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Résumé

La technique d’immunodiffusion radiale (IDR) est I’une des méthodes in-vitro qui
commence a se généraliser pour le contrble des vaccins antirabiques inactivés in process et
sur le produit fini. Dans cette étude, on se propose de mettre en place cette technique, au
niveau de I’Institut Pasteur d’Algérie et de I’appliquer au controle de ’activité des vaccins
antirabiques tissulaires inactivés. Une étude comparative des résultats obtenus a été réalisée
avec le test des National Institutes of Health (NIH), test de référence a I’'IPA, afin de mieux
définir I’utilisation de cette technique.

Notre étude a porté sur soixante-dix-sept vaccins antirabiques tissulaires inactivés
produits avec la souche virale Louis Pasteur Saigon (LPS). Pour les tests d’IDR, nous avons
utilisé I’immun sérum hétérologue purifié IPA, qui est intégré dans la gélose a une
concentration de 15pug/ml.

Les résultats obtenus par les deux techniques ont permis la classification des vaccins
selon leurs valeurs antigéniques en 3 catégories (vaccins forts, moyens et faibles).La
classification des vaccins selon les résultats de I’IDR a donné 44% de vaccins forts, 42% de
vaccins moyens et 14% de vaccins faibles. A partir des résultats du test des NIH, la
classification a donné 29% de vaccins forts, 52% de vaccins moyens et 19% de vaccins
faibles. La comparaison des vaccins par paire entre les deux techniques NIH et IDR par la
méthode d’Holm fait ressortir qu’il n’existe aucune différence significative entre les vaccins
moyens et faibles des deux techniques, par contre une différence significative est observée
entre les vaccins forts des deux techniques.

La fiabilité des résultats observés nous permet de suggérer la technique IDR dans le
contrdle de I’activité des vaccins antirabiques tissulaires inactivés, ou du moins pour prédire
les résultats du test des NIH, car peu couteuse et fiable elle permet d’avoir une idée sur
I’activité des vaccins en un temps trés court, (96h maximum).

Mots clés: vaccin antirabique tissulaire inactivé, valeur antigénique, IDR, NIH



Abstract

The radial immunodiffusion technique (RID) is one of the in-vitro methods wich is
beginning to become generalized for the control of rabies vaccines inactivated during
production and on the finished product. In this study, we propose to implement this technique,
at the Pasteur Institute of Algeria and apply it to control the activity of inactivated tissue
rabies vaccines. A comparative study of the results was conducted with the test of the
National Institutes of Health (NIH), the reference test to IPA, to better define the use of this
technique.

Our studies is based on seventy seven inactivated tissue rabies vaccines, produced
with the viral strain Louis Pasteur Saigon (LPS). For RID tests, we used a purified
heterologous immune serum IPA, which is incorporated into the agar at a concentration of
15pg/ml.

The results obtained by the two techniques have been classified according to their
antigenic values into 3 categories (strong vaccines, medium and low). The classification of
vaccines according to the results of the RID gave 44% strong vaccines, 42% means vaccines
and 14% of low vaccine. From the test results of NIH, the classification gave 29% strong
vaccines, 52% means vaccines and 19% low vaccines. The vaccines comparison by pair
between the two techniques NIH and RID by the Holm method revealed that there was no
significant difference between the means vaccines and the lower vaccines for the two
techniques. A significant difference is observed between the strong vaccines in the two
techniques.

The reliability of the results obtained allow us to suggest the RID technique in
controlling the activity of tissue inactivated rabies vaccines, or at least to predict the test
results of NIH, because inexpensive and reliable it allows to have an idea about vaccine
potency in a very short time (96 hours maximum).

Keywords: rabies tissular inactivated vaccine, antigenic value, RID, NIH.
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Introduction

La rage est une maladie connue depuis la plus haute antiquité, c’est une
anthropozoonose, qui peut affecter tous les animaux a sang chaud, a la fois réservoirs et
vecteurs du virus rabique. Elle se traduit par une encéphalomyélite a issue fatale dont les
agents étiologiques sont regroupés au sein du genre Lyssavirus (Acha et Szyfres, 2001). En
effet, une fois les symptdmes déclarés, la rage est quasiment toujours mortelle, aucun

traitement n’étant réellement efficace.

De nos jours, la rage continue encore de tuer plus de 55 000 personnes dans le monde
chaque année et les vaccins antirabiques représentent la ressource la plus importante qui soit

disponible pour la prévention et le"traitement” des personnes exposées a la rage.

Bien qu’elle soit 1’'une des maladies les plus anciennement connues et le vaccin
antirabique 1’un des premiers a étre découvert, les recherches en matiere de vaccination contre
cette maladie n'ont pratiquement jamais cessé. La production de vaccins antirabiques pour
usage humain et vétérinaire a connue énormément de progres, ainsi que les techniques

utilisées pour le controle de la qualité de ces vaccins.

Chaque vaccin produit doit répondre a plusieurs parametres de qualité dont I’activité
protectrice. L’appréciation de cette activité protectrice des vaccins est d’une grande

importance car elle permet d’évaluer le degré d’efficacité de ces derniers.

Les méthodes utilisées pour connaitre le pouvoir protecteur des lots de vaccins
produits qu’ils soient a usage humain ou vétérinaire, consistent a vacciner des souris puis a les
mettre en contact avec un virus vivant (virus d’épreuve). L’inconvénient de ces techniques est
qu’elles nécessitent un grand nombre d’animaux de laboratoire, de plus elles provoquent des
douleurs et une détresse intense chez 1’animal. Aussi, ces dernieres années, sur la base de la
regle des Trois R (Raffinement, Réduction et Remplacement) et sous les recommandations de
I’OMS, les laboratoires qui travaillent sur les vaccins antirabiques ont essayé de mettre en
place un test in-vitro pour le contrdle des vaccins antirabiques inactivés produits sur culture
cellulaire qui pourrait éventuellement remplacer le test des National Institutes of Health
(NIH). C’est ainsi que le test d’immunodiffusion radiale a eté utilisé pour le contrdle in

process des vaccins antirabiques cellulaires.

