immunitaires

5.1 Premiéres lignes de défenses de I’organisme

De fagon général la réponse immunitaire est commune peu importe le microbe tout comme elle
peut étre unique a un agent pathogéne en particulier. Comment les réactions de I’'immunité
adaptative réagissent, s’organisent et sont contrOler est une question fondamentale en
immunologie. Mais tout d’abords c’est I’'immunité innée qui rentre en jeu (ABBAS, L, et
PILLA, 2016).

Le systéeme immunitaire inné bloque ’entrer, élimine et limite la prolifération de beaucoup de
pathogénes. Les sites principaux d’interaction individu-environnement sont : la peau, le tractus
geénital, respiratoire et gastro-intestinale. Si cette barriere physique faillit a son réle, la
pénétration du microbe fait face aux cellules de I’'immunité innée qui sont capables de provoquer
deux types de réaction (ABBAS, L, et PILLA, 2016) :

Une inflammation : Processus de recrutement de leucocytes et de protéine plasmatique a partir
du sang qui consiste a leur accumulation dans le site d’attaque et la destruction des microbes.
Les principaux acteurs sont les cytokines produites par les cellules dendritiques, macrophages
et autres cellules. Les leucocytes impliqués sont : les phagocytes, neutrophile (durée de vie dans
les tissues trés courtes) monocytes (qui se transforme en macrophages) qui ont le réle de
destruction des microbes et des cellules mortes (ABBAS, L, et PILLA, 2016).

Défense antivirale : agie de deux fagons, sois en rendant les cellules résistantes a la pénétration
viral ou bien par la destruction des cellules affectées par les cellules NK (ABBAS, L, et PILLA,
2016).

Si le microbe arrive a passer la circulation sanguine plusieurs protéines plasmatiques peuvent

le reconnaitre, le plus important est le systeme du complément (ABBAS, L, et PILLA, 2016).

Concernant la rage, Les différentes voies de pénétration du virus sont multiples et cela
conditionne la pathogeénie du virus et la réponse immunitaire du corps, plusieurs ont démontré
que la souche est déeterminante concernant la pathogénie et I’immunité. Cela a pour preuve
directe que le virus rabique est capable de stimuler, supprimé et voir s’évader de I’immunité de
I’héte infecté (JACKSON, 2013).

15



Lors d’exposition par une souche sauvage, une réplication virale dans les tissus voisins fut
remarquer (tendon muscle et tissues conjonctif avoisinant), chose qui n’est pas présente lors
d’infection par la souche fixe, le virus est directement détecté dans les nerfs périphériques et

dans les ganglions trijumeaux a 18h Pl (JACKSON, 2013).

Le RABV est vite détecté par les premiéres lignes de défense au niveau de la peau ou du muscle
(site d’inoculation) la réponse immunitaire innée inclus les mécanismes suivants : les IFN de
type 1 alpha et béta, cytokines inflammatoire et chimiokines, I’activation du complément et
I’attraction des macrophages neutrophiles et cellules NK dans le site d’infection. Cette
immunité non spécifique qui est déclenche quelques heures aprés inoculation, contrairement a
I’immunité adaptative qui est spécifique et a besoin de plusieurs jours pour s’installer. Grace a
des récepteurs les premieres lignes de défense sont capable de reconnaitre 1’agent pathogéne
qu’on appel : les PRR qui sont capable de détecter les PAMP exprime par les agents pathogenes.
Parmi les PRR : les TLR, RIG ...etc. lls sont présents a plusieurs niveaux dans la cellule
(cytosol) ou a sa surface (Membrane plasmique) ces récepteurs restent plus au moins spécifiques
car ils ne peuvent détecter qu’un nombre réduit de PAMP. Le RABV qui est un virus (parasite
intracellulaire obligatoire) est détecté par le RIG1 qui est dans le cytosol capable de se lier a
I’ARN viral JACKSON, 2013).

5.2 Immunité innée au niveau du systeme nerveux

Les neurones peuvent aussi répondre et secréter I’inférons de type 1 (prédominance de 'ITFN

beta, pas d’IFN alpha et pas d’IFN de type 3 lambda) (JACKSON,2013).

Les protéines N et P du RABV sont multifonctionnelles. Elles rentrent dans la synthése virale
et s’oppose a I'immunité innée de I’hote. La protéine N limite la signalisation au RIG1 et la
protéine P supprime la phosphorilisation qui suit la signalisation au PRR (Inhibe IRF 3 et7 et
supprime la translocation nucléaire de STAT1). Ca conduira a une baisse de sécrétion d’IFN

beta par la cellule nerveuse infectée (JACKSON, 2013).

Une réponse inflammatoire consiste a la production de médiateur pro inflammatoire qui peuvent
avoir des répercussions dramatiques au niveau du SN causant des dysfonctionnements voire la
mort neuronale. L’infection rabique provoque la sécrétion de chimiokines et de cytokines
inflammatoires quoique ces marqueurs sont vite régulés au niveau de la moelle épiniere et plus
tardivement au niveau du cerveau (JACKSON, 2013).
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Les TNF alpha et IL1 sont exprimés par les cellules gliales et I’endothélium vasculaire. Le virus
déclenche une inflammation limitée qui est inversement proportionnel a sa pathogénicité
(JACKSON, 2013).

L’infection @ RABV stimule ’expression des chimiokines et des cytokines inflammatoires sauf
que ces marqueurs inflammatoires sont vite régulés négativement au niveau de la moelle
épiniére et juste aprés au niveau de I’encéphale. La sécrétion de ces marqueurs ne se fait pas
par les neurones infectés, mais par les cellules voisines gliales et endothéliales (JACKSON,
2013).

La présence des chimiokines et cytokines est observée plus lors de forme paralytique que dans
la forme furieuse ou elles ont vite baissé. L’inflammation étant un facteur clé dans la limite de
I’infection rabique. Ce dernier n’est pas le seul a vouloir limiter I’inflammation, le systeme
nerveux lui aussi possede certains mécanismes de régulation de 1’inflammation provoquée par

le virus. Le but de cette régulation est d’éviter I’apoptose des neurocytes (JACKSON, 2013).

Pour résumer, I’inflammation au niveau du systéme nerveux est limitée par la réduction de
I’entré des leucocytes mononucléaires et macrophages, au maintien de I’imperméabilité de la
barriére hématoencéphalique et surtout minimiser la sécrétion des molécules neurotoxiques afin
de ne pas compromettre I’intégrité de la cellule nerveuse qui représente la cellule hote duvirus

(JACKSON, 2013).

5.3 Immunité adaptative

La réponse immunitaire adaptative contre un virus neurotrope qui pénétre rapidement dans les
voies nerveuses apres son inoculation dans le muscle, se produit toujours en périphérie et jamais
dans le systéme nerveux, qui est dépourvu d’organes lymphoides. Le déclenchement de la
réponse immunitaire adaptative a lieu dans les organes lymphoides ; tels que les ganglions
lymphatiques ou larate qui dépendent de I'activation des cellules présentatrices d’antigénes. Les
lymphocytes T CD4 +reconnaissent les antigénes étrangers qui ont été traité par la voie de
présentation exogene du CMH de classe Il par les cellules dendritiques activées. Une fois
présentée par le CMH, les peptides issus de I’antigeéne étranger phagocyté est reconnu par les
cellules T qui porte le récepteur approprié (TCR) et molécule CD4. La signalisation via la
molécule TCR et CD4 déclenche I'activation et la différenciation des cellules T en deux sous-
ensembles, les cellules T helper 1 (Thl) et T helper 2 (Th2). La distinction des deux sous-

ensembles, qui sont plus clairs chez la souris que chez le systeme
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Immunitaire humain, est basée sur les cytokines qu'ils sécréetent : Il'interféron-gamma est la
signature des cellules Th1l, tandis que l'interleukine-4 (IL-4) est la signature des cellules Th2.
La génération des cellules Thl est sous le contrdle de I'lL-12 produite par les macrophages et
les cellules dendritiques. Les cellules Thl limitent la prolifération d'agents pathogeénes via la
production d'IFN-gamma et apporte de l'aide pour la production d'anticorps par les lymphocytes
B. Cellules T CD8 +, contrairement aux lymphocytes T CD4 +, reconnaissent les antigenes
étrangers qui ont été traités par la voieendogéne des cellules exprimant les molécules du CMH
de classe I. Les cellules infectées chargées de peptides activent les cellules T exprimant les
molécules de surface accessoires CD8 et TCR. Les lymphocytes T CD8 + activés produisent de
I'IFN-y et tuent les cellules infectées grace a leur pouvoir cytotoxique par la libération de

perforine et de granzyme et / ou lyse par Fas (JACKSON, 2013).
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Figure 9 : Les interactions qui se produisent entre le RABV et I'immunité de
I’hote (JACKSON, 2013).

5.4 Immunité adaptative au niveau du systeme nerveux

La réponse immunitaire adaptative est indépendante de la pathogénicité de la souche viral mais
elle arrive bien aprés que le virus est rentré dans le systéme nerveux (ceux qui explique malgré
cela la mort de la personne infectée) (JACKSON, 2013).
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La plupart des infections nerveuses sont controlées par D'infiltration des lymphocytes T.
I’efficacité de cette derniere lors d’infection rabique dépond de la souche. L’infection par une
souche pathogéne (CVS) (challenge viral standard) provoque une apoptose des cellules T
infiltrant le systéme nerveux. Cette constatation n’était pas observée lors d’infection par une

souche abortive (PV) ou les cellules apoptotiques était les neurocytes (JACKSON, 2013).

