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Résume

Malgreé de grands progres dans le décodage des mécanismes de la maladie, la rage reste I'une
des principales causes de mortalité humaine dans le monde. La rage est entierement évitable.
Tous les déces sont le résultat d'un échec de la prophylaxie. La prise de conscience du risque

de contact avec des animaux enragés est cruciale.

En vue de mettre en avant les travaux de I’institut pasteur d’Alger concernant la lutte contre la
rage, cette étude comprend une description du processus de fabrication du sérum antirabique au
sein de cet établissement afin de subvenir aux besoins de la population pour la prophylaxie post

exposition.

Mot clé : rage-cheval-sérum-prophylaxie-RFFIT



Abstract

Despite great progress in decoding the mechanisms of the disease, rabies remains one of the
main causes of human mortality in the world. Rabies is completely preventable. All deaths are
the result of prophylaxis failure. Awareness of the risk of contact with rabid animals is crucial.

In order to highlight the work of the Pasteur Institute of Algiers concerning the fight against
rabies, this study includes a description of the manufacturing process of the anti-rabies serum
within this establishment in order to meet the needs of the population for the post-exposure
prophylaxis.

Key words: rabies-horse-serum-prophylaxis-RFFIT
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Introduction

La rage, maladie mythique connue depuis plus de 4000 ans, conserve jusqu’a nos jours son
auréole de terreur au sein des populations ; du fait qu’elle soit toujours mortelle chez I’homme,
lorsqu’elle est déclarée. Elle constitue un probléme de santé majeur ; ’Organisation mondiale
de la santé (OMS) classe la rage au dixieme rang en ce qui a trait a la mortalité attribuable a

I’une ou 'autre des maladies infectieuses dans le monde. (PICARD. 2012)

La rage tue environ 59 000 personnes chaque année dans le monde, en moyenne un déces
chaque 10 minutes, essentiellement dans les pays en voie de développement. La distribution de
la rage humaine refléte celle de la rage animale. A I’instar des autres pays en développement,
I’ Algérie est également un pays infecté par la rage animale et humaine. Elle été classée comme
zoonose majeure par les pouvoirs publique et a fait I'objet de plusieurs études épidémiologiques.
(DAO, 2007).

La rage provoque une encéphalite mortelle qui peut atteindre tout étre vivant a sang chaud. Une
fois la maladie déclarée le patient est condamné. C’est pour cela que la prophylaxie qu’elle soit
sanitaire ou médical doit étre rigoureuse et avec le moins de risques aux patients. Le
développement de la biotechnologie a permis d’élaborer différents moyens de luttes contre le
virus. La serothérapie qui est en Vérité la seule issue en cas de contamination confirmée ou
suspectée, elle se présente sous différentes formes : les anticorps polyclonaux et les anticorps
monoclonaux. L’utilisation de ces différents produits est établie selon des avantages et

inconvénient de chacun d’eux.

L’objectif de ce MASTER, est d’approfondir nos connaissances concernant la production de
sérum polyclonal au sein de I'institut PASTEUR ainsi que la technique RFFIT utilisé pour le
contrdle du sérum. Ce projet est constitué d’une partie bibliographique qui décrit la maladie de
la rage et I’agent causal, les sérums antirabiques utilisés en PPE travers le monde, et une partie

expérimentale qui décrit le processus de fabrication du sérum et les résultats du test RFFIT.
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GENERALITES SUR LA RAGE

1. Virus de la rage
La rage est une maladie virale infectieuse, inoculable considéré comme une zoonose majeure.

Classification
L’ordre des Mononégavirales.

La famille des Rhabdoviridae (du grec rhabdos, baguette, d'apres la forme "rectangulaire” du
virion)
Genre Lyssavirus (lyssa de la racine lud : violent et folie) (SUREAU, s. d.).

Structure

Le virus se présente sous la forme d'un batonnet, Il mesure en moyenne 75 nm de diamétre 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 (DECOSTER, s. d.)

Trimeére de
glycoprotéine G

Ribonucléoprotéine

Phoshoprotéine P “ARN M G
g N
Polymérase L

75 nm

100 a 300 nm

Figure 1 : Schéma représentatif du virus rabique en forme de balle de révolver
(RHABDOVIRIDAE, s. d.).



Multiplication du virus
Le virus de la rage nécessite une cellule hote 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 premiére phase, ou la phase précoce, comprend la fixation du virus aux récepteurs
des cellules hotes sensibles, et 1’entrée par fusion directe du virus. La deuxiéme phase comprend
la transcription et la réplication du génome viral, et la troisiéme phase, ou phase tardive,

comprend I'assemblage du virus et la sortie de la cellule infectée (ALAN, 2011).
2. Epidémiologie

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

Cycle sylvatique et urbain
I1'y a deux cycles de la rage qui sont l'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 la rage sauvage et la rage urbaine, ils
transmettent la rage a d'autres animaux sauvages, aux herbivores et aux carnivores domestiques
non vaccinés (chiens, chats) (AUBRY, 2001).

Parallelement a la rage des carnivores terrestres coexiste un cycle de la rage des chiropteres. 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, 2001).

Human Population

71T X

Wildlife _— - Wildlife
Dogs
Wild Carnivores - —_— Bats

N VvV /

Farm Animals

Figure 2 : Cycle de transmission de la rage (RHABDOVIRIDAE, s. d.)



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
systeme nerveux d'un animal infecté. Les gens contractent généralement la rage aprés avoir été
mordu par un animal enragé. Il est également possible, mais rare, que des personnes contractent
la rage par d’autres 1ésions, ce qui peut inclure des égratignures, des écorchures ou des plaies
ouvertes exposees 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 potentielle, mais a
I’exception des travailleurs de laboratoire, la plupart des gens ne rencontreront pas un aérosol

du virus de larage (NCEZID, s. d.).

Un contact occasionnel, comme toucher une personne atteinte de la rage ou un contact avec un
liquide ou un tissu non infectieux (urine, sang, selles), n'est pas associé a un risque d'infection.
Le contact avec une personne qui regoit un vaccin antirabique ne constitue pas une exposition
a larage, ne présente 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. Symptémes

La durée d’incubation de la rage 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. 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, 'immunité de 1’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 sévere de la maladie (RABIES, s. d.).



Les symptomes différent selon les espéces, ce qui conditionne la forme de la maladie exprimée.
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, ¢’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 I’endroit de la blessure. La propagation du virus dans le systéeme nerveux
central entraine une inflammation progressive et mortelle de ’encéphale et de la moelle

épiniere(RABIES, s. d.).

La gravité et le site des Iésions 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 la souche « 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).

Figure 3 : Un chien enragé avec de la salive dégoulinant de la bouche. (HUMANLIFE, 2019)

Rage furieuse
Chez les animaux les premiers symptémes de la rage furieuse sont .(RAGE ANIMALE, s. d.):

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

- Ou autres changements de comportement anormaux pour I’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 paralysé, il est difficile pour I’animal d’avaler sa salive ce qui donne
le symptéme classique de la rage ou I’animal salive abondamment. Lorsque ces symptdomes
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, s.d.).