Ce test a ete utilise pour la premiere fois en 1975 pour la détermination des antigenes

inactivés dans les vaccins contre le virus de la grippe (Schild et al, 1975). Plus tard, en 1982,
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Ferguson et Schild, ont été les premiers a I’utiliser pour le dosage des vaccins antirabiques
produits sur culture cellulaire. En ce qui concerne les vaccins antirabiques produits sur
cerveaux de souriceaux (vaccin tissulaire) et a notre connaissance, I’immunodiffusion radiale

n’a pas été appliquée.

Au cours de ce travail, nous avons essayé de voir si cette technique pourrait
s’appliquer au vaccin tissulaire inactivé de 1’Institut Pasteur d’Algérie (IPA) et comment
pourrait-on 1’utiliser pour estimer ’activité de ce type de vaccin sur le produit fini. C’est ainsi
que nous nous sommes proposés de mettre en place cette technique d’immunodiffusion
radiale au niveau du laboratoire de Production de Vaccins et Sérum Antirabique de I’IPA,
d’apprécier son éventuelle utilisation dans le contr6le des vaccins antirabiques inactivés
tissulaires et peut étre arriver ainsi a remplacer le test des NIH qui est d’usage au niveau du

laboratoire.

Une étude comparative avec le test des NIH a été menée de maniere a apprécier
I’efficacité de I’IDR par rapport au test des NIH (test standard couramment utilisé dans le
cadre du contrdle des différents lots de vaccins produits en Algérie).
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Généralités sur la rage

1. GENERALITES SUR LA RAGE

1.1.Définition de la rage

La rage est une maladie infectieuse, virulente, inoculable généralement par morsure
(Lepine & Gamet, 1969), elle est due a plusieurs virus du genre Lyssavirus qui présentent un
tropisme important pour les cellules nerveuses. La rage est transmissible accidentellement a
I’homme, généralement a la suite d’'une morsure par un animal enragé et entraine presque

toujours une mort rapide (Bourhy, 2003).

Cliniquement, la rage se caractérise par une longue période d’incubation et par une
encéphalomyélite mortelle, elle est le plus souvent accompagnée par des signes d’excitation,
d’agressivité ou de paralysie (ENVF, 1990). Histologiquement, la rage se caractérise par la
présence d’inclusions cytoplasmiques éosinophiles dans certaines cellules nerveuses « corps

de Negri » (Rossister & Jackson, 2007).

1.2.Epidémiologie de la rage

C’est une zoonose majeure, classée comme une maladie réputée légalement
contagieuse (MRLC), tous les cas de rage humaine sont d’origine animale, exceptés les rares
cas de transmission interhumaine a la suite d’une greffe d’organe ou de cornée. Lorsqu’elle
est déclarée cliniquement chez 1’homme, la rage est toujours mortelle aprés une évolution
relativement courte et un tableau clinique dramatique au cours duquel la conscience est
conservée jusqu’a une phase avanceée.

La maladie sévit dans plus de 100 pays et territoires, son contrble reste une des
priorités de I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) (Figure 1). Plus d’un siécle apres la
découverte de la vaccination antirabique, on estime que la rage est encore a 1’origine
d’environ 55 000 décés par an dont 24 000 en Afrique (WHO, 2005). Ce chiffre ne semble
pas évoluer favorablement, au contraire, la rage semble méme ré-émerger dans certaines
parties du monde (c’est le cas en Chine, au Vietnam et dans certaines parties d’Afrique). La
raison est due a une absence de prise en charge efficace par les autorités de santé publique
Oéme

humaine et vétérinaire. Selon I’'OMS, ce chiffre place la rage au 1 rang des maladies

infectieuses mortelles.
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FIGURE 1 : Distribution mondiale de la rage (WHO, 2012)

En Algérie, la rage humaine est toujours présente avec toutefois certaines régions qui
sont relativement épargnées (régions du sud). Entre 2000 et 2009 le nombre de cas de rage
humaine a suivi une courbe exponentielle passant de 16 cas en 2000 a 32 cas en 2007
(Benhabyles, 2008). Les régions du nord semblent étre les plus atteintes (INSP, 2011).

La répartition géographique des cas de rage animale est identique a celle de la rage
humaine pour cause les animaux sont responsables des contaminations particulierement le

chien suivi du chat et enfin du bovin (Benhabyles, 2008).

Le chien représente la principale espéce animale réservoir et vectrice dans le monde, il
est a l'origine d’environ 99 % des décés humains et menace potentiellement plus de 3,3
milliards de personnes. Cependant de trés nombreuses autres espéces de mammiféres jouent
le réle de réservoirs. Elles appartiennent a deux ordres : celui des carnivores (renard,
mouffette, mangouste par exemple) et celui des chiropteres (chauves-souris hématophages,
insectivores et frugivores). A chacun de ces réservoirs correspond un variant particulier de
Lyssavirus. En dehors de ces réservoirs, la plupart des espéces de mammiféres sont sensibles

aux Lyssavirus et peuvent donc constituer des vecteurs de 1’infection chez ’homme.
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1.3.Eléments de virologie

1.3.1. Classification
Selon la classification établie par le Comité International de Taxonomie des Virus

(CITV), les virus rabiques appartiennent :

- & l'ordre des Mononegavirales, qui regroupe les virus de structure hélicoidale dont le
génome est un ARN monocaténaire non segmente, de polarité négative et donc non
infectieux.

- alafamille des Rhabdoviridae en raison de leur morphologie “en baguette” (du grec

rhabdos). Cette famille est composée d’une centaine de virus de mammiféres, poissons,
crustacés, reptiles, insectes et de végétaux.

- au genre Lyssavirus (du grec lyssa: « folie ») du fait de leur neuropathogénie.

Au sein de ce genre, sept génotypes différents peuvent étre distingués, le génotype 1
comprend les souches du virus rabique qui sont les plus préoccupants tants par leur nombre

que par leur répartition géographigque quasi mondiale (Johnson et al., 2010a).

On dénombre actuellement 15 espéces de lyssavirus classifiées ou en cours de
classification (Tableau 1). La principale pourvoyeuse de la rage humaine est de loin I’espece

RABYV également responsable de la rage canine (Suwansrinon et al., 2006 & WHO, 2013).