L’entrée des cellules T au cerveau apres leur activation se fait grace aux molécules de surface
indépendamment de la perméabilité de la barriére hématoencéphalique qui ne régule pas I’entrée
des cellules. Cette infiltration est limitée lors d’inoculation par le CVS, par contre elle est
continue lors d’inoculation par la souche abortive. Concernant les lymphocytes B, Les anticorps
neutralisants ont été décrits comme un facteur critique pour la protection contre le RABV. La
clairance du virus par l'infiltration a été décrite lors de rage abortive. En contrepartie lors
d’encéphalite aigue rabique les lymphocytes B dans le cerveau ne sont pas détectés. Suggérant
que l'entrée restreint ou la destruction spécifique de lymphocytes B pourrait également
contribuer a la virulence du RABV (JACKSON, 2013).
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Figure 10 : Phase de la réponse immunitaire adaptative (ABBAS, L, et PILLA, 2016).
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6 Symptomes

La durée d’incubation de larage est habituellement de 10 jours a 6mois chez les chiens et chats,
la plupart c’est entre 2 semaines a 3 mois. Expérimentalement la moyenne qui a été rapporté est
de 15 jours chez les bovins, 10 jours chez les ovins et 12 jours chez les équidés. (HUDSON et
al. 1996a, b ; RADOSTITS et al. 2007). Mais peut s’étendre de moins d’une semaine a 1 an, en
fonction de facteurs tels que le site de pénétration du virus, la charge virale, I'immunité de I’hote
et la sévérité de la morsure. La période d’incubation est raccourcie dans le cas ou le site est
proche de la téte et trés innervé, par rapport a celle ou le site d’inoculation est situé aux
extrémités. De facon similaire, des morsures profondes et multiples avec une concentration

virale élevée vont provoquer une installation rapide et sévére de la maladie (GARG, 2014).

Les symptomes différent selon les espéces, ce qui conditionne la forme de la maladie
exprimee. En outre, certains signes peuvent étre si subtils qu'ils passent souvent inapercu.
Généralement, c’est une encéphalite aigué dont le résultat est toujours fatal. L’un des premiers
signes initiaux chez un animal, c’est le changement de comportement. D’autres symptomes
peuvent comporter de la fievre accompagnée de douleurs ou de fourmillements, démangeaisons
ou sensations de brilure inexpliquée a ’endroit de la blessure. La propagation du virus dans le
systéme nerveux central entraine une inflammation progressive et mortelle de I’encéphale et de
la moelle épiniére (RABIES, s. d.).

La gravité et le site des lésions décident en grande partie du tableau clinique de la maladie. En
fonction de ceux-ci, la maladie peut présenter des signes d'irritation (forme furieuse) ou
paralytique (forme muette ou paralytique). Beaucoup de cas se situent quelque part entre ces
deux formes cliniques (GARG, 2014).

Les virus issus des chauves-souris causent presque toujours une forme paralytique. Le virus dit
« fixe » qui a été modifié apres plusieurs passage intracérébral cause une paralysie ascendante
a I’opposé de lasouche « sauvage » Il y a aussi une différence géographique dans la proportion
d'animaux atteints de la forme furieuse ou paralytique. En Amérique, la plupart des cas sont
paralytiques. En Afrique et en Inde, la plupart des cas d'animaux de ferme présentent la forme
furieuse (GARG, 2014).
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Figure 11 : un chien enragé avec de la salive dégoulinant de la bouche. (HUMANLIFE, 2019)

6.1 Rage furieuse

Chez les animaux les premiers symptémes de la rage furieuse sont :

- L’agitation
- Trés grande excitation (ou I’animal a tendance a mordre par excitation).

- Ou autres changements de comportement anormaux pour 1’animal.

Si ’animal est de nature agitée, il pourra étre trés tranquille et méme chercher a se cacher. A
noter que les animaux sauvages deviennent souvent anormalement sociables et n’auront plus

peur des humains. Les animaux nocturnes peuvent aussi devenir diurnes lorsqu’ils sont infectés.

Par la suite, il y aura début progressif de la paralysie du larynx et une augmentation de la
salivation. Le larynx étant paralyse, il est difficile pour I’animal d’avaler sa salive ce qui donne
le symptdme classique de la rage ou I’animal salive abondamment. Lorsque ces symptomes
arrivent, I’animal meurt d’asphyxie, habituellement dans les 7 jours suivants, due a la paralysie
du larynx-pharynx et autres muscles servant a la respiration (RAGE ANIMALE
SURVEILLANCE ET CONTROLE, s. d.)

6.2 Rage paralytique (ou muette)

Cette forme est caractérisée par une période d’excitation beaucoup moins prononcée que la
forme furieuse. 11y aura quand méme changement de comportement chez les animaux sauvages

comme I’inhibition de la peur de ’homme. Il y a aussi la paralysie graduelle du
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systéme respiratoire qui s’installe et mort par asphyxie chez cette forme aussi (RAGE

ANIMALE : SURVEILLANCE ET CONTROLE, s. d.).

Chez I’humain, les symptomes commencent par de la fievre, des maux de téte. Par la suite, il y
a aussi une phase d’excitation suivie d’anxiété de confusion de sensibilité a la lumiére, d’une
peur de I’eau, puis d’hallucination. La paralysie du systéme respiratoire s’enchaine et une mort

par asphyxie s’en suit (RAGE ANIMALE : SURVEILLANCE ET CONTROLE, s. d.)

7 Diagnostic de la rage

L’établissement d’un diagnostic clinique de larage est délicat et d’une fiabilité limitée. En effet,
les signes cliniques de la maladie, bien que dominés par des symptémes nerveux, restent
pléomorphes et non spécifiques chez I’animal et ’homme. Seule ’hydrophobie ou 1’aérophobie
peut étre considérée comme pathognomonique de la rage humaine, mais elle n’est pas toujours

retrouvée (GARG, 2014).

Ainsi, la confirmation du statut enragé d’un animal ou d’un individu repose uniquement sur la
réalisation du diagnostic biologique. En prenant en considération la nature de la maladie, c’est
primordial que la nature des tests doit étre correctement standardisée, rapide, le plus fiable
possible en termes de sensibilité et de spécificité. Cela guide aussi a la nécessité d’institué des
mesures de contrdle épizootique dans la zone. Des résultats rapides peuvent épargner le patient
des traumas physiques et psychologiques inutiles ainsi que des charges financieres, si I'animal

ou I’étre humain n'est pas enragé (GARG, 2014).

7.1 Diagnostic chez les animaux

Chez les animaux la rage est diagnostiquée a 1’aide du test d’immunofluorescence directe. Le
but est de trouver les antigenes dans le tissu cérébral. L'animal doit étre euthanasié pour le test.
La collection de I'échantillon issu du cerveau de I'animal suspecté et son expédition vers un
laboratoire de diagnostic prend du temps bien que la conduite du test nécessite environ 2 h
seulement (GARG, 2014).

7.2 Diagnostic chez I’étre humain

Durant I’infection, le virus rabique est dissimulé a la surveillance immunitaire par sa
localisation intra neuronale. Les anticorps dans le sérum et le liquide céphalo-rachidien sont

pratiquement pas détectables voir rarement détecté avant la déclaration de la maladie ou
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pendant sa progression. Par conséquent aucun test est fiable pour diagnostiquer 1’infection

rabique chez ’homme avant I’installation des signes cliniques (GARG, 2014).

Le diagnostic intra vitam (ante mortem) de la rage une fois les manifestations cliniques
déclarées, nécessite plusieurs tests, aucun test seul n’est suffisant. Les tests sont réalisés sur des
échantillons de salive, de sérum, de liquide céphalo-rachidien et des biopsies cutanées des
follicules pileux au niveau de la nuque. La salive sert a I’isolation du virus ou a la transcription
inversée suivie d’une réaction en chaine par polymérase (RT-PCR). Le sérum et le liquide spinal
servent a détecter les anticorps. Les échantillons de biopsie cutanée sont examinés pour révéler
les antigénes rabiques dans les nerfs cutanés a la base des follicules pileux. En post-mortem, la
technique diagnostic standard consiste a détecter I'antigéne du virus de la rage dans le tissu
cérébral par le test d’immunofluorescence directe. Plusieurs nouvelles techniques et protocoles
ont éte proposes pour le diagnostic de la rage ; Cependant, le nombre signalé de cas de rage
humaine confirmés en laboratoire restent limités, en particulier en Asie et en I'Afrique, ce qui

entraine des sous-estimations du réel impact de la maladie (GARG, 2014).