Rage paralytique (ou muette)

Cette forme est caractérisée par une période d’excitation beaucoup moins prononcée que la
forme furieuse. 1l y aura quand méme changement de comportement chez les animaux sauvages
comme I’inhibition de la peur de I’homme. Il y a aussi la paralysie graduelle du systéeme
respiratoire qui s’installe et mort par asphyxie chez cette forme aussi. Chez ’humain, les
symptdmes 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 lumicre, d’une peur de 1’eau, puis
d’hallucination. La paralysie du systéme respiratoire s’enchaine et une mort par asphyxie s’en

suit (RAGE ANIMALE, s. d.).

4. 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 symptoémes nerveux, restent
pléomorphes et non spécifiques chez I’animal et ’homme. Seule I’hydrophobie ou I’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 contr6le épizootique dans la zone. Des résultats rapides peuvent épargner le patient
des traumas physiques et psychologiques inutiles ainsi que des charges financieres, si lI'animal

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

Diagnostic chez les animaux
Chez les animaux la rage est diagnostiquée a I’aide du test d’immunofluorescence directe. Le

but est de trouver les antigénes 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).

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
pratiqguement pas détectables voir rarement détecté avant la déclaration de la maladie ou pendant
sa progression. Par conséquent aucun test est fiable pour diagnostiqué I’infection rabique chez

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

Le diagnostic intra vitam (ante mortem) de la rage une fois les manifestations cliniques
déclarées, plusieurs tests sont nécessaires, 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 1’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 antigenes rabiques dans les nerfs cutanés a la base des follicules
pileux. Enpost-mortem, la technique diagnostic standard consiste a détecter l'antigene du virus
de la rage dans le tissu cérébral par le test d’immunofluorescence directe. Plusieurs nouvelles
techniques et protocoles ont été proposés 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 '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).

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, .s. d.).

Histopathologie : les corps de Negri sont pathognomoniques de la rage. Cependant, ils ne sont
présents que dans 71% des cas (VIRAL ZOONOSES, s. d.).

Figure 4: 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 I'isolement du virus consiste a
inoculer la salive, les tissus des glandes salivaires et les tissus cérébraux par voie
intracérebrale 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, s. d.).

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

Détection rapide des antigenes viraux (voir figure 5) : ces derniéeres années, la détection
d'antigénes viraux par immunofluorescence était devenue largement utilisée. Le tissu
potentiellement infecté est incubé avec un anticorps marqué a la fluorescéine. Les cellules
sont examinées 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,, s. d.).

Figure 5 : Micrographie révélant un résultat positif du a la présence d’antigéne antirabique

avec la technique d’immunofluorescence directe(GARG, 2014).



5. 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 aprés une morsure avant que les symptémes 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 apres la morsure. (RAGE ANIMALE, s. d.). .

Vaccination préventive
concerne les catégories socioprofessionnelles exposées a des risques permanents de

contamination (vétérinaires etc.) (TPE, s. d.).

Le protocole est simple : 3 injections administrées a j0, j7, j28 et le rappel est effectué un an
aprés. (MES VACCINS, s. d.).

Pour le chien ou le chat, la vaccination antirabique est pratiquée a partir de I’age de 3 mois. La
premiere vaccination dite « primovaccination » se fait généralement au moyen d’un vaccin dont

le protocole d’emploi ne prévoit qu’une injection unique qui est valable pendant un an.

Les vaccinations suivantes, dites « de rappel », nécessitent une seule injection effectuée moins

d’un an aprés la primovaccination (TPE, s. d.).

Prophylaxie post-exposition

Se compose des étapes suivantes :

1. Toutes les morsures, égratignures et sites d'exposition au virus rabique doivent étre soignes
dés 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.

2. Une série d'injections de vaccin contre la rage doit étre administrée rapidement aprés une

exposition.

3. Le sérum antirabique doit étre administré pour les expositions séveres de catégorie Il1. Les
plaies nécessitant une suture doivent étre suturées sans serrer et seulement apres infiltration

sérum dans la plaie.

10



Les catégories d'exposition a la rage selon 'OMS sont (WHO, 2018) :

Categorie | : toucher ou nourrir les animaux, lI'animal leche la peau intacte (pas d'exposition).

Catégorie 11

saignement (exposition).

. ronger une peau non couverte, égratignures ou écorchures mineures sans

Catégorie 111 : Morsures ou égratignures transdermiques simples ou multiples, contamination

de la peau lésé ou muqgueuse par la salive provenant de léchage d'animaux, expositions par

contact direct avec des chauves-souris (exposition sévere).

La prophylaxie selon la catégorie d’exposition est résumée dans le tableau 1 :

Tableau 1: la prophylaxie post exposition recommand¢ selon la catégorie d’exposition

(WHO, 2018).

Exposition de
catégorie |

Exposition de
catégorie 11

Exposition de
catégorie 11

Individus de tout age
immunologigquement

naifs

Laver la peau
exposee.
Pas de prophylaxie

obligatoire.

Lavage des plaies et
vaccination
immédiate.

Le serum antirabique

n'est pas indiqué.

Lavage des plaies et
vaccination
immédiate.
L'administration
sérum antirabique

est indiquée.

Individus de tout age
précédemment

immunisé

Laver la peau
exposée

surfaces.

Pas de prophylaxie

obligatoire.

Lavage des plaies et
vaccination
immédiate.

Le serum antirabique

n'est pas indiqué.

Lavage des plaies et
Vaccination
immeédiate.

Le sérum antirabique

n'est pas indiqué.
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SEROTHERAPIE ANTIRABIQUE

1. Conformation et structure d’un Anticorps

Les immunoglobulines (Ig) sont produites par les lymphocytes B et sécrétées dans le plasma.
La molécule d'lg sous forme monomere est une glycoprotéine d'un poids moléculaire
d'environ 150 kDa qui a plus ou moins la forme d'un Y. La structure de base du monomeére Ig
(figure 6) est constituée de deux moities identiques reliées par deux liaisons disulfures.
Chaque moitié est constituée d'une chaine lourde d'environ 50 kDa et d'une chaine légére
d'environ 25 kDa, réunies par une liaison disulfure a proximité de I'extrémité carboxyle de la
chaine Iégeére. La chaine lourde est divisée en une partie Fc, qui est a I'extrémité carboxyle (la
base du Y), et une partie Fab, qui est a I'extrémité amine (le bras du Y). Les chaines
glucidiques sont attachées a la partie Fc de la molécule. La partie Fc de la molécule d'lg est
composée uniquement de chaines lourdes. Les régions Fc des 1gG et IgM peuvent se lier aux
récepteurs a la surface des cellules immunomodulatrices telles que les macrophages et
stimuler la libération de cytokines qui régulent la réponse immunitaire. La région Fc contient
des séquences protéiques communes a toutes les Ig ainsi que des déterminants uniques aux
classes individuelles. Ces régions sont appelées les régions constantes car elles ne varient pas
de maniere significative entre les différentes molécules d'lg au sein de la méme classe. La
partie Fab de la molécule d'lg contient a la fois des chaines lourdes et legéres réunies par une
seule liaison disulfure. Une paire de chaines lourdes et une paire de chaines légéres se
combinent pour former le site de liaison a I'antigéne de I'anticorps. Chaque monomere Ig est
capable de lier deux molécules d'antigene(ANTIBODY BASICS, s. d.).
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Figure 6 : Configuration structural de l'anticorps( ANTIBODY BASICS, s. d.).