Généralités sur la rage

TABLEAU 1 : Classification des Lyssavirus (WHO 2013)

Espéces

Abréviations

Origine
géographique

Vecteurs connus

Autres hotes sensibles
connus

Virus de la rage

RABV

Mondiale

Carnivores au niveau
mondial, chauves-souris en

Nombreux animaux (dont

(génotype 1) Amérique I’homme)
vins DUVV Alrique du sud, Chauves-souris insectivores Homme
Duvenhage (génotype 4) | Kenya, Zimbabwe
Lyssavirus des o ) Homme (Ukraine et
chauves-souris EBVL-1 Eurone Chauves-souris insectivores Russie), moutons
européennes (génotype 5) P (Eptesicus serotinus) (Danemark), fouine
type 1 (Allemagne), chat (France)
Lyssavirus des
chauves-souris EBVL-2 E Chauves-souris insectivores | Homme (Royaume-Unis et
. . urope : )
européennes (génotype 6) (Myotis sp) Finlande)
type 2
Ic_gzilsji\élsr—lsjgudriz ABLV Australie Chauves-souris Homme
: (génotype 7) frugivores/insectivores
australiennes
LBv Afrique Sub- Chauves-souris frugivores Chiens et chats
Virus Lagos bat | (genotype 2) saharienne (Megachiroptera)
. MOKV Afrique Sub- Musaraignes, chiens, chats
Virus Mokola (génotype 3) saharienne Inconnu et homme
. . Chauves-souris insectivores
Virus Aravan ARAV Asie Centrale (Myothis blythi)
) ) ) Chauves-souris insectivores
Virus Khudjand KHUV Asie Centrale (Myothis mystacinus) }
. o , Chauves-souris insectivores .
Virus Irkut IRKV Sibérie de I’Est (Murina leucogaster)
Virus West- Chauves-souris insectivores -
Caucasian bat WCBV Caucase (Miniopterus schreibersi)
Virus Ozernoe* - Russie centrale Chauves-souris Homme
Virus Shimoni Chauves-souris
bat* SHIBV Kenya (Hipposideros commersoni) i
Virus Bokeloh Chauves-souris
bat* BBLV Allemagne (Myotis nattereri) -
Virus Ikoma* IKOV Afrique Civette -

* - En cours de classification

1.3.2. Morphologie

Le virus rabique est un virus enveloppé présentant en microscopie électronique une

forme d’obus. La taille des virions est d’environ 100-300 nm de long sur 75 nm de diamétre.

Ces virions sont constitués d’une nucléocapside centrale de symétrie hélicoidale entourée

d’une enveloppe lipidique empruntée a la cellule lors du bourgeonnement (Figure 2).
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L’enveloppe composée d’un double feuillet phospholipidique entoure tout le virion.
Elle comporte deux protéines d’origine virale, la glycoprotéine G et la protéine de matrice M.
La glycoprotéine G, en position transmembranaire, s’associe sous forme de triméres pour
constituer des spicules donnant au virus son aspect hérissé en microscopie électronique

(Figure 3). La protéine M forme un manchon entre 1’enveloppe et la nucléocapside virale.

La nucléocapside est constituée de I’ARN génomique (environ 12 000 nucléotides)
associé¢ a trois protéines virales : la nucléoprotéine N, ’ARN polymérase ARN dépendante L
et la phosphoprotéine P. La protéine N est étroitement liée a ’ARN sur la totalit¢ de sa
longueur. Les protéines P et L ont un réle fonctionnel important dans les phénoménes de

transcription et de réplication du génome viral (Delmas, 2008).

Protéine M
(matrice)
Ribonucléoprotéine Glycoprotéine G

Protéine L
(polymérase)  Phosphoprotéine P

FIGURE 2: Structure du virion FIGURE 3 : Ultra-structure du virus
(Dacheux et Bourhy, 2011) rabigue en microscopie électronique
(Rotivel et Goudal, 2007)

1.4.Immunité Antirabique

1.4.1. Immunité humorale

La glycoprotéine d’enveloppe G, responsable de la production d’anticorps
neutralisants, posséde un role fondamental dans I’immunité antirabique humorale. Cette
glycoprotéine peut étre isolée et purifiée. A titre expérimentale (lors d’une épreuve virulente),
la glycoprotéine G permet a elle seule une bonne protection contre la rage. La protéine de la
nucléocapside N est, dans certains cas, capable d’induire elle aussi une réponse immunitaire
protectrice.

Un travail avec le Baculovirus chez la souris a montré qu’une meilleure immunité est

retrouvée avec la glycoprotéine G lorsqu’elle est associe a la protéine de la nucléocapside N
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au moment de la primo vaccination et du rappel, comme le montre le tableau 2 (Brahimi,

2013, publication en cours).

TABLEAU 2 : Taux d’anticorps antirabiques apres titrage par la techniques RFFIT (Ul/ml)

Taux d’anticorps (Ul/ml) en fonction
Primo Rappel | Saignée des dilutions
vaccination JO J7 J15 15 1/25 1125 1/625
N G+N / 13 2,83 00 0,74
G+N G / 71 27 5 4,61
G+N N / 19,30 20 7 2,81
G+N G+N / 3,69 4,60 98 37

En pratique, le titrage des anticorps neutralisants synthétisés en réponse a la présence
de la glycoprotéine d’enveloppe rabique permet d’estimer le degré d'immunité chez les sujets

en cours de traitement antirabique ou vaccinés préventivement (Toma, 2008).

1.4.2. Immunité cellulaire

L’immunité cellulaire joue certainement un role complémentaire de 1’immunité
humorale dans les mécanismes de protection et dans les phénoménes immuno-pathologiques.
Le virus rabique, vivant ou inactive, entraine une importante production d’interféron gamma

par les cellules T.

Une production massive d’interféron gamma suite a une vaccination antirabique
indique donc qu’une réponse cellulaire a bien eu lieu (la production d’interféron gamma étant
précoce) et permet ainsi d’évaluer la capacité des patients vaccinés a contréler I’infection lors

de vaccination post-exposition (Lambot et al., 2000).

1.5.Etude de la maladie
1.5.1. Sources de P’infection et modes de transmission

Le virus de la rage a une survie limitée a I’extérieur de son héte. Plusieurs facteurs
environnementaux peuvent en influencer la durée en inactivant le virus : la dessiccation, la
lumiere du soleil (UV), la chaleur (Rupprecht et al., 2004), les rayons X, les détergents et un
pH de moins de 3 et de plus de 11 en sont des exemples (Bleck et al., 2000).