L’identification de la rage ou de 1’un de ses constituants fournissent un diagnostic de certitude.
Le test le plus utilisé pour le diagnostic de rage est le test d’immunofluorescence directe, qui est
recommandé par I'OMS et I'OIE, sensible, spécifique, et pas chere. Dans le cas ou le résultat par
I’immunofluorescence directe est peu concluant ou dans tous les cas d’exposition humaine,
d’autre test comme la culture cellulaire ou I’inoculation a des souris sur le méme échantillon
peuvent étre envisagée. Refaire I’immunofluorescence directe sur d’autres échantillons peut
aussi étre recommandé. Ceci est particulierement important lorsque l'autolyse de I'échantillon

est confirmée ou suspectée (GARG, 2014)

7.3 Diagnostic de laboratoire

En résumé, le diagnostic de laboratoire de la rage animale et humaine peut étre fait par 4
méthodes : histopathologie, culture du virus, sérologie et détection de I'antigéne du virus. Bien
que chacune des 3 premieres méthodes présente des avantages distincts, aucune n'offre un
diagnostic définitif rapide (VIRAL ZOONOSES SLIDE SET, s. d.).

Histopathologie : les corps de Negri sont pathognomoniques de la rage. Cependant, ils ne sont
présents que dans 71% des cas (VIRAL ZOONOSES SLIDE SET, s. d.).
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Figure 12 : Corps de Negri ; inclusions cytoplasmiques dans cellules de cerveau de chien,
signe de l'infection (RABIES DIAGNOSIS, s.d.).

- Culture de virus : le moyen de diagnostic le plus définitif est la culture de virus a partir
de tissus infectés. La méthode la plus couramment utilisée pour l'isolement du virus
consiste a inoculer la salive, les tissus des glandes salivaires et les tissus cérébraux par
voie intracérébrale a des souriceaux. Les souris devraient développer une paralysie et la
mort dans les 28 jours. A la mort, les cerveaux sont examinés pour la présence du virus
par immunofluorescence (VIRAL ZOONOSES SLIDE SET, s. d.).

- Sérologie : les anticorps circulants apparaissent lentement au cours de l'infection, mais
ils sont généralement présents au moment de I'apparition des symptémes cliniques. Les
tests sérologiques les plus couramment utilises étaient le test de neutralisation de
I'infection de souris ou le test d'inhibition rapide de la focalisation fluorescente RFFIT.
La sérologie représente la méthode la plus utile pour le diagnostic de la rage (VIRAL
ZOONOSES SLIDE SET, s. d.).

- Détection rapide des antigenes viraux : ces dernieres années, la détection d'antigenes
viraux par immunofluorescence était devenue largement utilisée. Le tissu
potentiellement infecté est incubé avec un anticorps marqué a la fluorescéine. Les
cellules sont examinees par microscopie fluorescente pour la présence d'inclusions intra
cytoplasmiques fluorescentes. Les échantillons habituellement utilisés sont des
empreintes cornéennes (obtenues en abrasant doucement la cornée avec une lame
microscopique) ou une biopsie cutanée du cou (les cellules examinées sont les nerfs
sensoriels) (VIRAL ZOONOSES SLIDE SET, s. d.).
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Figure 13 : Micrographie révélant un résultat positif du a la présence d’antigéne antirabique
avec la technique d’immunofluorescence directe (GARG,2014).
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8 Traitement et prévention

Il n’existe aucun traitement contre la rage. Dés qu’un humain ou un animal développent des
symptomes, il est condamné a une mort certaine. Cependant, il est possible de recevoir un vaccin
apres une morsure avant que les symptomes apparaissent qui empéche le développement des
symptomes et ainsi sauve la vie de I’animal ou de la personne. Ce vaccin post-exposition doit
cependant étre administré rapidement apreés la morsure (RAGE ANIMALE : SURVEILLANCE
ET CONTROLE, s. d.)

8.1 Vaccination préventive

a) concerne les catégories socioprofessionnelles exposées a des risques permanents de
contamination (vétérinaires etc.) (TPE LA RAGE, s. d.).

Le protocole est simple : 3 injections administrées a j0, j7, j28 et le rappel est effectué un an
apres (MON CARNET DE VACCINATION ELECTRONIQUE, POUR ETRE MIEUX
VACCINE, SANS DEFAUT NI EXCES, s. d.)

8.2 Prophylaxie post-exposition

Se compose des étapes suivantes :

- Toutes les morsures, égratignures et sites d'exposition au virus rabique doivent étre
soignés des que possible aprés 1’exposition ; lavage en profondeur et rincage de la plaie
pendant environ 15 minutes, avec du savon ou un détergent, de grandes quantités d'eau
sont nécessaires. Lorsqu'elle est disponible, une préparation topique contenant de I'iode
ou un virucide similaire doit étre appliqué sur la plaie.

- Une série d'injections de vaccin contre la rage doit étre administrée rapidement apres
une exposition.

- Le sérum antirabique doit étre administré pour les expositions séveres de catégorie I11.
Les plaies nécessitant une suture doivent étre suturées sans serrer et seulement apres

infiltration sérum dans la plaie.
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Les catégories d'exposition a la rage selon 'OMS sont (RABIES VACCINES AND
IMMUNOGLOBULINS : WHO POSITION APRIL 2018) :

- Catégorie | : toucher ou nourrir les animaux, l'animal léche la peau intacte (pas
d'exposition).

- Catégorie Il : ronger une peau non couverte, égratignures ou écorchures mineures sans
saignement (exposition).

- Catégorie IlIl : Morsures ou égratignures transdermiques simples ou multiples,

contamination de la peau lésé ou muqueuse par la salive provenant de léchage

d'animaux, expositions par contact direct avec des chauves-souris (exposition sévere).

Tableau 1 : la prophylaxie post exposition recommandée selon la catégorie d’exposition

(RABIES VACCINES AND IMMUNOGLOBULINS : WHO POSITION APRIL, 2018) :

Expositions

Individus

Exposition de

catégorie |

Exposition de

catégorie Il

Exposition de

catégorie 111

individus de tout age
immunologiguement

naifs

Laver la peau exposée.

Pas de prophylaxie

obligatoire.

Lavage des plaies et
vaccination
immediate.

Le sérum antirabique

n'est pas indiqué.

Lavage des plaies et
vaccination

immediate.
L'administration serum
antirabique est

indiquée.

individus de tout age
précédemment

immunisé

Laver la peau exposée
surfaces.
Pas de prophylaxie

obligatoire.

Lavage des plaies et
vaccination
immediate.

Le sérum antirabique

n'est pas indiqué.

Lavage des plaies et
Vaccination
immédiate.

Le sérum antirabique
n'est pas indiqué.
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Vaccins antirabiques

1. Réponse vaccinale
La vaccination consiste a introduire chez un individu une préparation antigénique (La
glycoprotéine G concernant la rage) issue du virus rabique, de maniére a créer une réponse
immunitaire capable de le protéger contre la survenue de la rage. Le vaccin répond a un cahier
de charge précis : la sureté du produit (il n’induit en aucun cas la maladie), Induit une protection
durable et surtout pratique (faible codt, stable, administration aisée) (VACCINS : LES POINTS
ESSENTIELS. s. d. 2020)

Amplitude de la réponse (taux
d’Anticorps et de lymphocytes
T cytotoxiques)

/ Réponse secondaire

\
Réponse
primaire

i'a,oT' . o / 2jours Temps

I 1*~injection I'2* injection

Figure 14 : Une représentation schématisée du taux d'anticorps lors de la premiére injection
et a la deuxieme injection (VACCINS : LES POINTS ESSENTIELS. s. d. 2020)

N

Tout protocole vaccinal comprend une primovaccination :

La premiére injection a J1 donne une réponse primaire d’anticorps caractérisé par une apparition
lente, a une réponse réduite et a une sécrétion d’IgM supérieure a celle des IgG (qui sont les

plus intéressants lors d’infection).

Les deux injections a j7 et j28, vont provoquer une réponse secondaire qui sera plus rapide
distingué de la premiére par une production d’anticorps plus important avec prédominance des

19G.

2. Types de vaccin antirabique
Plusieurs types de vaccins antirabiques sont disponibles. Basé sur le substrat pour la production
de vaccins, ils peuvent étre largement classés comme premiere génération et deuxieme
génération. Ces générations de vaccins sont en outre classées comme vaccins atténuées (a base
de virus vivant, réplicatif) et inactivés (a base de virus inactivé, non réplicatif) (MESLIN et al,

1996). Avec l'aide de nouvelles technologies, des vaccins
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recombinants ou a sous-unites sont en cours de développement. Ceux-ci sont appelés vaccins
de troisieme génération (NANDI & KUMAR, 2010).

2.1 Vaccins antirabiques de premiére génération

La premicre génération de vaccins antirabiques a été produite a partir de substrats d’animaux
tels que le tissu cérébral et les ceufs embryonnés. L’utilisation de tissus nerveux d'animaux
adultes pour la production du vaccin était basée sur des techniques développées par Louis
Pasteur. Tissus nerveux de moutons, chévres, rats, lapins et souris ont tous été utilisés pour la
production de vaccins, embryons de canard et de poulet (UMENO, 1921). Vivant et inactivés
les vaccins de premiére génération ont été largement utilisés chez les animaux également
(PEREZ et PAOLAZZI, 1997).

L'encéphalomyélite et la polynévrite étaient les complications les plus courantes apres
I'administration de vaccins de tissus cérébraux d'animaux adultes chez I'homme (MESLIN et
al, 1996). Des signes similaires ont également été observés chez les moutons, les chiens, les
primates et les animaux de laboratoire (JERVIS, 1954 ; OMS, 2013).