2. Implication de la Glycoprotéine G

Comme les autres membres du genre Lyssavirus, famille Rhabdoviridae, le virus de la rage
possede un ARN monobrin négatif porteur de cing protéines : une nucléoprotéine, une
phosphoprotéine, une protéine de matrice, une glycoprotéine d'enveloppe (RVGP) et une
polymérase virale. L’immunisation avec le virus entier inactivé induit des anticorps
neutralisants dirigés contre le RVGP et activent les lymphocytes T helper et cytotoxiques. Le
RVGP est le seul antigéne capable de conférer une protection compléte contre la rage, il est
aussi le seul composant présent dans tous les nouveaux vaccins antirabiques qui ont été
proposes. La molécule de RVGP (Figure 7) est entierement immunogéne, portant des épitopes
pour activer la réponse de I’immunité humorale et celle & médiation cellulaire. Il a été démontré
que le RVGP est un déterminant important pour I'induction de la réponse de I'immunité innée
et dans différents mécanismes pathogenes induits par plusieurs souches du virus de la
rage(ASTRAY, 2017).

Le RVGP natif est situé dans I'enveloppe du virus de la rage et la membrane plasmique des
cellules infectées avant le bourgeonnant du virus. Le RVGP natif est une glycoprotéine de

505 acides aminés, 65 kDa qui contiennent une région intra cytoplasmique, une région
transmembranaire hydrophobe et une région extra cytoplasmique appelée ectodomaine.
L'association de trois monomeres de RVGP entraine I'homotrimérisation de la molécule. 11 est
capable de se lier a au moins a trois récepteurs différents, permettant I’endocytose virale. Le
récepteur de la neurotrophine (p75NTR), le récepteur nicotinique de l'acétylcholine, et la
molécule d’adhésion des cellules neurales (N-CAM ) (ASTRAY, 2017).

Il a été démontré que le RVGP peut étre trouvé dans trois conformations antigéniques

différentes : un état « natif », un état hydrophobe activé et un état de fusion inactive. En plus
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du fait que ces différents conformations de RVGP sont trés importantes pour les processus de
bourgeonnement et fusion du virus, ils présentent différents épitopes et ne sont pas reconnus

par les anticorps neutralisants dirigés contre le RVGP mature ou natif de facon égale

(ASTRAY, 2017).

Fusion domain

NH;-

Signal peptide

MVPQALLFVPLLVFPLCFGKFPIYTIPDKLG PWSPIDIHHLS

R,
CPNNLVVEDEGCTNLSGFSYMELKVGYISAIKMNGFTCTG

VVTEAETYTNFVGYVTTTFKRKHFRPTPDACRAAYNWKM

AGDPRYEESLHNPYPDYHWLRTVKTTKESLVIISPSVADLD

PYDRSLHSRVFPGGNCSGVAVSSTYCSTNHDY TIWMPEN

finv g B -
& AmEge e = : PRLGMSCDIFTNSRG KRA SKGSETCG FVDERGLYKSLKGAC 8
Fusion domain I Antigenic site |1 —— g
Antigenic sites () Antigenic site Il KLKLCGVLGLRLMDGT WVAMQTSNET KWCPPGQLVNLH 5
ey 5
DFRSDEIEHLVVEELVKKREECLDALESIMTTKSVSFRRLSHL
s .
Ectodomain }~ Mi"‘""‘“’"“ # Glycosylation sites | RKLVPGFGKAY TIFNKT LMEADAH YKSVRTWNEIIPSKGCL
£5kDa
t Acetylation site RVGGRCHPHVNGVFFNGIILGPDGNVLIPEMQSSLLQQH
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ERISGVDLGLPNW GKYVLLSAGALTALMLIIFLMTCWRRV
Transmembrane domaoin
. NRSEPTQHNLRGTGREVSVTPQSGKIISSWESYKSGGETGL - COOH
Cytoplasmic tail L 4
Cytoplasmic domain

Figure 7 : Structure détaillée de la Glycoprotéine G en montrant les trois domaines
antigeniques (ASTRAY, 2017).

3. Anticorps polyclonaux

Les anticorps polyclonaux sont un mélange d'anticorps reconnaissant différents epitopes sur un
antigene donné (la glycoprotéine G concernant le virus rabique), chaque idiotype étant sécrété
par un clone de lymphocyte B différent( WIKIPEDIA, 2020).

Ces AC polyclonaux sont produits généralement par des animaux aprés les avoir immunisés
contre I’antigéne cible. Des saignés sur ses animaux sont pratiqués afin d’évaluer les AC
produits par ses derniers. L’isolement du sérum puis une purification des AC est faite a partir
du sérum. Plusieurs especes sont candidats pour cette procédure. Les especes animales les plus
utilisées pour la production d’AC polyclonaux sont le lapin, la souris, le rat, le hamster, le
cochon d’Inde, la chevre, le mouton et le poulet. Si une grande quantité d’AC est demandé le
cheval est le meilleur candidat pour subvenir a cette requéte. L’entretient doit étre rigoureux
pour prendre soins de ces animaux surtout ceux de grande taille comme le cheval. Des méthodes
non invasives, citant 1’extraction des immunoglobulines a partir de lait de bovin, ovin et caprin

qui peut aussi donner de grand volume d’AC (MISTRETTA, s. d.).
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Deux types de sérum sont utilisés en PPE lors de la rage :

RIG d’origine Equin ERIG : extraites et purifiées du sérum de chevaux hyperimmunisés, elles
sont efficaces et pas onéreuses. Elles sont bien tolérées d’ou le test de sensibilité n’est pas
recommandé. Produit sur des cheveux ou des mules par vois sous cutanée sur une période de
deux mois avec une souche viral inactivée a la beta propriolactone. Une digestion a la pepsine
suivie d’une précipitation au sulfate d’ammonium et d’une purification par chromatographie

¢change d’ions permet d’obtenir des fragments F (ab’) hautement purifiécs(BOURHY, 2010).