La transmission du virus se fait essentiellement par la salive, voire par le liquide

lacrymal, d’un animal atteint, malade ou en incubation de la maladie. La contamination a licu
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dans la quasi-totalité des cas a I’occasion d’une morsure ou d’une griffure du tissu musculaire
ou du derme.

D’autres modes de contamination, bien moins fréquents sont possibles comme le
lechage de plaie ou de muqueuse saine, le contact avec la peau lésée et de facon
exceptionnelle par inhalation d’un aérosol de virus (Childs & Real, 2007). Sept cas de
contamination a la suite de greffes d’organes ont été décrits en 2004 et 2005 aux Etats Unis et

en Allemagne et huit cas a la suite de greffe de cornée.

L’homme étant un cul-de-sac épidémiologique, la transmission d’homme a homme
d’une fagon naturelle ne peut se faire, toute fois deux cas de transmission par morsure et par
exposition des muqgueuses a de la salive humaine infectée ont été suspectés en Ethiopie
(Fedaku et al., 1996).

1.5.2. Physiopathologie

Aprés introduction dans 1’organisme, le virus de la rage se multiplie localement au site
d’inoculation dans les myocytes, puis il se propage dans 1’organisme en cheminant dans les
neurones par voie axonale centripéte, le virus gagne ainsi le cerveau (en particulier
I’hippocampe et le lobe temporal) ou il se multiplie massivement dans les neurones (Warrell
& Warrell, 2004), puis il regagne par voie axonale centrifuge des organes préférentiels
(Figure 04). D’importantes doses virales sont alors retrouvées au niveau des glandes salivaires

mais aussi des muqueuses ainsi que dans d’autres organes comme les yeux et les reins.

Le virus de la rage a une forte affinité pour les zones du cerveau impliquées dans le
comportement, il induit souvent un comportement agressif chez 1’animal ou la personne
contaminée. Les modifications comportementales liées a cette infection contribuent fortement
a la transmission du virus puisque l’animal contaminé, devenu enragé, va lui-méme

disséminer le virus a un autre hote par morsure.
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FIGURE 4 : Cheminement du virus rabique dans I’organisme
(Traité de virologie médicale, ESTEM, 2003)

1.5.3. Cycle de multiplication virale

Le cycle viral des Rhabdovirus se déroule entierement dans le cytoplasme de la cellule
hote. L’infection virale débute par la fixation du virus sur les cellules hotes, les spicules de la
glycoprotéine G se lient aux récepteurs cellulaires ce qui induit I’internalisation du virus par
endocytose. Les récepteurs cellulaires peuvent étre de nature protéique ou fibroblastique
(tissus musculaires, glandulaires, cutanés et nerveux). In-vivo, le virus de la rage a un
tropisme marqué pour les neurones ou trois récepteurs de nature protéique sont présents, ils
peuvent agir seuls ou de fagon conjointe : le récepteur nicotinique de I’acétylcholine, le
récepteur a basse affinité du Nerve Growth Factor ou NGF et le récepteur NCAM (Neural Cel
adhesion Molecule)

L’étape suivante est la multiplication virale, la transcription et la réplication de I’ARN
viral sont assurées par I’ARN polymérase ARN dépendante-phosphoprotéine, les ARN ainsi
synthétisés vont servir de matrice pour la synthése de nouveaux génomes viraux. Les ARN
viraux neoformés associés a la nucléocapside et a I’ARN polymérase virale sont déplaces vers
la membrane cytoplasmique (Figure 05), de nouvelles particules virales compactes sont

formées et bourgeonnent hors des cellules hotes (Banerjee, 1987).
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1.5.4. Description des signes cliniques

1.5.4.1.Période d’incubation

Sur le plan clinique, I’incubation est totalement silencicuse et sa durée est variable au
sein de chaque espece. Elle est fonction de la souche virale, de la quantité de virus inoculée,
du statut immunitaire du sujet mordu et du si¢ge de la morsure. Chez I’homme dans 85 % des
cas I’incubation dure entre 35 et 90 jours. Chez le chien et le chat, elle est en moyenne un peu
plus courte de 15 & 60 jours et chez les bovins elle dure de 1 & 3 mois (Toma, 2008).

Des morsures graves et multiples a la téte et au cou ou des morsures a des sites tres

innervés peuvent rendre la période d’incubation plus courte (Charlton, 1994).
1.5.4.2.Symptomes chez ’homme

Les prodromes sont variés et peu spécifiques : céphalées, fievre, douleur laryngeées, le
plus évocateur (50-80% des cas) reste la douleur et le prurit au siege de la morsure. Par la
suite, ¢’est la phase d’état qui s’installe, elle est caractérisée par une encéphalomyélite, elle
débute par une dysphagie et des troubles neuropsychiatriques variés et des spasmes phobiques
(hydrophobie, aérophobie) (OIE, 2005). L’évolution des symptomes neurologiques Se fait
vers le coma, survient ensuite la mort en quelques jours.

D’autres personnes présentent au contraire une forme paralytique, au cours de laquelle

la mort survient plus tardivement, par paralysie respiratoire (Toma, 2008).


http://www.microbe-edu.org/
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1.5.4.3.Symptomes chez I’animal

Les signes initiaux de rage chez 1’animal ne sont pas spécifiques et incluent : anorexie,
léthargie, fiévre, dysphagie, vomissements. Des modifications de la phonation sont aussi
observées précocement dans la maladie. La rage évolue en deux types de syndrome : la rage
furieuse et la rage paralytique dite « muette ». Il n’est pas toujours évident, en début de
maladie, de faire la distinction entre ces deux formes.

Dans la rage furieuse, I’animal peut devenir hypersensible a des stimuli auditifs,
visuels ou tactiles, il semble avoir des hallucinations, une hyper salivation et sa voix devient
rauque, plus la maladie progresse plus I’animal devient furieux.

Dans la forme paralytique ou muette, le signe prédominant est la paralysie, la
machoire inférieure est pendante, la langue sort et une bave abondante s’écoule, 1’animal ne

peut pas mordre (Toma, 2004). La mort survient en général en moins de deux semaines.