Des études ont demontré que les complications etaient dues a réactions allergiques a la protéine
basique de la myéline (EYLAR et al, 1969). Pour surmonter les effets secondaires
neurologiques et autres liés au tissu cerébral des animaux adultes des vaccins, des tissus
cérébraux de nouveau-nés allaités ont éte utilises, car ils étaient considérés comme exempts de
myeéline. La production de vaccins a partir d'embryons d'oiseaux a été préconisée comme
alternative pour réduire les complications neurologiques (PECK et al, 1955), mais ces vaccins
ont présenté des complications neurologiques, bien qu'a un degré moindre que les vaccins a
tissu nerveux. (TREJOS et al, 1974).

Les vaccins antirabiques préparés a partir de tissus nerveux ou d'ceufs embryonnés,
inévitablement contenaient de grandes quantités de protéines tissulaires. Ces protéines ont
provoqué des réactions allergiques et ont inhibé de maniere compétitive l'expression des
anticorps de I'n6te contre les protéines virales ainsi la diminution de la puissance vaccinale
(FENJE, 1960).

2.2 Vaccins antirabiques de deuxiéme génération

En 1958, Kissling a propagé avec succes le virus de larage dans les cellules rénales de hamster

(KISSLING, 1958). Par la suite, le virus de la rage s'est également propagé dans les
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cellules rénales porcines et canines (ABELSETH, 1964). Cela a conduit au développement de
vaccins dérivés de cultures cellulaires de seconde génération (FENJE, 1960). Des vaccins
atténués et inactivés peuvent étre produits en utilisant une culture cellulaire (ABELSETH,
1964).

Les lignées de cellules de rein de bébé hamster (BHK-21) ou d'embryon de poulet sont utilisées
pour la production de vaccins antirabiques a usage vétérinaire (KALLEL et al, 2002). Les
cultures de cellule BHK-21 ont I'avantage d'une réplication rapide du virus qui produit de grands
volumes de virus et permettent la production a grande échelle de vaccins (SUREAU, 1987 ;
PEREZ& PAOLAZZI, 1997).

L'un des principaux problemes liés & la production de vaccins a partir de cultures cellulaires
¢tait I’exigence d'ajout de sérums d'animaux pour augmenter la prolifération cellulaire. Ce fut
un inconvénient important, car le sérum animal de haute qualité est colteux et donc
considérablement augmenté le colt de la production de vaccins de culture cellulaire par rapport
aux vaccins dérivés de tissus. D’autres problémes liés a la production de vaccins par culture
cellulaire comprennent une variation importante entre les lots de cultures et le risque de
contamination par des micro-organismes tels que les bactéries, les champignons et les virus
(PAY et al, 1985).

2.2.1 Vaccins atténués ou vivants

Les vaccins atténués peuvent étre produits soit par atténuation en série in vitro en utilisant des
cultures cellulaires (BHK-21) ou des passages in vivo chez la souris (MESLIN et al, 1996). La
suspension virale récoltée est ensuite diluée pour produire une dose suffisante pour immuniser

les especes cibles.

Les vaccins atténués sont plus simples et moins chers a produire car les exigences pour les
cultures virales et les cellules sont beaucoup plus basses. De plus, comme le virus est vivant, il
peut infecter et se répliquer dans cellules hétes induisant une meilleure réponse immunitaire (en
termes de titre et de durée de protection). La vaccination est simple car les vaccins peuvent étre
administrés par voie orale, intranasale ou par voie intraoculaire et intramusculaire. C'est
particulierement utile pour la lutte contre la rage chez les animaux sauvages ou l'administration

orale via des appats est la méthode la plus pratique (BROCHIER et al, 1991).
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Le principal probléme avec le vaccin atténué est le risque de pathogénicité résiduelle. Il y a des
cas de rage induite par le vaccin ont été signalés chez des carnivores et des bovins sauvages. La
pathogénicité résiduelle pose également un risque potentiel pour les gestionnaires et la
contamination de l'environnement si le virus revient a son type sauvage pathogéne. En outre,
les vaccins atténués étaient sensibles a de légeres variations de température de la chaine froide
et ont entrainé une perte d’immunogénicité (RODRIGUES, S. et al, 2000).

2.2.2 Vaccins inactivés

Actuellement, ce sont les vaccins les plus utilisés pour la prévention de la rage. Le virus entier
est inactivé par la chaleur ou des agents chimiques. La béta-propriolactone, I'éthyléne-imine et
le thimérosal sont des agents couramment utilisés pour l'inactivation du virus (MINKE et al,
2004). lls inactivent le virus sans affecter son antigénicité.

Apreés inactivation, le virus est concentré par ultrafiltration, et des adjuvants tels que I'hydroxyde
d'aluminium et le phosphate d'aluminium sont ajoutés pour améliorer la réponse immunitaire.
Le vaccin peut étre conservé sous forme lyophilisé ou dans une suspension liquide (MESLIN
et al, 1996). Les souches de virus utilisées pour la production de vaccins inactivés comprenaient
le virus d'épreuve standard 11 (CVS), Pittman-Moore, Nishigahara et le virus Pasteur. La
plupart des vaccins inactivés actuellement utilisés sont produits en utilisant culture cellulaire
telle que les lignees cellulaires BHK-21 (OMS, 2013).

ATCC Number: CCL-10
Designation: ~ BHK-21

High Density

‘Scale Bar » 100um

Figure 15: Photo de la lignée cellulaire BHK-21 (ATCC: THE GLOBAL BIORESOURCE
CENTERSs. d.).
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Les vaccins inactivés sont plus stables et plus sdrs a utiliser que les vaccins vivants (MESLIN
et al, 1996), s'il était bien préparé, il ne devrait pas y avoir de risque de retour a sa forme
pathogéne. Apres l'achevement des protocoles de vaccination, les vaccins inactivés peuvent
produire une immunité a long terme. Des essais chez I'hnomme ont montré une protection qui
dure aussi longtemps que 14 ans. En outre, des expériences chez les chiens ont démontré une
immunité protectrice méme a de faibles titres d'anticorps détectables (MESLIN et al, 1996). Un
autre avantage est que les vaccins inactivés peuvent étre utilisés en combinaison avec d'autres
vaccins. Des essais réussis ont été menés a l'aide d'un vaccin combiné contenant la rage et la
fievre aphteuse chez les veaux (PALANISAMY et al, 1992).

Cependant, les vaccins inactivés ne sont pas aussi immunogenes que les vaccins vivants. En
particulier, laréponse immunitaire est plus lente et de grandes quantités d'antigene, d'adjuvants
puissants et des doses de rappel sont nécessaires pour induire une immunité adéquate. Comme
les cellules hotes ne sont pas infectées par les vaccins inactiveés, ils induisent une réaction
immunitaire plus faible & médiation cellulaire que celle induite par les vaccins vivants (MINKE
et al, 2004). Bien que des adjuvants tels que I'hydroxyde daluminium et le phosphate
d'aluminium améliorent la réponse immunitaire, ils peuvent provoquer des réactions allergiques
au site d'injection ainsi que des sarcomes et troubles auto- immunes (DAY, 2006). Enfin, une
inactivation incompléte pourrait étre dangereuse pour le personnel et I'environnement (MINKE
et al, 2004).

Le besoin d'une masse antigénique plus elevée, d'adjuvants puissants et d'un processus efficace
d'inactivation signifie que méme si le sérum animal n'est pas requis, le co(t de production des

vaccins inactivés est plus élevé que ceux des vaccins vivants.

2.3 Vaccins antirabiques de troisieme génération

Les vaccins antirabiques de troisieme génération comprennent l'acide désoxyribonucléique
(ADN) et des vaccins recombinants. Ces vaccins ont été développés pour réduire la
pathogénicité des vaccins vivants et en méme temps d'augmenter leur puissance. A base d'’ADN
les vaccins sont construits sur un vecteur plasmidique qui exprime la glycoprotéine du virusde
larage. Ces types de vaccins sont faciles a produire et en outre, le plasmide bactérien a un effet

adjuvant qui a augmenté I'ampleur et la durée de la réponse immunitaire (WANG etal, 1998).
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Des vaccins antirabiques recombinants ont été développés en utilisant des virus tels que le
poxvirus, les adénovirus et les rhabdovirus comme vecteurs, des phénotypes viraux avirulents
ont été obtenus en remplacant le codon arginine en position 333 dans la séquence du géne dela
glycoprotéine avec d'autres acides aminés tels que la glycine, la leucine ou la cystéine
(TUFFEREAU et al. 1989). Cette séquence génique avirulente a ensuite été insérée dans des
virus vecteurs pour produire un vaccin antirabique recombinant (BROCHIER et al, 1991). Les
vaccins recombinants sont efficaces lorsqu'ils sont administrés par voie orale et sont donc
principalement utilisés chez les animaux sauvages. Le vaccin est plus sOr car aucun virus vivant
de la rage n'est utilisé dans sa production (OIE, 2013). Cependant, I’efficacité et les effets
secondaires du vaccin antirabique recombinant doivent étre approfondis. Les vecteurs peuvent
provoquer des maladies chez les animaux inoculés et les humains. Des mutations pourraient

survenir dans génes inséerés et ainsi restaurer la virulence de la rage (SUGIYAMA & ITO, 2007).
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PARTIE EXPERIMENTALE



Objectif de I’étude
Les seuls moyens médicaux de lutte contre la rage sont la prophylaxie pré et post exposition.
Sur le marché Algérien, deux types de vaccins sont disponibles : le vaccin importé cellulaire et
le vaccin tissulaire fabriqué au niveau de L’IPA (RAGIVAC N.D). D’ou I'objectif de cette
partie qui représente une étude descriptive du processus de fabrication du vaccin antirabique au
sein de I'institut PASTEUR d’ALGER.