Le RIG d’origine humain HRIG : comme le nom I’indique préparer a partir de plasma obtenu
par sujet volontaire vacciné contre la rage indemne de contaminent (virus HBV, HCV, HIV,
etc.) Elles sont par contre plus chéres mais tres efficace et parfaitement toléré ce qui élimine le
risque anaphylactique ainsi que les maladies sériques. Les donneurs vont subir plusieurs rappels

avant la premiére récolte d’immunoglobulines qui se fait par plasmaphérese (BOURHY, 2010).
Effet secondaire et contre-indication :

La posologie et le plan séro-vaccinal est le méme peu importe I’age, le sexe ou I’état sanitaire
(gestation, immunodépression) du patient. Les HRIG sont trés bien toléré. Les ERIG par contre
étaient source de réaction anaphylactique, mais depuis quelque temps un processus de

purification et de séparation est établie qui fait que le risque et la gravité d’allergie a grandement

diminué(BOURHY, 2010).
Des effets secondaires ont pu étre decrits concernant les HRIG et ERIG :
e Les signes locaux : douleur au site d’inoculation, raideur du membre ;

e Les signes généraux : fievre, malaise, céphalée, cedéme angioneurotique, syndrome
néphrotique, anaphylaxie ;

e Lerisque infectieux leur d’immunoglobuline humaine (malgré le contrdle des

donneurs, contréle microbiologique et les traitements par la chaleur et la purification)

Il n’existe aucune contre-indication lors de PPE, compte-tenu la mort certaine que la rage
provogque(BOURHY, 2010).
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4. Anticorps monoclonaux

a. Production des Anticorps monoclonaux
Les anticorps monoclonaux sont des anticorps derivés d'une seule cellule lymphocytaire B
clonée. Par conséquent ils sont trés spécifique et peuvent s’gripper qu’a un seul épitope sur
I’antigéne, utilis€ comme moyen de diagnostic en microbiologie et dans le traitement des
cancers, et bien sdr en ce qui nous intéresse en PPE lors de cas de contamination suspecte ou
confirmé de rage(PRODUCTION INDUSTRIELLE DES ANTICORPS, 2018).

La production des AC monoclonaux se passe en deux temps principaux :

Premier temps, une production in vivo (I’immunisation). Puis, une hybridation et sélection in
vitro de I’hybridome producteur d’AC. Une fois sélectionné, une multiplication accru est faite
Sois in vivo, sois in vitro afin d’obtenir de grande quantité d’AC (MISTRETTA, s. d.).

La premiere €tape consiste a injecter a un animal de laboratoire, I’antigéne contre lequel on veut
créer des AC. Nous assistons ensuite a une extraction de la rate et d’autres organes lymphoides
pour isoler les lymphocytes B ( MISTRETTA, s. d.).

L’hybridation consiste a mettre les lymphocytes B isolé avec des cellules mylomateuses
cultivees sélectionnées in vitro pour leurs déficiences en hypoxanthine-guanine phosphoribo-
syltransférase (HGPRT-) ou, plus rarement, en thymidine kinase (TK-). Les deux types
cellulaires vont fusionner grace a I’ajout du polyéthyléne glycol et le tout sera mis dans un
milieu de culture sélectif appelé milieu HAT (Hypoxanthine, Aminoptérine et Thymidine).
Dans ces milieux-la, les cellules du myélome doublement mutées serons incapable de
synthétiser des nucléotides. La voie de syntheése de novo est bloquée par I’aminoptérine du
milieu HAT et la voie de récupeération est impossible vu la déficience en enzyme HGPRT ou
TK. La deuxieme mutation qui consiste a une mutation Ig- pour les empécher de synthétiser des
AC. Ainsi, les cellules du myélome ne sont la que pour apporter le caractére d’immortalité aux
lymphocytes B productrice des AC contre I’épitope d’intérét (MISTRETTA, s. d.).

Aprés mise en culture et prolifération de seulement les hybridomes. Chague hybridome va
donner un type d’AC unique contre un type d’épitope. Le but ensuite est de sélectionner les
hybridomes produisant Les AC monoclonaux désirée pour en produire une grande quantité
(PRODUCTION INDUSTRIELLE DES ANTICORPS, 2018).

Deux types de productions sont proposés : une production in vitro qui donne de tres faible
concentration d’ AC ou une production in vivo apres injections intrapéritonéales chez des souris

(des souris de la méme souche qui a été utilisée pour I’immunisation afin éviter les
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problémes d’histocompatibilité). Cette derniére permet une plus grande concentration d’AC

monoclonaux dans le liquide d’ascite( MISTRETTA, s. d.).
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Figure 8: Schéma représentant les étapes de fabrications des hybridomes dans le but de

produire des anticorps monoclonaux (ABBAS, 2016).

b. Types d’anticorps a travers le temps :

Dés 1975, I'utilisation des AC murin était bien immunogene, quoique leurs durées de vie dans
I’organisme fussent trés courtes et les patients traités produisaient des AC anti-souris (HAMA).
En 1984, I’introduction a I’humanisation des AC avait commencé par le processus de
chimérisation, une méthode qui consiste a combiner les domaines variables de I’AC murin avec
les domaines constant d’AC humain. Il en résulte une molécule a 70% humaine, les AC
chimériques ont conservé avec succes la spécificité de I'anticorps parent de souris et ont diminué
son immunogénicité, mais ont tout de méme suscité une réponse d'anticorps anti souris (HAMA)
(JUAN, 2008).

Pour réduire encore plus I'immunogenicité, en 1988 des anticorps humanisés étaient produit

elle représente la troisieme génération d’AC monoclonaux et consiste a seulement mettre les
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parties hypervariables murin sur les AC humains. Appelés les CDR, les régions déterminant la
complémentarité (appartiennent aux chaines Iégeres des AC) lls déterminent l'avidité de
I'immunoglobuline, et la spécificité pour quelques antigenes. Il faut avoir recourt le plus souvent
a une greffe de CDR (WIKIPEDIA, 2020).

En fin des années des 90s, la derniere génération a vu le jour. Les AC complétement humain
étaient produits par hybridome humain (tres délicat) ou autre méthodologie comme les souris
transgéniques humanisées (les génes d’anticorps humains sont introduits a la place du matériel

génétique immunitaire de la souris) ( MISTRETTA, s. d.).