1.6.Diagnostic

En P’absence de symptomes pathognomoniques de la rage, le diagnostic clinique est
tres difficile. Le diagnostic de certitude doit obligatoirement s’appuyer sur I’examen de
laboratoire, uniquement aprés la mort de I’animal, un prélévement est effectué a partir du

cortex, de I’hippocampe et du bulbe rachidien (Toma, 2008).

1.6.1. Identification de ’antigéne rabique

La mise en évidence d’antigénes rabiques dans les prélévements cérébraux par
immunofluorescence directe (IF) représente la technique de référence, elle est trés rapide
(moins de 2 heures), peu onéreuse et fiable (Bourhy et al., 1989).

Elle consiste a mettre en contact des calques de corne d’Ammon avec un anticorps
fluorescent dirigé contre la nucléocapside du virus. Sous microscope a fluorescence, les
antigenes rabiques sont observés sous forme de particules vertes et brillantes irréguliéres en
taille et en forme correspondant a des amas intracellulaires de nucléocapside virales
(Lumlertdacha, 2005).

La recherche des antigénes rabiques peut également étre réalisée a partir de broyats
cérébraux par immunocapture des nucléocapsides (technique ELISA) (Xu et al., 2007). Les
surnageants de ces broyats sont ainsi mis en présence de cupules sensibilisées avec des

anticorps mono ou polyclonaux anti-nucléocapsides. Un mélange d’anticorps anti-
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nucléocapsides couplés a une enzyme (la peroxydase) est utilisé pour la révélation apres avoir
ajouté le substrat adéquat. La réaction peut étre lue au spectrophotométre ou méme a I’ceil nu.

Un test rapide de détection des antigenes viraux par immunohistochimie directe a
récemment été développé (Lembo et al., 2006). Ce test repose sur ’analyse d’appositions ou

de frottis cérébraux a 1’aide d’anticorps monoclonaux anti-nucléocapside couplés a la biotine.

1.6.2. Isolement du virus par inoculation a la souris

Cette technique est basée sur I’inoculation intracérébrale d’une suspension de tissus
cérébraux provenant de sujets suspects. La durée de I’observation de I’apparition des
symptdémes cliniques de la rage se fait sur une période de 10 a 28 jours. La présence de
I’antigéne rabique peut étre recherchée par immunofluorescence sur un calque du cerveau des
souris ayant présentés des signes de rage (Smith, 2003). Ce test est nécessaire pour la

conservation et I’amplification des souches virales de terrain.

1.6.3. Isolement du virus par inoculation aux cultures cellulaires

Cette technique est réalisée sur culture cellulaire (cellules de type neuroblastomes
murins) a partir de broyats cérébraux, parfois de salive chez I’homme. Elle est rapide (moins
de 24 heures) et tres sensible (Bourhy, 1989). La présence d’inclusions virales dans le
cytoplasme des cellules est révélée par immunofluorescence directe ou par ELISA (Bourhy,

1989). Ce test remplace avantageusement 1’isolement viral sur I’animal.

1.6.4. Sérologie

La recherche des anticorps antirabiques sur animal suspect n’est pas utilisée dans un
but diagnostic. Ainsi, I’épreuve sérologique reste d’un intérét limité dans le diagnostic de la
rage, car les anticorps n’apparaissent qu’au stade ultime de I’évolution de la maladie, mais
trouve son interét dans le contr6le des traitements post-exposition et des vaccinations pré-
exposition (Smith, 1991).

Le titrage des anticorps spécifiques a la rage peut se faire a partir du sérum ou du LCR
de sujets vaccinés ou" traités” contre la rage. La méthode de référence est la technique de
séroneutralisation virale en culture cellulaire (technique de réduction des foyers fluorescents),
une quantité définie de virus rabique est incubée avec des dilutions croissantes de sérum ou de
LCR en présence de cellules, les foyers d’infection sont révélés sur le tapis cellulaire par

immunofluorescence directe et dénombré sous microscope a fluorescence (Smith et al., 1996).
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L’épreuve sérologique rapide d’inhibition des foyers d’immunofluorescence (RFFIT,
Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test) permet d'apprécier le degré de I'immunité chez les
sujets en cours de traitement antirabique ou vaccinés préventivement. Une quantité donnée de
virus est melangée a différentes dilutions de serum a expertiser puis la limite de neutralisation
est déterminée (Muller et al., 2005).
La technique ELISA a été acceptée par I’OIE comme outil pour le screening (McEIhinney
et al., 2008).

1.7. Traitement

Chez I’homme uniquement, des traitements peuvent étre appliqués avant 1’apparition
des symptdmes ; par 1’administration d’immuo-prophylaxie pré et post-exposition. Apres
I’apparition des premiers symptoémes cliniques, les traitements administrés peuvent étre soit
de nature curative et tenter une guérison, soit de nature palliative et viser le confort et le
soulagement du patient (Hendekli, 2005).

Depuis la vaccination de Joseph Meister en 1885 par Louis Pasteur, aucun progres

majeur n’a été fait en mati¢re de thérapeutique post infection par le virus de la rage.

1.8.Prophylaxie
1.8.1. Prophylaxie sanitaire

Les mesures de prophylaxie sanitaire en pays indemne de rage incluent le contréle de
la circulation des carnivores domestiques, la lutte contre les animaux errants ainsi que
I’interdiction de toute importation d’animaux, ces mesures sont plus au moins drastiques selon

les pays (Toma, 2008).

Dans les pays infectés, les chiens et en particulier les chiens errants sont responsables
de 99 % des décés humains par la rage dans le monde (WHO, 2007). Il importe donc
d’empécher la transmission du virus rabique par le chien a la fois par des mesures défensives
(comme le font les pays indemnes) mais aussi par des mesures offensives. Ceci implique la
capture et la destruction des chiens errants ainsi que le contréle strict de la circulation des

carnivores domestiques (Toma, 2008).
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1.8.2. Prophylaxie medicale

Elle consiste en la vaccination des populations animales (carnivores domestiques et

dans certains pays les carnivores sauvages). Depuis quelques années, les animaux

domestiques (surtout les bovins) sont pris en charge par la vaccination préventive au vue des

pertes causées par la rage.

Chez I’homme, la vaccination peut étre préventive (avant exposition) chez les

personnes ayant un risque élevé d’exposition a la rage (les vétérinaires, les gardes forestiers,

personnels de laboratoire) (Tableau 3), ou curative en association avec I’administration

d’immunoglobulines antirabiques humaines ou équines en cas d’exposition & un risque

rabique (Toma, 2008) (Tableau 4).