Matériels

1. Animaux

- Souriceaux : Des souriceaux de 4 jours de souche NMRI non consanguine sans
distinction de sexe. Ces souriceaux proviennent du service d’animaux de laboratoire qui
entretiennent 1’élevage de cette souche a I'IPA de KOUBA.

- Souris : souche NMRI.

2. Souche virale utilisée

- Lasouche virale fixe de Louis Pasteur-Saigon.

Cette souche a été obtenue aprés de nombreux passages du virus de lapin a lapin afin d’obtenir
un virus doué¢ d’une virulence stable. Louis pasteur et Emile roux ont inoculé la matiére
virulente (parcelle d’encéphale de chien enragé) a des lapins apres avoir essayé sur des chiens.

L’expérience reproduite sur des lapins présente moins de risque pour le manipulateur.

Louis Pasteur a obtenu un vaccin en diluant la virulence du virus contenu dans la moelle épiniere
des lapins. Il a décidé de suspendre la moelle de lapin dans des flacons ou elle est exposee a
I'air, dans une atmosphére exempte d'humidité ce qui entraine la diminution de la virulence
jusqu’a sa disparition (TROISIEME EPOQUE : 1877 - 1887 2016).

L’entretien de la souche viral en vue de la fabrication du vaccin se fait sur cerveau de lapin.

Une suspension de cerveau de lapin infecté est préparée dans 1’eau distillée stérile et conservé

par congélation (-20°C) (Master lot).

Elle constitue le lot de semence a partir duquel on prépare lasuspension pour I’inoculation aux
souriceaux nouveau-nés, a condition qu’elle réponde aux différents criteres apres réalisation de

tests de stérilité et de titrage (Seed lot).

Caractéristiques de la souche fixe (caractére constant et permanant qui sont propre a la



souche) :

e Durée d’incubation
e Manifestation clinique (Symptomes)
e Pouvoir pathogene, en fonction des voies d’inoculation

e Lésion histologique (Corps de Negri)

3. Matériel non biologique

Tampons/ réactifs :
Béta-propriolactone : inactive la suspension virale du vaccin avant la lyophilisation
Merthiolate : éthyle mercure (thiomersal) conservateur antiseptique et antifongique

Solution d’Enders : tampon stabilisant qui contient du phosphate de sodium monosodique,

chlorure de sodium, soude et de ’eau permutée.
Appareillages :

- Agitateurs magnétiques

- Centrifugeuse réfrigérée

- Balance

- Chambre chaude +37°c

- Pompe a vide

- Pompe péristaltique

- Hotte a flux laminaire : PSM 11 (poste de sécurité microbiologique)
- Vortex

- Congélateur -20°c

Meéthodes

La production du vaccin antirabique a usage humain est réalisée par la technique Fuenzalida-
Palacios utilisant comme substrat de production des souriceaux a la mamelle car ses animaux
sont moins encéphalitogéne (LABORATOIRE DES VACCINS ET SERUMS
ANTIRABIQUES s. d.).

Les qualités primordiales de ce vaccin comme tout vaccin antiviral sont : I’innocuité,

I’activité, la stabilité et facilité¢ de production.



Etapes de fabrication

La Décongélation Le Broyage La Centrifugation

Ajout du
Merthiolateet
saccharose

Inactivation par le Recupération du
BPL surnageant

Test de Test de
virulence virulence
résiduelle initial

Test de Test de
stérilité stérilité

Figure 16 : diagramme récapitulatif des étapes de fabrication et des points de contrdles.
Diagramme personnel

1. Préparation de la matiere cérébrale
1.1 Inoculation :
L’inoculum est préparé a partir du lot de semence, la suspension obtenue doit contenir environs

100 DL50. L’injection de 0.01ml de I’inoculum se fait par voie intracérébrale a des souriceaux

nouveau-nés agés de moins de 4 jours.



Figure 17: souriceaux nouveaux nés de moins de 4 jours préts a étre inoculé séparés des
souris adultes. Photo personnelle

1.2 Récolte :

Quatre jours apres I’inoculation, tous les souriceaux vont présenter des paralysies et sont donc
euthanasiés. Ils sont maintenus sur un support en bois au moyen d’un lien en caoutchouc en
prenant soin de bien présenter la boite cranienne de fagon a étre la plus externe possible. La

peau de la téte et du cou de chaque animal est désinfectée avec de la teinture d’iode.

Dans une enceinte fermée équipé d’une hotte a flux laminaire, on aspire les cerveaux a I’aide
d’une pompe-a-vide reliée a un flacon contenant une solution d’antibiotiques (kanamycine,

pénicilline).

Le trocart qui est reliée au flacon est planté dans la cavité cranienne (région frontale) ce qui
permet I’aspiration de la matiére cérébrale. Durant ce prélévement le flacon est plongé dans de
la glace pilée, de maniere que les cerveaux ainsi récoltés sont mis sous une agitation a froid
(+4°C) durant 2 a 3 heures pour homogénéiser et introduire la kanamycine. Puis ils sont

conserves a -70°c jusqu’a utilisation.



Figure 19: matiére cérébrale virulente récoltes. Photo personnelle



2. Préparation du vaccin

Cette préparation se fait dans un local muni d’une hotte a flux laminaire.
Mode opératoire :

Une quantité appropriée de matiere cérébrale est décongelée sous 1I’eau du robinet et le mélange

est soumis a un broyage pendant 15 minutes.

La suspension tissulaire est centrifugée pendant 1h a 3000tours/min, le surnageant recueilli est

clarifié, additionné dans une jarre a un litre et demi de solution d’Enders.

Le jarre est relié a une pompe péristaltique par une tubulure qui permet de transférer le mélange

a un Bulk contenant 9 litres de solution d’Enders.

Laisser en agitation pendant un certain temps. Puis deux prélevements seront réalisés (2 fois 10
ml du mélange) : I’'un servira a titrer la virulence initiale du virus et ’autre a Vvérifier la sterilité

du mélange.

Ensuite le virus est inactivé a la b -Propriolactone durant au moins 4 heures a température

ambiante.

Une fois les 4 heures écoulees, le merthiolate (50ml) est additionnée (1g pour 15 litres de

suspension vaccinale).

Prélever encore une 2 fois 10ml du mélange pour veérifier I’inactivation du virus (test d’activité

résiduelle) et la stérilité.

Afin de controler la qualité de la production du vaccin, un ensemble de tests in-vivo (les tests
de virulence initiale, d’activité résiduelle, d’activité NIH) et in-vitro (test de stérilité) sont
réalisés sur des échantillons tout au long du processus et en particulier en amont et en aval de

I’étape d’inactivation virale.

La solution de vaccin en bulk est répartie dans des flacons uni dose a raison de 0,77 ml/flacon,
avant lyophilisation du produit. Un autre contr6le de qualité (stérilité, activité et toxicité) est

réalisé sur le produit conditionné, apres reconstitution du vaccin.



Matiére

Pompe

L cérébrale
péristaltique

Figure 21: matériel d’extraction de la mati¢re cérébrale. Photo personnelle



Filtre

millipore

Bulk contenant le
mélange  (matiére

cérébrale + tampon)

Agitateur

Figure 22: inactivation de la matiére cérébrale. Photo personnelle

3. Test de controdle

- Test de virulence initiale :

L’objectif de ce test est de connaitre le titre de la suspension en particules virale avant

I’inactivation.

Le titrage d’une suspension virale (surnageant) consiste a évaluer le nombre de particules
infectieuses par unité de volume en calculant la dose létale capable de tuer 50% des souris

inoculées par voie intracérébrale (DL50)
- Test d’activité résiduelle :
L’objectif de ce test est de vérifier ’absence de virus viable dans le vaccin inactivé.

Cette épreuve est réalisée sur un échantillon de la suspension virale inactivée et prélevé avant

’addition d’autres substances, qui sera inoculé a des souris par voie intracérébrale.

C , : . . :
Toutes les souris d’épreuve seront gardées en observation au moins 16 jours ; pendant cette
période aucun animal ne devra présenter des symptomes de rage ou d’une autre atteinte du

systéme nerveux centrale.



4. Test de stérilité

L’objectif de ce test est de verifier I’absence de germes dans les suspensions. Il doit étre effectué

sur la suspension virale avant et aprées son inactivation.
Les milieux de cultures suivants sont appropriés pour I’épreuve de stérilité :

Le milieu liquide au thioglycolate est essentiellement destiné a la culture des bactéries
anaérobies, mais il permet aussi la culture des bactéries aérobies. Le milieu aux peptones de
caséine et de soja (bouillon trypticase soja) est surtout destiné a la culture des bactéries aérobies,

mais il permet aussi la culture des champignons.

Cette épreuve doit s’effectuer dans des conditions aseptiques sous une hotte a flux laminaire
afin d’éviter toute contamination accidentelle durant 1’essai ce qui donnerait des lectures

faussement positives.