Dans certain cas, 1’utilisation de I’AC entier n’est pas indispensable des fragments d’anticorps
(Fab - antigen-binding Fragment, scFv - single-chain Fragment variable) s’est avéré plus
intéressant ( MISTRETTA,. s. d.).

c. Anticorps monoclonaux utilisé dans la rage :

Les premiers anticorps neutralisants ont été clonés par la fusion entre des lymphocytes B
humaines immortalisées avec le virus Epstein-Barr, obtenues a partir de volontaires immunisés
contre la rage, et myélome murin ou des lignées cellulaires d'hétéromyélome pour créer des
hybridomes (KRAMER et COLL. 2005). PROSNIAK et al. (2003) ont d'abord combiné trois
anticorps humains clonés pour créer un « cocktail » capable de neutraliser complétement une
variété de VR fixes et de rue. Deux de ces AC (CR57 and CRJB) se fixe sur le méme épitope
qui se trouve sur le domaine antigénique | de la RVGP. Des souches mutantes virales qui ont
acquis une résistance a 'un des AC, ils ont été démontrés également résistant au deuxieme.
Aprés plusieurs recherches, d’autre AC était decouvert comme le CR4098 qui interagissait avec
le domaine 111 du RVGP. Cette protection croiseée a été démonte, si un des AC se retrouve resisté
par le virus mutant, le deuxieme pourra neutraliser le virus (KRAMER, 2005) (NAGARAJAN,
2008).
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PARTIE EXPERIMENTALE



Objectif du présent travail

Jusqu’a présent, le seul moyen médical de lutte contre la rage est la prophylaxie pré et
post exposition. L’objectif de cette partie est de décrire le processus de fabrication du sérum
antirabique de cheval a I’Institut Pasteur d’Alger. Cette partie nous permet de faire une étude
descriptive de la fabrication de sérum antirabique produit en Algérie, de I’'immunisation des

chevaux jusqu’au titrage d’anticorps antirabique par le test RFFIT.

2. Matériels
Le service des sérums thérapeutique situé a I’institut pasteur de DELY IBRAHIM est
constitué de 3 unités :

> Une unité de production de sérums brute qui comprend une salle de saignée et un
atelier d’entretien des animaux vVenimeux.
» Une unité de purification.

» Une unité de recherche pour le développement des venins

Pour la production du sérum antirabique brute, le matériel suivant est utilisé au sein de

I’unité de production de sérums brute :

- Chevaux : agées de 4 a 8 ans

- Systeme de collecte de plasma : PCS®2 HAEMONETICS®
- Des poches collectives de 10 litres

- Des tubulures

- Untrocart

- Des seringues de 50ml

- Desaiguilles de 18/19G

- Des ceintures (garrot)

- La Bétadine et du Cotton

- Un anticoagulant de 500ml (3 poches requise pour un cycle de collecte de plasma)
- Des cathéters

- Le filtre presse

- Des spatules

- Thermo coagulateur

- Sulfate d’ammonium

- Pepsine

- L’acide trichloracétique et de citrate

- Des hémodialyseurs
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Des filtres

Cellule BHK-21

Virus d’épreuve : souche CVS-11

Sérum étalon de référence OMS (30 Ul/ml, WHO-2 SRIG).
Sérums a expertiser produits sur chevaux, conservé a -30°C.

Figure 9: La plasmaphérese reliée a une poche de collecte et un anticoagulant par des

tubulures. Photo personnelle
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3. Méthodes

Nous procédons selon la méthode utilisée a I'IPA.
La production du sérum antirabique sur chevaux comporte 4 étapes principales :

e [’immunisation des chevaux contre le virus rabique
e Larécolte du sérum de chevaux immunisés (La plasmaphérese)
e Le titrage du sérum antirabique récolté

e La purification du sérum antirabique

a) Choix des animaux
Dans une premiere étape uniquement les animaux en bon état de santé sont sélectionnés pour la
production de sérum hyperimuns. Puisque, les chevaux sont trés exposés au tétanos ils sont

préalablement vaccinés contre le tétanos.

b) Immunisation primaire

Les animaux sélectionnés recoivent une série d'injections de vaccin inactivé a usage humain en
volumes croissants. Toutes les injections sont administrées par voie sous-cutanée dans la face
latérale du cou. Le protocole de vaccination comprend 3 injections du vaccin antirabique
inactivé a une semaine d’intervalle entre chaque injection de 15ml, 25ml et 35ml

respectivement.

¢) Immunisation secondaire

Dans cette étape 30 ml de virus vivant fixe de la souche LPS, produit sur matiére cérébrale de
souriceau sont inoculés aux chevaux de la méme maniere que le vaccin (Figure 6). De plus, 5ml
de Ca ClI2sont injectés aux animaux. Seuls les animaux jugés " bon répondeurs " seront retenus

pour la production du serum antirabique.
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Figure 10: Immunisation secondaire d’un cheval par le virus rabique (Souche LPS).

Photo personnelle

d) La plasmaphérese
Le but de la saignee est de prélever le sérum des animaux immunisés contre le virus rabique.
La récole du sérum se fait 11 jours aprés I’immunisation secondaire des animaux, dans une salle

de saignée appropriée.

Le cheval est placé dans un box a contention pour assurer la sécurité des manipulateurs. Un
garrot est réalisé au niveau de 1’encolure au moyen d’une ceinture. Aprés désinfection de la
peau, un trocart est introduit au niveau de la veine jugulaire. Par la suite, un cathéter relié a une
tubulure est introduit dans la veine, cette derniére est reliée a un systéme de collecte de plasma

appelé machine de plasmaphérése.

L’aphérese a pour but de séparer le plasma des autres éléments figurés du sang. Cette technique
est utilisée dans la production du sérum antirabique a ’'IPA. Le sang du cheval est extrait depuis
la veine jugulaire par le biais d’un trocart, par la suite, le plasma est séparé des autres ¢léments
du sang par centrifugation au moyen d'un appareil et récupéré dans une pochette (Figure

7).Selon I’état sanitaire du cheval 5 a 8 litres de plasma sont récolté puis conservé a +4°c.
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Figure 11 : Processus de récolte de sérum chez un cheval par plasmaphérese.

Photo personnelle

e) Titrage du sérum antirabique récolté
La méthode RFFIT (Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test) décrite par Smith et al. (1973)
est réalisée dans des LabTek de 8 puits. Cette technique est basée sur le titrage des anticorps

antirabique sur culture cellulaire.

- Les cellules BHK-21 sont cultivées dans un milieu DMEM supplémenté de sérum de
veau feetal inactivé, 10% d’un bouillon de tryptose phosphate, des antibiotiques et de
la glutamine.

- Les sérums a expertisés sont chauffés a 56°C pendant 30 min avant utilisations.

- Des dilutions en série des sérums a expertiser et celui du sérum de référence sont
incubées avec la souche CVS-11(Tableau 2). Pour cela, 0.1ml de virus CVS est déposé
dans chaque puits, auquel nous rajoutons 0.1ml de sérum. Nous utilisons un témoin
cellule (0.2 ml de milieux a la place de 0.2 ml du mélange sérum et virus) et un témoin
virus (composé de 0.1 de milieu a la place de 0.1 de sérum).

- Le mélange est ensuite incubé pendant 1h a 37°C sous gaz carbonique. Nous rajoutons
0.2ml de suspension de cellules BHK-21 (108 de cellule/ml).