TABLEAU 3 : Conduite de la vaccination avant exposition (Aubry et Rotivel, 2001)

Exposition Risque Population Prophylaxie
. Professmn_nels des - Vaccination avant
Risque permanent par laboratoires de .
. exposition
Continue contact avec des matieres recherche, de
virulentes diagnostic, Contréle sérologiaue
de production dans le indispensable régu?ier
domaine de la rage P 69
-Vétérinaires, éleveurs,
Risque fréquent par forestiers, gardes chasses. | vaccination avant
contact avec - Personnels des refuges, .
; . . . , ) exposition
. . des animaux sensibles | d’animaleries, d’abattoirs,
Discontinue

en région enzootique par
profession, voyage ou
loisir

de capture.
-Voyageurs, expatriés
Taxidermistes, chasseurs,
spéléologues

- contr6le sérologique
facultatif

Occasionnelle

Risque égal ou inférieur
a celui
d’une population
générale en région
enzootique

Autres situations

- Pas de vaccination avant
exposition

- Vaccination apreés
exposition

- Immunoglobulines
associees

ou non

- Controle sérologique en cas
particulier
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TABLEAU 4: Prophylaxie post-exposition recommandée en cas de risque d’infection par le virus

rabique (OMS, 2010)

Type de contact avec un animal suspect

Mesures post-exposition

Type |: la personne a touché ou nourri des animaux ou a été
léchée alors que sa peau était intacte (pas d’exposition)

Aucune

Type 1l: la personne a été léchée alors que sa peau était | Vaccination immédiate et
égratignee ou a subi de petites égratignures sans saignement traitement de la plaie
Type Il : la personne a subi une ou plusieurs morsures | Vaccination immédiate et

transdermiques ou a été léchée alors qu’il y avait une effraction
cutanée; la personne a été contaminée par contact des
muqueuses avec de la salive a la suite d’un léchage ou a été
exposeée a des chauves-souris

administration
d’immunoglobuline
antirabique; traitement de
la plaie
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2. LES VACCINS ANTIRABIQUES

2.1.Définition de la vaccination

La vaccination consiste & immuniser une personne ou un animal contre une maladie
infectieuse, généralement en lui administrant un vaccin. Les vaccins, qui stimulent le systeme

immunitaire, prémunissent la personne d’une infection ou d’une maladie (OMS, 2013).

La vaccination contre la rage consiste en I'administration a lI'organisme, d'un antigéne
rabique capable de lui conférer une résistance ultérieure envers cette maladie (Andral et
Blancou, 1982).

2.2.Définition d’un vaccin

Un vaccin est une préparation antigénique, dérivée d’un agent infectieux pathogéne,
modifiée pour étre rendue inoffensive et conservant ses propriétés immunisantes. Son
inoculation a un sujet réceptif induit une réponse immunitaire protectrice, spécifique d’un
agent infectieux donné, capable de le protéger contre I’infection naturelle ou d’en atténuer les

conséquences (Piednoir, 2012).

2.3.Composition du vaccin antirabique

2.3.1. La souche vaccinale

Certaines souches de virus rabique subissent dés leur isolement, de nombreux passages
soit sur animal (lapin, souris), soit sur cellules afin d'obtenir un comportement biologique
reproductible et caractéristiqgue de la souche (Lecocq, 1985). Ces souches sont appelées
"souches fixes" puisque certains de leurs caracteres ont été fixés, comme la durée
d’incubation, un titre élevé et constant, et elles sont non infectieuses par voie périphérique
(Tordo, 1988). Elles sont utilisées pour la fabrication de vaccins (Dietzscholed et al., 1987)
(cf annexe 1). Encore appelées "souches de laboratoire”, les souches fixes dérivent

principalement et historiquement de trois isolats de virus rabiques (Clark & Wiktor, 1972) :

- la souche Pasteur, isolée d'une vache en 1882, a I'origine des souches CVS (Challenge
Virus Standard), PV (Pasteur Virus) et PM (Pitman-Moore),

- une souche isolée d'un chien aux Etats-Unis (Alabama) en 1935, a l'origine des
souches SAD (Street Alabama Dufferin) et ERA (Evelyn-Rokitnicki-Abelseth),
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- une souche provenant d'une jeune fille nommée Flury, décédée de la rage en 1939 aux
Etats-Unis, a l'origine des souches Flury LEP (Low Egg Passage, obtenue apres 136
passages sur des poussins d’un jour) et Flury HEP (High Egg Passage, obtenue aprés

2505 passages sur des poussins d’un jour).

2.3.2. L’antigéne vaccinal

L’antigéne vaccinal correspond au virus vivant atténué¢ ou inactivé qui induit la
réponse immunitaire.

Les antigenes vaccinaux baignent dans des milieux spécifiques contenant des
minéraux, des sucres, des acides aminés, des vitamines et des facteurs de croissance (Pilette,
2009). lls doivent étre stériles et leur composition varie selon le procédé de fabrication du
vaccin (sérum physiologique, solution tampon).

Ces antigénes peuvent se présenter sous forme liquide (vaccins préts a I’emploi) ou

sous forme lyophilisée (vaccins a reconstituer avec un solvant) (Grezel, 2006).

2.3.3. L’adjuvant

L’incorporation d’un adjuvant a un vaccin a pour but d’améliorer, accélérer et
prolonger la réponse immunitaire spécifique dirigée contre un antigéne. Elle permet
¢galement de diminuer la dose d’antigéne nécessaire pour induire une immunité (Bégué et al.,
2012). Sont utilisés comme adjuvants : des sels d’aluminium, des adjuvants huileux
(émulsions). Les sels d’aluminium peuvent induire secondairement une réaction allergique

chez certaines personnes (Richard, 1990).

2.3.4. Résidus du processus de fabrication

Les virus doivent étre cultivés sur des substrats afin d’en obtenir de grandes quantités
pour une production industrielle de masse. Les cellules sur lesquelles sont cultives ces micro-
organismes sont généralement des cellules animales. Des résidus de milieu de culture peuvent

subsister dans le produit fini ce qui provoque des réactions allergiques (Georget, 2009).