En utilisant au minimum 10ml de vaccin, on ensemence 2 tubes de milieu aux peptones de
caseine et de soja, et deux tubes de milieu au thioglycolate. Une partie des milieux destinés a la
détection des bactéries est incube & 37°c et une partie destinée a la détection des champignons
a température ambiante pendant au moins sept jours. Des milieux témoins non inoculés seront

incubés a chacune des températures d’incubation.

Les milieux sont examinés a I’ceil nu pour détecter une croissance de microorganismes pendant

et a la fin de la période d’incubation.

Si aucune croissance de microorganisme n’est observée, la préparation examinée est considerée
comme stérile, dans le cas contraire la multiplication de microorganismes dans la suspension se
traduit par une turbidité du bouillon. Celle-ci est rejetée, c'est a dire ne passe pas le test de
stérilité.

5. Test d’activité (NIH)
Le principe du test NIH consiste & immuniser des souris avec des concentrations variables de

vaccin, puis a les soumettre a une épreuve virulente.

Les dilutions utilisées sont : 1/5, 1/25, 1/125, 1/625, 1/3125 (10 souris pour chaque dilution,

un total de 50 souris)
Le protocole de vaccination des souris ; j1 et j7, épreuve par le virus rabique challenge le j14.

Pendant 16 jours nous rapportons le nombre de souris vivante, morte et paralysée.



Le but de ce test est de calculer la DESO et la valeur antigénique du vaccin testé et de lacomparée

au vaccin de référence (qui doit subir la méme épreuve) avec une valeur antigénique connue.
Deux facteurs doivent étre pris en compte :

La DL50 du vaccin utilisé sur les souris doit étre entre 5 et 50 DL50, sinon sois il va étre tres

Iétal ou pas du tout virulent.

La valeur antigénique du vaccin test ne doit pas étre inférieure a 0.3 sinon ce dernier est

rejeté.
Calcule de la valeur antigénique :
Exemple du lot S299 :
Log10 (de la dilution correspondante) létal a 5% =k + x
x : logarithme de I’inverse de la plus faible dilution.

k: titre constant dépond du nombre de souris vivante et du nombre de souris utilisé selon les

tableaux en annexe.

Log10 (de la dilution correspondante) létal a 5% =0.7+0.98

10"-1.68 (DES0 absolue) — DE5S0 du vaccin de référence (10"-2.31) = 1.68-2.32=A(-0.63)
Anti log de A =B/ anti log -0.63 (10"-0.63) = 0.23

B * la VVa du vaccin de référence (1.86)= Va du vaccin a expertiser = 0.23-*1.86=0.43



Resultats
Nous avons suivi le déroulement de la fabrication du vaccin jusqu’a I’obtention des résultats

des tests de 17 échantillons de différents lots.

1. Résultat du test d’innocuité

Nous avons apporté les résultats des différent tests effectués sur le vaccin lors de la production
de deux lots a expertisés. Par ordre de prélevement, nous exposerons les résultats des tests de
virulence initiale, d’activité résiduelle et du test NIH qui est trés important lors du control du

vaccin.

2. Résultat du test de virulence initiale

Apres récupération de la matiére cérébrale, I’'un des tests primordiaux a pratiquer avant
I’inactivation du virus, c’est le test de virulence initiale. L’inoculation par quatre dilutions
graduelles de matiére virulente, de trois groupes composés de dix souris chacun nous a donner
les résultats représentés dans le tableau 2. Il est important de mentionner que 1’observation des

souris dure 16 jours.

Les résultats du nombre de souris mortes par les différentes dilutions de virus lors du test de

virulence initiale sont affichés dans le tableau 2 ci-dessous :



Tableau 2 : Nombres de mortalité des souris inoculées lors du test de virulence initial avant

inactivation par le BPL a partir de différentes dilutions

Dilutions -4 =5 -6 -7 TOTAL %
S299 10 10 9 ND 29 72.5
S300 10 10 8 2 30 75
S306 9 6 <) 5 23 57.5
S308 10 0 1 1 12 30
S309 10 8 5 0 13 32.5
S310 10 10 4 0 24 60
S311 10 10 5 1 26 65
S312 10 10 2 2 24 60
S313 10 10 8 1 29 72.2
5298 10 9 6 1 26 65
S297 10 8 6 1 25 62.5
5292 10 10 8 6 34 85
S291 10 8 9 2 29 72.5
S290 10 9 7 1 27 67.5
5289 10 10 8 2 30 5
S287 10 10 9 3 32 80
S281 10 10 9 5 34 85




Dans le tableau 2, le nombre de souris morte pour chaque dilution est noté ainsi a la fin le nombre
total de ses dernieres. Aux dilutions -4 et -5 une forte mortalité est observée, les concentrations
virales sont plus élevées. La dilution -7 comporte le nombre de mortalité le plus basse car le
virus est moins concentré. Le lot S299 n’a pas été dilué a -7. Concernant les lots S306, S292 et
S281 une mortalité de souris plus élevé a ladilution -7 comparé aux autres lots. Le nombre total
de souris mortes des lots S292, S287 et S281 est plus élevé, ils dépassent les 80% de mortalité.
Le lot S308 a connu 0 mortalité lors d’inoculation par la dilution -5. Nous observons que le lot
S306 est caractérisé par le taux de mortalité le plus faible qui est de

57.5 %. La moyenne de mortalité de tous les lots étudiés est de 62.5 %.

Les résultats des titres viraux calculés lors du test de virulence initiale sont illustrés dans le

tableau 3 :

Tableau 3 : résultats du test de virulence initiale de la matiére cérébrale

N° Quantité de MC Titre viral DL50
S299 10540
S300 100
S306 807 1038
S308 829 100
S309 830 109
S310 105
S311 10°1°
S312 105
S313 1063
S298 769 10519
S297 810 10°%
S292 774 1059
S291 768 1054
S290 844 10520
S289 825 10°%°
S287 807 10570
S281 819 1059




D’apres le tableau 3, il a été apporté en premier lieu la quantité de matiére cérébrale récupérée
lors de la récolte, cette derniere varis entre 844g pour le lot S290 et 768g concernant le lot
S291. Les poids des lots suivants : S299, S300, S310, S311, S312 et S313 n’ont pas pu étre
récupérés. La moyenne de matiere cérébrale récupérée est de 807g.

En ce qui concerne les titres viraux, il est important d’observé en premier lieu les variations
de ces derniers. Nous observons que les titres viraux varient entre 10*% du lot S308 et 106
du lot S292. La moyenne de la DL50 de ces lots est de 10°12,

3. Résultats du test d’activité résiduelle

Une fois le virus contenu dans la matiere cérébrale est inactivé par la BPL, le test d’activité
résiduelle est appliqué. Pour cela, le virus rabique est inoculé a 20 souris. Une observation de

16 jours est obligatoire pour noter toute manifestation clinique.

Les lots précédents ont tous subis un test d’activité résiduelle (virulence résiduelle) et ils avaient

tous une DL50 nulle avec 0% de mortalité.

4. Résultat du test NIH

Comme déja cité auparavant, le test NIH qui est le test le plus important dans le control du
vaccin. Ce test consiste a rechercher la dilution du vaccin a expertiser qui protége 50% des
souris vaccinées contre une épreuve virulente donnée. Le virus challenge est dilué a -3.90 et est
inoculé a j14 aprés I’'immunisation des souris en j1 et j7 et doit avoir une DL50 comprise entre
5DL50 et 50DL50.

Les résultats du test NIH sont représentés dans le tableau 4. Deux données sont relevées, la dose
efficace a 50% du vaccin ainsi que sa valeur antigénique. La DE50 du vaccin de référence dont
les souris ont été inoculées varie, car elle est refaite a chaque test de chaque lot. La valeur

antigénique de ce dernier est constante.

Va (du vaccin de référence) = 1.86



Tableau 4 : la Présentation des DE50 et des valeurs antigéniques

Titre viral DE50
N du ot Titre de vaccin du vaccin de Valeur
DE50 REF antigénique

5299 10163 107231 0.43
300 10182 10231 0.60
306 10189 107231 0.71
S308
S309
S310
S311
S312
S313
S208 10168 10203 0.83
5207 10175 10210 0.83

S292 avant 10175 10235 0.46

lyophilisation
$292 apres 10-1.00 10224
lyophilisation

S290 10+ 102% 0.37
S291 109 102% 0.44
5789 10203 10252 0.60
S787 10175 10231 0.51
So81 10147 10182 0.83

Dans le tableau 4, des variations sont observées entre les DE50, de 101 du lot S292 & 1029
du lot S289. Suite au résultat du lot S292 le résultat n’était pas satisfaisant, un test de NIH d’un
échantillon du méme lot avant lyophilisation a été appliqué pour connaitre la source d’erreur.
Nous avons déduit d’aprés les résultats avant lyophilisation que la problématique réside dans le
processus de lyophilisation en considérant le résultat avant cette derniére satisfaisant. Les autres

lots n’ont pas connu ce probléme.



Concernant les titres du vaccin de référence, malgré une valeur antigénique unique, des légeres
variations ont été noté entre 1082 du lot S281 et 102 comme valeur minimal de plusieurs lots,
le S287, S289, S290 et S291.

Les lots S308, S309, S310, S311, S312 et S313 n’ont pas encore eu leurs tests NIH.