- Le mélange est incubé une seconde fois pendant 48h sous CO2 & 37°C.
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- Les LabTeksont colorés a I’aide du conjugué antirabique couplé a la fluorescéine dans
une chambre noir & 37°C pendant 90 minutes.

- Les lamelles sont séchées et lavées dix minutes dans le PBS, puis rincées.

- La lecture des lamelles se fait a I’aide d’un microscope a fluorescence au grossissement
x160. Pour cela, 20 champs de chaque puits sont examinés. Un champ est positif s’il

existe moins de deux foyers fluorescents.
Les dilutions utilisées lors de notre travail sont citées dans le tableau 2 :

Tableau 2: Les dilutions des sérums utilisés dans le présent travail

Dilutions
Les sérums Le sérum
aexpertiser de référence
1/250 1/100
1/500 1/200
1/1000 1/400
1/2000 1/800
1/4000 1/16000
1/8000 1/32000
1/16000 TC
1/32000 TV

f) Purification du sérum antirabique

Apreés la récolte du sérum, celui-ci est envoyé a I’unité de sérum thérapeutique de I’'IPA situé a
Kouba. Le sérum est purifié au sulfate d’ammonium. C’est la méthode la plus couramment
utilisée pour éliminer les protéines de la solution. Cette derniere est une purification assez brute
et non spécifique qui élimine la majorité des protéines plasmatiques et laisse la fraction
d'immunoglobulines. Lorsqu'elles sont en solution, les protéines forment des liaisons hydrogene
avec l'eau a travers leurs groupes polaires et ioniques exposés. L'ajout de petits ions tels que
I'ammonium ou le sulfate élimine les molécules deau de la protéine, ce qui entraine la

précipitation de la protéine hors de la solution (BIOSYN, s. d.).

- Cette précipitation au sulfate d’ammonium se fait dans un filtre presse qui sépare la
partie liquide (le surnageant) et solide (le précipité), ce dernier qui contient les gammas

immunoglobulines est retenu et recueilli par des spatules et le surnageant est éliminé.
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- Ensuite viens I’étape de I’hydrolyse des molécules d’anticorps soit par la papaine qui
conduit a la formation de deux fragments Fab et d’un fragment Fc soit par la pepsine qui
conduit & la formation d’un seul fragment F (ab’) 2 ou les deux fragments Fab restent liés
par deux ponts disulfures et le fragment Fc est scindé en plusieurs peptides. Les
fragments Fab et F (ab”) 2 ont la capacité de se lier aux antigenes mais le fragment F
(ab’) 2 le fait avec une plus grande affinité, d’ou 1'utilisation de la pepsine a I’institut
pasteur.

- Une fois la digestion par la pepsine est effectuée, une thermo coagulation différentielle
est réalisé, cela va permettre de coaguler la partie FC qui devient solide et la partie F
(ab”) oreste sous forme liquide, cette fois ci la partie solide est éliminé et le surnageant
est retenu. Ensuite une deuxieme précipitation au sulfate d’ammonium est pratiquée sur
le surnageant visant a obtenir plus de pureté et de retenir le maximum de fragments F
(ab”) 2 qui seront solubilisé dans 1’eaupurifié.

- Puis une dialyse qui est la méthode la plus utilisée pour changer la concentration en sels
d’une solution protéique par des hémodialyseurs (6 a 12) est exécutée, afin d’éliminer
les éléments a faible poids moléculaires (ions, sels...etc.), une clarification dans le filtre
presse s’ensuit en utilisant une préparation a base d’acide trichloracétique et de citrate,
qui va permettre de produire un gel qui sert a éliminer plus de contaminants lors du
passage de la solution.

- L’avant derni¢re étape correspond a la formulation qui permet de vérifier les titres
d’anticorps par le test RFFIT.

- Enfin la filtration stérilisante sur membrane est faite dans des conditions aseptiques et
plusieurs filtres de diamétre décroissants sont utilisés jusqu’a 0.22 micron. Des tests
de contr6les de qualités (innocuité, efficacité) seront effectués avant et apres la

répartition du sérum purifie.

4. Résultats :

La méthode de calcul du titre d’anticorps neutralisants utilisée dans le présent travail est celle
de SPEARMAN KARBAR (Ramakrishnan, 2016). Cette méthode est basée sur la détermination
de la valeur DE5S0 qui est le titre du sérum antirabique qui protége a 50%. La DE50 est déterminé

a partir de la formule suivante :

Log10 du point final (de la dilution correspondante) 50%= - (Xo- d/2 + d Y ri/ni)

x0 = — (log10 de la plus faible dilution ou les puits sont positifs
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d = log10 du pas de dilution, un dans le cas présent

ni = nombre de champ observé

ri = nombre de puits positifs

Un exemple de calcule dans le tableau suivant (tableau3) :

Tableau 3: Observation et interprétation des résultats de RFFIT

Dilutions 1/250 | 1/500 | 1/1000 | 1/2000 | 1/4000 | 1/8000| 1/16000| 1/32000

Champs fluorescents 0/20| 0/20 | 0/20 0/20 1/20 2120 10/20 20/20

Champs non fluorescents | 20/20 | 20/20 | 20/20 | 20/20 | 19/20 | 18/20 | 10/20 0/20

Les dilutions dans le tableau 3 sont a raison de 2. Les champs fluorescents sont plus présents

dans les dilutions a faible concentration de sérum.
Suivant la méthode de SPEARMAN KARBAR :

e X0=Logl02=2.39
e d=1Logl0250=0.3

Log10 du point final (de la dilution correspondante) 50% = - 2.39 — (0.3/2 + 0.3 (20/20 +
20/20 + 20/20 + 20/20 +19/20 + 18/20 + 10/20 + 0/20)

Log10 du point final (de la dilution correspondante) 50% = - 2.39 — (0.15 + 1.905)
Log10 du point final (de la dilution correspondante) 50% = - 4.15
La dilution terminale (DE50) = 10—415
Nous exprimant 1’activité du sérum a expertiser en Ul/ml. Puis nous procédons au calcul de la
différence entre les logarithmes des points 50% des deux sérums, nous multiplions par le
nombre d’UI contenu dans le sérum de référence qui est de 30 Ul, suivant I’exemple précédent.

Tout en mentionnant que la DE50 du sérum de référence qui est de10-320(30 Ul/ml).
De ce fait : - 3.20 — (- 4.15) = 0.95.

La DE5O0 du sérum a expertisé est de 10995 soit 8.91 fois plus actif que le sérum de référence.

26



L’activité du sérum a expertiser est de : 0.95 x 30 = 267 Ul.

Résultat des observations des titrages au microscope

Dans le tableau 4, nous avons mis les résultats du sérum de référence concernant les

observations au microscope a fluorescence.

Tableau 4: Résultats des titrages d’anticorps antirabique par RFFIT en nombre dechamps
des 6 lots de sérum a expertiser produit a I’'TPA.