2.3.5. Les conservateurs et les stabilisants

Les conservateurs inhibent la croissance des contaminants bactériens et fongiques
susceptibles de détéeriorer le vaccin avant son utilisation (antibiotiques). Les conservateurs

sont utilisés pour stabiliser I’antigéne ce qui permet de préserver 1’activité virale.
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Les stabilisants ont un rdle protecteur de I’antigéne viral contre les pertes de titres
durant le stockage, ils sont utilisés pour maintenir 1’intégrité de la particule ce qui assure son

immunogénicité (Grainger, 2007).

2.4.Différents types de vaccins antirabiques

Les vaccins antirabiques peuvent étre classés soit selon leur caractére vivant ou

inactive, soit selon leur mode de production

2.4.1. Selon leur caractére vivant ou inactivé

2.4.1.1.Vaccins a virus vivants

Ces vaccins possedent une virulence résiduelle qui peut s’avérer dangereuse, mais en
contrepartie possédent un bon pouvoir immunogene malgré un titre viral beaucoup plus faible
que celui des vaccins a virus inactivés. lls sont par contre plus fragiles a la chaleur (Thevenot,
2003). Le virus est capable de se multiplier une fois injecté dans 1’organisme, mais n’atteint
jamais le cerveau (ces types de vaccins ne sont utilisés que pour les animaux domestiques et

sauvages). Exemple : Vaccins Flury, ERA, SAD.

2.4.1.2.\Vaccins a virus inactivés

L’agent infectieux est entier, il est inactivé par différents procédés physiques et/ou
chimiques (les rayons UV, le formaldéhyde, la béta propriolactone). Ces vaccins sont
dépourvus de virulence résiduelle, ils sont plus stables, mais ont un pouvoir immunogene plus

limité s’ils ne contiennent pas d’adjuvant (Toma, 2006).

2.4.2. Selon leur mode de production

2.4.2.1.Vaccins produits sur encéphale d’animaux adultes

Il s’agit de vaccins de type Semple ou Fermi préparés sur encéphale de mouton ou
d’agneau (inde), actuellement inactivé par la béta propiolactone (BPL) (Rotivel et al, 2001).
Ils ne sont plus utilisés dans la plupart des pays, car ils contiennent des facteurs

encéphalitogeénes et risquent d’avoir un pouvoir immunogene limité (Thevenot, 2003).

2.4.2.2. Vaccins produits sur encéphale d’animaux nouveau-nés

Ce sont des vaccins préparés sur cerveaux de souriceaux nouveau-nés (SMBV:
Suckling Mouse Brain Vaccine ou vaccin Fuenzalida), utilisé dans la plupart des pays en voie
de développement (Viétnam, Cambodge, Brésil, Algérie, Madagascar) (Cora, 2009). Ces
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vaccins renferment peu (ou pas) de facteurs encéphalitogenes et ont un bon pouvoir
immunogene. La souche Flury ainsi que la souche SAD (ou ses dérivés) sont les plus utilisées
dans la production de ce type de vaccin.

L’utilisation des vaccins préparés sur tissus nerveux est fortement déconseillé par
I’OMS qui recommande de mettre fin dés que possible a leur production et a leur utilisation et

de les remplacer par des vaccins préparés en culture cellulaire (WHO, 2005).

2.4.2.3.Vaccins produits sur embryon de canard

Préparés a partir d’embryons de canard (Purified Duck Embyo Vaccine PDEV), ces
vaccins ne sont pratiquement plus produits malgré que leur efficacité et innocuité soient
identiques a celles des vaccins cellulaires (Rotivel, 2001).

Ce type de vaccin a été produit par 1’Institut Pasteur d’Algérie pour usage vétérinaire

(vaccin avianisé produit sur embryons de poulet).
2.4.2.4.Vaccins produits sur culture cellulaire

Ils sont constitués de virus rabiques qui sont multipliés sur des substrats cellulaires

- Vaccins préparés sur culture de cellules diploides humaines (HDCV) (Johnson et
al., 2010b).

- Vaccins purifiés préparés sur cultures de cellules d’embryon de poulet (PCECV)
(Sampath et al., 2010).

- Vaccins purifiés préparés sur culture de cellules Vero (PVRV) (Chen & Chen,
2009).

La derniére génération de vaccins préparés sur des cellules d’embryons de poulet ou
des cellules Vero a donné des résultats comparables, en terme d’innocuité et d’efficacité, a
ceux des vaccins préparés sur des cellules diploides humaines, ils sont en revanche moins
onéreux (Plotkin et al., 2008). Ces vaccins ne renferment pas de facteur encéphalitogéne
(faible titre en protéines étrangéres) et possédent un bon pouvoir immunogene.

Les souches SAD et ERA ont été employées pour la production de ce genre de vaccin,
en Algérie, la souche ERA a été multipliée sur cellules Vero en flacons roulants et sur
microbilles. Un vaccin expérimental purifié sous gradient de saccharose par la technique
d’ultracentrifugation zonale a flux continue a €té mis au point (Brahimi & Benmansour, 1986,
1988).
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Pour des raisons de colt de production élevé, ces vaccins sont produits et utilises
principalement dans les pays développés et dans d’autres pays émergents ayant maitrisé cette
technologie.

2.4.2.5.Vaccins produits par génie génétique
A. Vaccins recombinants (VRG)

La glycoprotéine du virus a été exprimée sous forme recombinante dans un virus de
type vaccine. Le vaccin résultant est actuellement utilisé pour la vaccination par voie orale des
renards (Aubry & Rotivel, 2001).

Les vaccins recombinants sont dépourvus de virulence rabique résiduelle, mais leur

innocuité doit également étre évaluée en ce qui concerne le microorganisme porteur.

B. Vaccins a ADN

Ils ne contiennent ni virus, ni glycoprotéine, mais un fragment d’ADN codant pour cet
antigéne. Ces vaccins permettraient de protéger contre d’autres virus. Ils ont été testés chez

les animaux avec succes, ce qui ouvre des perspectives nouvelles pour 1’'usage chez I’homme

(Aubry & Rotivel, 2001).

C. Vaccins sous-unitaires

Les sous unités virales peuvent étre séparées apres dissociation du virion pour que le
vaccin ne contienne plus que les constituants nécessaires a 1’¢élaboration d’anticorps
protecteurs, on peut citer comme exemple le vaccin antirabique constitué par la glycoprotéine
G (Melnick, 1989). Ces vaccins offrent de nouvelles opportunités pour le traitement et la
prévention des maladies infectieuses.