La moyenne des titres du test NIH des vaccins que nous avons expertisés :

DE50 = 10162

-LogDE50
3

H DE50 des
vaccins des
lots a
expertiser

H DESO du
vaccin de
REF S239

Figure 23 : histogramme 1 des lots a expertiser en fonction de leurs DE50 et la DE50 du
vaccin de référence



Figure 24: histogramme 2 des lots a expertiser et celui de réference en fonction de leurs
valeurs antigéniques.

L’histogramme 1, représente les lots de vaccins a expertiser en fonction de leurs DE50 ainsi la
DE50 du vaccin de reférence fait parallélement (la DESO dans 1’histogramme est en —log10
DE50). Nous notons la différence entre ces deux valeurs précédentes et que la plupart des lots

se rapproche de la DE50 du vaccin de référence sauf le lot S292.

L’histogramme 2 représente les lots de vaccins a expertiser en fonction de leurs valeurs
antigeniques. Le lot S292 est de valeur antigénique la plus basse. Le lot de référence S239

possede la valeur antigénique la plus élevee.



5. Produit fini

Le produit biologique est lyophilisé, conditionné, étiqueté puis conservé et distribué par la suite.
Le vaccin antirabique produit dans I’ Algérois est nommé RAGIVAC (ND) administré en sous

cutané (SC) et en intradermique (1D).

Figure 25: Le vaccin RAGIVAC ND conditionné et étiqueté produit dans 1’ Algérois a
I’Institut Pasteur (IPA). Photo personnelle



Discussion

En premier lieu, il est important de mentionner que le test NIH est valable du fait que parmi les
conditions de viabilité, la survie de la majorité des souris ayant la dose la plus concentré du
vaccin et lamort de la majorité des souris ayant recu la dose de vaccin la plus dilué, concernant
le vaccin de référence. Pour nos vaccins a expertiser la survie de la majorité des souris ayant
recu la dose la plus €levée suffit pour valider le test NIH. Les résultats de la plupart des lots a
expertiser étaient satisfaisants. Les conditions de validit¢é du vaccin au sein de I’institut
PASTEUR d’ALGER est le calcul de la valeur antigénique et que cette derniére doit étre

impeérativement au-dessus de 0.3.

Les lots que nous avons expertisés hormis, le lot S292 ont une valeur antigénique supérieure a
0.3 de ce fait ils sont tous valide. Concernant le lot S292, un test NIH avant sa lyophilisation a
été appliqueée, le résultat de ce dernier était satisfaisant car sa valeur antigénique était supérieure
a0.3. Laseule suggestion possible qui pourrait expliquer la baisse de la valeur antigénique apres
sa lyophilisation est un probléme lors de la lyophilisation liée a I’humidité relative lors de ce

procédé technologique.

En ce qui concerne les lots restants, il est important de mentionner que la valeur antigénique
était inversement proportionnelle a la différence des DE5S0 des vaccins a expertiser et celle des
DE50 des vaccins de reference. Plus cette difference est faible plus la valeur antigénique est

élevée.

La variabilité du test NIH, est due premiérement a la variabilité des conditions lors de chaque
test. Le manipulateur ainsi que les souris sont aussi considérés comme source de cette variation.
Pour limiter cette derniére, toutes les souris sont contrélées et un seul manipulateur pratique
I’inoculation lors de chaque test. Le test NIH comprend plusieurs inconvénients, nous citons le
nombre exorbitant de souris utilisé dans un seul test pour chaque lot (plus de 150 souris) ainsi

que le temps qu’il consomme et la souffrance animale.

Il aurait été plus intéressant de comparer ces résultats si nous avions fait d’autres types de test
d’activité. Des titrages d’anticorps post vaccinaux pour vraiment quantifier la réponse vaccinale
de ces vaccins. Des tests in vitro des épitopes immunogenes de la glycoprotéine de la rage
fournissent des informations pertinentes sans consommer d'animaux. Le test NIH est un test
semi quantitatif d0 au nombre de dilution pratiqué mais surtout ¢’est un test qualitatif (protége/

non protégé) ou les souris qui survivent représente des souris immunisées contre la



rage. Le test NIH reste le seul test réglementé d’aprés L’OMS concernant le vaccin rabique

humain.

D’aprés nos résultants issus des tests de virulence initiale, les matic¢res cérébrales des lots
expertisés sont bien actives. Apres traitement a la béta propriolactone, le test de virulence
résiduelle indique la disparition des effets virulents, et qui n’ont a aucun moment provoquer la
mort (la maladie) aux souris inoculées. Cela démontre clairement I'efficacité de la BPL sur le

virus rabique.

La variabilité des DL50 peut étre expliquée par la variabilité de la quantité de la matiére
cérébrale récoltée. Cette derniére connait seulement de légére variation et d’apreés nos
constatations, elle n’a aucune influence. Le facteur influengant est la multiplication virale du
virus fixe, car il ne faut pas oublier que le virus est cultivé sur un tissu vivant (cerveaux de
souriceaux). Il aurait été intéressant de comparer ces resultats en utilisant bien évidant la méme
souche issue du méme cerveau de lapin qui est au 21éme passage avec d’autre méthode de

culture viral, comme les cellules VERO afin d’étudier la variabilité de laDL50 du virus rabique.

Il est néanmoins important de rappeler que le test d’activité résiduelle, doit donner comme

résultat 0% de mortalité apres inoculation du virus apres son inactivation au BPL.

Le B-propriolactone est largement utilisée pour la production de vaccins viraux inactives, pas
que celui de la rage mais aussi contre la grippe. D’autre inactivateur sont utilisés comme
I’éthylénimine binaire BEI pour inactiver le « foot-and-mouth disease virus » virus de la fievre
aphteuse. Une étude avait montré I’effet inactivateur et I’implication dans la réponse vaccinale
du BPL, BEI et le formol sur le virus de la gastroentérite transmissible qui est fatale pour les

porcines et la vaccination est la seule mesure de contréle contre cette maladie (Zhao et al. 2020).

Leur résultat a montré que les trois groupes expérimentaux peuvent induire une réponse
humorale et cellulaire (I’inactivation devrait ne pas affecter I'immunogénicité de 1’antigéne
viral). Le groupe qui a subis une inactivation au formol avait une meilleure réponse humorale
par un pic plus élevé en IgG. Cependant le groupe inactivé par le BEI avait montré une

excellente réponse cellulaire (Zhao et al. 2020).

Le choix de I’inactivateur n’est pas au hasard, plusieurs tests et recherches sont faits

préalablement, concernant le BPL qui donne de bon résultat d’inactivation concernant la rage



et le virus de la grippe. Le formol quant & lui malgré la bonne réponse humoral (I’'IgG est un
indicateur important dans 1’évaluation du vaccin) son potentiel d’inactivation était médiocre sur
le NDV (New Castle Disease Virus) comparé a ’inactivation au BPL (ZHAO et al. 2020).

Le formol a méme était prouvé abrasif et altere des sites antigéniques sur la capside du
Poliovirus. L’institut des vaccins des pays bas (NVI) a démontrer le BPL comme alternative
possible a I’inactivation du Poliovirus avec un potentiel immunogene plus important que du

Poliovirus inactivé par le formol (STEPHEN L.CORHI 2009, s. d.).

A I'IPA comme nous avons démontré auparavant, I’inactivation du virus se fait par le BPL qui
est surveillée par des points de contr6le qui sont représentés par des tests de virulence résiduelle
et initial

La préparation des vaccins antirabiques a été longtemps étudié afin d’évoluer la méthode, cela
implique : une meilleure immunisation, un faible risque d’infection et surtout pas de réactions
secondaires non désiré de type encéphalitogene. La méthode classique implique 1’utilisation de
souriceaux qui est utilisé en Algerie au sein de I’Institut Pasteur d’Alger (IPA). Dans le monde,
plusieurs autres techniques sont en cour d’évolution notamment la culture cellulaire a base de
cellules Fibroblastique de bovin ou de canard ou bien de différentes autres especes. L’utilisation
méme de cellule embryonnaire de poumon humain. Le vaccin préparé sur cerveau de souriceau
nouveau-ne a encore une place privilégiée, tant par sa bonne tolérance que par son codt. Il est
important de noter, que I’utilisation des souriceaux est privilégiée par I’absence de myéline dans
les fibres nerveuses contrairement a des souris adultes. 1l est important de savoir que la myéline
favorise I’infection et aide le virus dans son cheminement vers le systeme nerveux central. Le
but est de seulement produire une grande quantité de virus et a favoriser sa multiplication sans
endommager les tissus. Cependant, le vaccin préparé a partir de tissu cérebral, encore utilisé
dans les pays en voie de développement, est encéphalitogene a cause de la présence de myéline
et d’impuretés dans les préparations. D’ou I'utilisation des cellules non nerveuse comme les
cellules embryonnaires de bovin ou de poulet, des fibroblastes humains ou des cellules rénales
de bovin. La culture cellulaire représente une source virale pure et stable avec une utilisation
moindre des animaux de laboratoire (LOUCQ et al. 1985).

Le colit élevé et le manque d’expérience avec les cultures cellulaires représente des

inconvénients qui empéche I’ Algérie d’en produire les vaccins a base de culture Véro.