Dilutions | 1/250 | 1/500 | 1/100 | 1/2000 | 1/4000 | 1/8000 | 1/16000 | 1/32000

N° Lot Champs observé

N T 020 | 0/20 om 1/20 o120 |/ 10720 20/2(”

2 020 | o0/20 | 0720 0/20 0/20 0/20 5/20 20/20

3 020 | o/20 | 0/20 0/20 0/20 020 | 1020 | 20120

4 020 | o0/20 | 0720 0/20 0/20 520 | 1820 | 20720

5 020 | o0/20 | 0720 0/20 3/20 820 | 20120 | 20120

6 020 | o0/0 | o0/20 0/20 0/20 2120 | 2020 | 20020
OMS 020 | 0/20 | 0720 0/20 1/20 2120

Concernant les résultats d’observation des puits des lots a expertiser suivant le tableau 5, tous
les champs observés de la dilution 1/250 a la dilution 1/2000 sont négatifs, pour le reste des
dilutions des résultats positifs se sont manifestés de facon graduelle suivant la dilution. A la

dilution 1/32000 tous les champs observés de tous les lots sont positifs.

Suites aux observations, nous avons procédeé au calcul de la DE50 du lot de référence et des
lots a expertiser présentés dans le tableau 5. Puis nous avons convertie les titres d’anticorps en
Ul en utilisant le titre du sérum de référence exprimé en Ul/ml (30UI/ml) avec une DE50 de
10—3.20.
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Dans le tableau 5, les titres en DE50 sont convertis en Ul/ml :

Tableau 5: Résultats des titres d’anticorps antirabiques exprimés en Ul/ml

N° Lot DE5S0 Titre en Ul/ml
1 g1 267
&) 1047 &)
3 g2 300
4 10450 189
o 1055
6 10402 212
Sérum OMS 10320 30

Les titres en Ul des lots de serums a expertiser varient de 143 Ul pour le lot N°5 a 352 pour le

lot N°2. La moyenne du titrage de ces lots est de 244 UI.

Les valeurs des titres d’anticorps antirabiques en Ul sont représentées dans I’histogramme

suivant (figure 12).

Ul/ml
400
350
300
250
200
150
50
0 -
1 2 3 4 5 6 Sérum
N° du lot OMS

Figure 12 : L’histogramme suivant montre les variations des titres d’anticorps antirabiques

neutralisants.
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La figure 12 montre que les titres des anticorps antirabiques des 6 sérums expertisés produit a
I’TPA sont nettement supérieurs au titre des anticorps antirabiques du sérum de référence OMS.
Le titre le plus élevé en anticorps neutralisant (352UI/ml) du lot N°2 dépasse largement le titre

en anticorps recommandé¢ par ’OMS (30Ul/ml).

Produit fini

Le sérum est mis dans un flacon de 5ml puis distribué dans tout le territoire national. 1l est

indispensable en cas d’exposition au virus rabique de catégorie de type 3.

Figure 13: Sérum antirabique conditionnée et étiqueté produit a I’TPA.

Photo personnelle
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Discussion

La sérothérapie antirabique est primordiale en prophylaxie post exposition (Particulierement
lors d’exposition de catégorie 3). La neutralisation du virus rabique doit se faire dans les heures
qui suivent son introduction dans 1’organisme, avant que le virus n’atteigne le systeme nerveux
périphérique. Selon JACKSON 2013, la souche fixe vivante peut étre directement détectée dans
les nerfs périphériques et dans les ganglions trijumeaux 18h apres infection. Par déduction, une
souche sauvage prendra plus de temps car une multiplication in situ a été démontrée dans les
muscles, tendons et tissus conjonctifs avoisinant le site d’inoculation. Cependant, malgré la
haute protection engendrée par la sérothérapie, celle si peux présenter certains inconvénients.
Ainsi, nous discuterons les résultats récoltés dans le présent travail, a travers les avantages et les
inconvénients des techniques adoptés a I'IPA pour la production du sérum antirabique de

cheval, des méthodes utilisés pour le titrage du sérum produit localement.

Selon nos résultats obtenus suites aux titrages d’anticorps antirabiques avec latechnique RFFIT,
tous les sérums a expertiser ont montré des titres satisfaisants d’anticorps neutralisants avec
une moyenne de 244UI. Les titres sont superieurs a celui du sérum de référence de ’OMS qui
est de 30UlI.

» Facteurs intrinséques

Etat de santé de I’animal : le titre en anticorps peut étre li¢ aux capacités de ’animal a

produire les anticorps antirabiques.

» Facteurs extrinseques

e Influence du procédé de production du serum sur les variations du titre.

Ces variations obtenues dans les titres antirabiques peuvent étre liés au processus de

fabrication.
Comparaison entre la technique par trocart et plasmaphérese.

Au paravent la technique de prélevement de sang utilisé consiste a prélever le sang total par un
trocart, ce dernier est conservé dans des bocaux pour la sédimentation afin de récolter le sérum.
De nos jours cette technique laborieuse et non éthique est remplacée par la plasmaphéréese qui
permet la centrifugation immeédiate du sang, le retour des éléments figurés a 1’animal et

récupération du sérum.
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Des pertes peuvent également se produire lors de la purification des sérums. Cela est un
inconvénient, car il n’a pas de procédé qui permet de différentier les anticorps neutralisant et

non neutralisant.

e Influence de la technique de titrages des anticorps antirabique.

D’autre part, les variations du titre d’anticorps peuvent étre liées a la technique de titrage utilisé
a 'IPA.

Selon les directives de I'Organisation mondiale de la santé, un taux d'anticorps antirabiques
supérieur ou égal a 0,5U1/ml démontre une réponse adéquate a la vaccination(CDC-ACIP, 2019).

Le test d’RFFIT peut s’avérer coliteux et tres laborieux nécessitant un laboratoire de culture
cellulaire. Des études montrent que des tests moins couteux et d’une bonne efficacité peuvent
étre pratiqué, tel que le cost-effective and easy competitive enzyme linked immuno sorbent
assay (CEE-cELISA)( ARONTHIPPAITOON, 2019). Cette technique est utilisée pour controler
les anticorps post vaccinaux chez les chiens et ’humain, elle a montré de bon résultats en
comparaison avec le test RFFIT tout en étant moins onéreuse, ne nécessitant pas 1’utilisation de
CVS ou de culture cellulaire (ARONTHIPPAITOON, 2019).

» Le choix du type d’anticorps utilisé dans le traitement antirabique

Deux types d’anticorps sont utilisés pour combattre 1I’infection rabique apres exposition, nous
citons : les anticorps monoclonaux et les anticorps polyclonaux. Tous ces anticorps ont un méme

but celui de neutraliser le virus rabique avant que celui-ci n’atteigne le systéeme nerveux.