L’utilisation des souriceaux réduit le risque de virulence da a la myéline et ’inexistence des

facteurs encéphalitogéne dans I’encéphale.

Concernant les excipients contenus dans les vaccins, ils comprennent essentiellement des
conservateurs (mercurothiolate dans le cas de vaccin antirabique a I’TPA) ou des stabilisants de
nature soit glucidique (saccharose ou lactose), ou protidique comme des acides aminés (glycine,
acide glutamique), ou des protéines (albumine humaine ou recombinante, gélatine de veau (faut
qu’il soit indemne d’ESB, ou de porc (faut qu’il soit un indemne d’un certain cancer)). Les
différents stabilisants ajoutés dans les vaccins visent a éviter la dénaturation de ’antigéne lors
de I’étape de lyophilisation ou en cas d’exposition a la chaleur. La quantité d’antigéne contenu
dans un vaccin peut étre extrémement petit, de I’ordre d’une dizaine de microgrammes ou
moins, En absence d’excipient, ’antigéne ne serait pas récupérable et adhererait aux parois des

flacons.

La vaccination humaine étant trés importante, celle des animaux 1’est encore plus, vu la

proportion de cas humain dd aux morsures de chien (premiére source de la rage humain).

La proportion d'animaux vaccinés dépend souvent, de la bonne volonté des propriétaires, qui
varie selon la gravite de la situation épidémiologique locale (zones urbaine ou rural), I'étendue
des incitations, de l'efficacité économique de la vaccination et de la qualité de I'information du

public qui est trés négligé en Algérie.

Une législation efficace devrait intégrer les éléments suivants, par ordre de priorité décroissante.
Protéger les zones indemnes de maladies contre l'infection des zones infectées (en vaccinant
animaux en transit). Protéger les especes les plus dangereuses pour I'homme (chiens, chats et
bovins). Protéger les animaux a haut risque ou a valeur économique considérable (bovins,
chevaux, précieux reproducteurs de toutes les espéces). Cependant, ce sont souvent les animaux
les plus a risque qui recoivent le moins d’attention (ex : chiens de garde, chats de ferme, bétail
en élevage extensif) et qui, par conséquent, paient le plus lourd tribut a la rage (BLANCOU, s.
d.).

La vaccination des animaux sauvages contre la rage par voie orale est actuellement appliquée
uniquement sur le renard roux européen. En Algérie, la proportion d’animaux sauvage quisont
concerné dans la transmission du virus rabique est trés peu documentée et tres négligé.
Expérience acquise au cours des douze derniéres années en France, Suisse, et plus tard la

Belgique et I'ltalie ont montré que seuls les vaccins vivants sont efficaces lorsqu'ils sont



administrées au moyen d'appats, a condition qu'ils aient un titre minimum de 107unités
infectieuses par ml. L'innocuité de ces vaccins dépend sur la souche de virus, les souches les
plus freqguemment utilisées étant 'ERA standard. Comme pour les animaux domestiques, le but
de ces vaccinations est de réduire l'incidence de la rage avant qu’elle n'atteigne I'homme et, si

possible, supprimer la source du virus dans la faune sauvage (BLANCOU, s. d.)

Les 3 générations de vaccins développés que nous avons étudié au cours de notre partie
bibliographique présentent des avantages ainsi que des inconvénients qui influent le choix du
vaccin produit ou commercialisé connaitre ses points est primordiale si I’ Algérie envisage une
évolution concernant la production des différents vaccins antirabique. Pour la premiere
génération leur co(t faible présente I’avantage principale néanmoins des inconvénients tels des
complications neurologiques (encéphalomyélite, polynévrite) et des réactions allergiques se
manifestent souvent. La deuxiéme génération permet une production a grande echelle de
vaccins. Cependant cette dernieére nécessite I'utilisation de sérum animal de haute qualité et
couteux ce qui augmente le colt de la production de vaccins, en outre la variation importante
entre les lots de culture et le risque de contamination durant ce processus de fabrication
représentent les principaux problemes. La troisieme génération permet de produire un vaccin
plus sdr car aucun virus vivant de la rage n'est utilisé dans sa production. Ces vaccins peuvent
étre administrés par voie orale et sont donc principalement utilisés chez les animaux sauvages,
de plus ils augmentent I'ampleur et la durée de laréponse immunitaire. Malgré cela les données
scientifiques sont toujours incomplétes sur ’efficacité et les effets secondaires de ce type de
vaccin, les vecteurs peuvent provoquer des maladies chez les animaux inoculés et les humains
et des mutations pourraient survenir dans des génes insérés et ainsi restaurer la virulence de la

rage.

Nos visites a I'[PA, nous ont initiées grandement a une chaine d’industrie médicale trés
importante. La fabrication d’un vaccin est loin d’étre négligé, car son premier but est de prévenir
une maladie. Si d’une fagcon ou d’une autre, des effets secondaires se manifesté le vaccin perd
toute crédibilité surtout si dans notre cas le virus de la rage ne pardonne pas, des vies sont mis

en jeu en cas d’échec dans une étape de production ou de controle.

En ce qui concerne les voies d’administrions des vaccins, les études ont bien montré que la voie
d’administration a un grand impact dans la réponse immunitaire. Le nombre de cellules
présentatrice d’antigene (CPA) et la composition du tissu ou se fait I’injection du vaccin peut

avoir un role dans la réponse vaccinal.



Pour I’instant deux voies d’administration était étudier concernant les vaccins antirabiques : la
voie intramusculaire (c’est la voie utilisée en Algérie) et la voie intradermique (qui représente
une voie trés immunogéne). Ce n’est pas le seul avantage, en intramusculaire (IM)
I'administration nécessite un flacon entier, alors que l'administration de I'ID nécessite une
fraction. Ca permettra d’accroitre la disponibilité et de baisser le colit de vaccination. La
prophylaxie post-exposition par ID a été rapportée pour permettre une réduction des codts de
vaccination de 60 a 80% par rapport a un calendrier IM avec le méme vaccin (DENIS et al.
2019).

Quand est-il de la voie intraveineuse, le vétérinaire Gauthier ’avait utilisé pour immuniser des
moutons en injectant du virus vivant par voie veineuse puis inoculer le virus rabique par sa voie
naturel (les tissus musculaires prés des terminaisons nerveuses). L. Pasteur avais utilisé le méme
procéde sur des chiens mais tous les chiens étaient morts. La déduction que Mr. Pasteur atirer,
c¢’est I’incapacité d’immuniser par voie sanguine du au tropisme nerveux du virus et a la virémie
qui est sois transitoire ou méme absente. Depuis, aucune etude n’a vu le jour concernant ce

chapitre.



Conclusion et perspective :
L’Algérie est un pays endémique a la rage, plus de 15 cas de déces par ans sont déclarés au

niveau du territoire national. Une maladie ou aucun cas devrait étre tolérer. Malgreé cela le mot
rage fait plus référence a un état d’esprit qu’une maladie mortelle dans la culture Algérienne.
Cela implique un manque de sensibilité considérable. Nous avons suite a cela décide de
travailler sur le vaccin humain du virus de la rage afin d’exposer le procédé de sa fabrication

ainsi que de donner ses valeurs usuelles.

Notre étude décrit clairement un procédé de fabrication du vaccin antirabique. Parmi les
multitudes procédées de fabrication des vaccins, 1’ Algérie utilise toujours la technique de base
proposée par Fuenzalida et Palacios en 1955. Depuis, cette date et grace aux avancés dans les
sciences médicale, pharmaceutiques et ceux concernant la biotechnologie la production de

vaccin a connu une amélioration spectaculaire surtout concernant les vaccins recombinants.

\

Cette méthode utilisée a I'IPA consiste a cultiver le virus sur cerveaux de souriceaux.
L’inactivation du virus se fait grace a la beta propriolactone qui jusqu'a présent a donner de trés
bon résultat comparé a son prédéecesseur le phénol. Le vaccin antirabique est titré par le test NIH
qui montre malgré sa variabilité et ses inconvénients reste le seul test réglementé par ’'OMS
concernant le vaccin rabique humain. Nos résultats suite a ce test fut satisfaisant ou méme lors
d’un éventuel accident ou probléme les échantillons pris dans chaque étape permette un meilleur
contréle de la qualite cela en ce qui concerne le 10tS292. Le vaccin est stabilisé par le merthiolate

et le saccharose est utilisé pour des fins technologiques pour lyophiliser le vaccin.

L’IPA nous a ouvert ses portes pour étudier la production des moyennes biologiques de lutte
contre la rage. Une perspective peut étre lointaine mais des plus intéressantes serait une étude
comparative entre le procédé de fabrication en Algérie et des autres laboratoires a travers le
monde, nous aurions aimé utiliser différent type de test d’activité et de cultiver le virus dans des
cellules non nerveuse. Une étude comparative de d’autre agent d’inactivation et d’étudier les

variabilités qui peuvent engendrer sur le virus rabique.



Annexes :

Annexe 1 : Valeurs numériques pour calculer les titres (facteur de dilution = 10)
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TABLE 3. NUMERICAL VALUES FOR CALCULATION OF TITRES:
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TABLE 4, NUMERICAL VALUES FOR CALCULATION OF TITRES:

Annexe 2 : Valeurs numériques pour calculer les titres (facteur de dilution 2 et 5)
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