Les anticorps polyclonaux sont les premiers a étre utilisé en prophylaxie post exposition a la
rage pendant des années et jusqu'a present leur utilisation montre de bon résultat. Les anticorps
antirabiques polyclonal sont relativement faciles a produire, différentes especes animales sont
utilisées pour la production de ces anticorps avec un minimum de technologie et de main
d’ceuvre requise. Ce type d’anticorps possede une puissance de neutralisation ¢levée, un large
spectre d'activité de neutralisation des virus, une large spécificité qui empéche la sélection de
mutants d'échappement de neutralisation et de multiples fonctions effectrices, par

I’intermédiaire de plusieurs isotopes, en raison de sa nature hétérogéne(NAGARAJAN, 2014).

Les immunoglobulines antirabiques d’origine humain (HRIG) sont mieux tolérées a ceux

d’origine équin (ERIG) et sont idéalement utilisé dans tous les cas de prophylaxie post
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exposition, sans contre-indication ni risque anaphylactique. Malheureusement, plus de 90% des
cas de rage sont rencontrés dans les pays en développement ou le HRIG n'est pas disponible et
le ERIG reste la seule solution (MESLIN,1994) (NAGARAJAN, 2008).

L’Algérie utilise le ERIG, a notre connaissance aucune complication liée a ce dernier n’a été
signalé jusqu'a présent (douleur osseuse, insuffisance rénale et encéphalopathie). Cela n’exclut
pas I’existence de plusieurs échecs recensés a travers le monde. L’absence de production
d’HRIG par I'TPA est certainement liée au prix colteux de fabrication, sans oublié que la
production d’anticorps d’origine humain nécessite des donneurs humains indemnes de maladie

viral tel que le HIV et les hépatites virales notamment B et C(NAGARAJAN et al. 2008).

D’autre part, I'utilisation des animaux (chevaux) peut ne pas respecter I’éthique, d’ailleurs

plusieurs organisations luttent contre la production d’ERIG et la maltraitance des animaux.

La disponibilité des sérums antirabiques en Algérie est couverte par I’état, I'IPA représente une
institution étatique. Lors d’exposition, les patients sont traités gratuitement aux niveaux des
hopitaux et polycliniques comme I’hopital d’EL-KETAR est reconnu pour son service
d’infectiologie et la disponibilité des sérums et vaccins antirabique. Plusieurs pays d’ Afrique et
I’inde trouvent des difficultés d’utilisation de ’ERIG a cause de son cofit élevé (Both et al.
2012). Des exemples pratiques pour montrer la différence du cotit, a Bhoutan (situé dans 1’est
de la chaine de I’Himalaya), le codt du traitement pour un adulte de 50 kg par le HRIG est estimé
a 397,35 USD contre 19,07 USD pour ’ERIG (SPARROW et al. 2019).

Hormis le prix et la disponibilité qui peuvent étre compromises, la variation d’un lot de sérum
a I’autre est tres probable ce qui peut affecter I’efficacité du produit. D'autres inconvénients des
immunoglobulines dérivées du sang (d’origine humaine ou animal), est la durée de conservation
relativement courte. De plus les immunoglobuline produite dans le serum, de nature polyclonal,
peuvent également inclure des anticorps non neutralisants ce qui peut affecter l'efficacité du
sérum (SPARROW et al. 2019).

Une initiative de 'OMS encouragent le développement des anticorps monoclonaux antirabiques
pour la prophylaxie post exposition depuis le début des années 1990 a la suite d'une consultation
menée avec des experts du Wistar & Institute de Philadelphie, aux Etats- Unis, en avril 1990
(Sparrow et al. 2019). Parmi, les raisons qui ont poussés les experts de passer de I'utilisation
des RIG a celle des anticorps monoclonaux, est la peur d’une pénurie en RIG qui est non
admissible vu I'importance et la gravité de la maladie. Malgré les difficultés lices a la

production de ses anticorps, les avantages qu’ils procurent sont inestimable. Une
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disponibilité illimitée avec une pureté et stabilité elevées, une spécificité a un seul épitope, et
cela avec peu d’animaux requit, met la barre bien haute comparée au RIG. Si les avantages sont
bien nombreux, ils en découlent plusieurs inconvénients. La technologie et les compétences
requises pour les fabriquer est trés couteuse et demande des personnes qualifiées. Beaucoup
plus de temps est mis en ceuvre pour la production, en évoquant bien évidement la nécessité
d’en utiliser 2 ou 3 anticorps monoclonaux différents (un cocktail d’AC) pour viser d’autre
épitopes ainsi maximiser les chances de neutralisation et éviter tout probléme qui peut
s’ensuivre a la spécificité. Par conséquent, il est souvent laborieux, onéreux et demande trop de

temps pour identifier de multiples anticorps monoclonaux a spécificité convoité.
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Conclusion et perspective

Le nombre de déces en Algérie causé par le virus de la rage reste malheureusement

remarquablement stable au cours des derniéres années.

Notre travail met a disposition le processus de fabrication de sérum antirabique au sein de I'TPA.
Ce sérum d’origine équin est récolté grace a la méthode de plasmaphérése depuis déja quelques
années puis purifier par les sulfates d’ammoniums a fin d’obtenir des fragments F(ab')2 pour
baisser I'immunogénicité des anticorps en se débarrassant du fragment Fc. Le test de contrdle
réglementé par ’OMS pour titrer les anticorps neutralisants est représenté par le test RFFIT.
Les résultats des lots que nous avons expertisés suite au test RFFIT étaient satisfaisants comparé
au titrage du sérum de référence. Quoique ce test reste onéreux et laborieux d’ou la baisse de

production de sérum antirabique au sein de I’'IPA.

En dépit des avancés scientifique, la prophylaxie sanitaire doit aussi étre prise au sérieux. Les
compagnes de vaccination en masse des animaux errants et des animaux sauvages dont jusqu'a
présent nous ignorons leurs impacts épidémiologiques dans la transmission de la maladie. Des
procédures doivent étre prises avec prudence pour éviter les pertes humaines. La pandémie
actuelle en 2020 du COVID 19 met en pause plusieurs travaux pas que ceux concernant la rage.
D’apres Les répondants de 82 pays, dont 14 avec des taux de couverture vaccinale inférieurs a
80% en 2019, ont signalé des perturbations dans les services de vaccination en raison du
COVID-19 en mai 2020. Des conséquences dramatiques en cas de rupture pourrait subir le

monde de nos jours et pas seulement a cause de larage (WHO, 2020).

Des perspectives peuvent étre envisagé afin d’améliorer le test RFFIT et envisager des tests
moins couteux et qui demandent moins de temps pour augmenter la production de sérum
antirabique en Algérie. Nous espérant avoir contribué avec les connaissances que nous avons
récoltées au cours de cette étude dans I’évaluation de la technique de production de sérum

antirabique a I’[PA ainsi que le titrage du sérum grace au test RFFIT.
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