Les protéines inductrices de la réponse immunitaire sont obtenues par purification ou
concentration des protéines immunogénes a partir de 1’agent pathogéne, ou par génie
génétique, pour étre ensuite insérés a 1’hdte récepteur. Ces vaccins sont appelés vaccins
peptidiques synthétiques. L’adjuvant est indispensable dans ce cas pour optimiser 1’action du

vaccin (Leprétre, 2008).
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3. LES IMMUNOGLOBULINES RABIQUES

La technique utilisée pour la production d’immunoglobulines rabiques emploie
généralement comme support de production le cheval ou le mulet que I’on immunise avec une
souche de virus fixe ; c’est le cas de la souche Louis Pasteur Saigon utilisée en Algérie. On
pratique d’abord une immunisation prolongée pendant deux mois avec un vaccin inactivé,
cette vaccination est ensuite suivie d’inoculation de doses croissantes de virus vivant.

Les animaux utilisés doivent étre soigneusement sélectionnés lors de I’immunisation
primaire. Un titrage des anticorps fait en cours d’immunisation permet d’éliminer les animaux
présentant une immunisation insuffisante et de ne retenir que ceux qui sont capables de
donner un sérum de titre élevé (Lépine & Atanasiu, 1967). Le test de contréle des titres utilisé

est la technique de réduction des foyers fluorescents (RFFIT).

De I’'immunoglobuline rabique doit étre administrée a toutes les personnes ayant subi
une exposition de catégorie Il ou ayant subi une exposition de catégorie 1l et
immunodéficients (tableau 03). L’immunoglobuline antirabique humaine a une clairance
relativement faible (demi-vie d’environ 21 jours), de sorte qu’elle constitue le meilleur
produit, notamment en cas d’expositions séveres multiples et de morsures a la téte, a la face et
aux mains. Toutefois, I’immunoglobuline antirabique humaine est difficile a se procurer et

n’est disponible pratiquement que dans les pays industrialisés.

Lorsque ce produit est indisponible ou que son prix est tres élevé, il convient d’utiliser
de I’'immunoglobuline équine ou ses fragments F(ab’), méme si les fragments F(ab’), ont une
clairance plus rapide que I’'immunoglobuline antirabique humaine. La plupart des nouvelles
préparations d’immunoglobuline équine hautement purifiées sont actives, sires et
considérablement moins cotliteuses que 1I’immunoglobuline antirabique humaine. Elles sont
néanmoins d’origine hétérologue et comportent un faible risque de réaction anaphylactique
(1/45 000 cases) (Whied et al., 1989, Suwansrinon et al., 2007).

A Pinstitut Pasteur d’Algérie (IPA), le sérum antirabique est produit sur chevaux et

mulets sélectionnés.
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4. CONTROLE DES VACCINS ANTIRABIQUES

Le controle de la qualité des vaccins antirabiques est d'une importance primordiale
pour tout programme de lutte contre la rage. Il permet d’éliminer les lots de vaccins qui ne
répondent pas aux normes requises. Ainsi, un lot de vaccins a virus inactivés ne doit étre
agrée gue s'il satisfait aux critéres suivants : stérilit¢ microbiologique, inactivation du virus
rabique et absence de toxicité anormale (Thraenhart, 1989).

Les temps de contrdle représentent souvent plus des trois quarts du temps du cycle de

fabrication.

4.1.Controle de la stérilité

Une garantie suffisante de la stérilité¢ et de I’absence de contamination ne peut étre
obtenue que par un contr6le adapté des matieres premieres utilisées et de leur condition de
stockage et de transformation. Des tests sur le produit fini sont nécessaires pour verifier que le
contrble a été réalisé de facon adéquate. Le vaccin doit étre stérile et exempt de tout agent

contaminant.

4.2 .Controle du titre initial

La technique adéquate de titrage est celle qui permet de connaitre le nombre ou le
rendement en particules virales par millilitre de produit recueilli. Ce titrage est réalisé aprés
récolte de I’agent viral. Ce test est assuré in-vivo par I’épreuve d’inoculation a la souris ou in-
vitro sur cellules. Les préparations ayant un titre de 10°DLse/ml & 10°DLgg/ml produiront un
vaccin avec une activité antigénique satisfaisante (Kaplan & Koprowski, 1974, Meslin et al.,
1999).

4.3.Controle de la stabilité

Historiquement, le test de stabilité des vaccins a été basé sur I’observation de la
sensibilite a différentes températures (Jadhav et al., 2009). En 1980, le test de thermostabilité
a été introduit comme un des contrdles pour la libération des lots de vaccin du groupe
antirabiques (WHO, 1992).

La durée de validité des vaccins qui sera proposée doit étre vérifiée par des tests
appropriés. Ces experimentations comprennent des tests de stabilité biologique et physico-

chimiques et doivent étre effectués sur un nombre suffisant de lots de vaccins conservés dans
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les conditions recommandées. Pendant ces périodes de contrdle, le titre viral du vaccin ne doit
pas diminuer de maniére a rendre le vaccin inactif.

La thermostabilité des vaccins a virus vivants présentés sous forme liquide est en
géneral faible. Les vaccins a virus inactivés lyophilisés ont une stabilité d’une durée de 2 ans
a une température de 4°C (Manuel terrestre de 1’OIE, 2005).

4.4.Controle de ’innocuité

L'innocuité d'un vaccin antirabique est l'absence de réactions post-vaccinales
indésirables chez le sujet vacciné. La teneur en protéines non spécifiques est un des critéres de
la qualité d'un vaccin. Les vaccins inactivés purifiés, produits sur culture cellulaire, sont ceux
qui contiennent le moins de protéines non spécifiques. lls sont presque exclusivement
composeés de particules de virus rabique. Cela est difficile a réaliser pour les vaccins produits
sur tissu cérébral. De plus, les vaccins a base d'encéphale d'animaux adultes contiennent des

éléments neuroparalytiques tels que la myéline, mais ce mode de fabrication est délaissé.

Pour les vaccins a virus vivants, un test d’innocuité doit étre effectué sur chaque lot de
vaccin sur espece cible. Au moins 3, mais de préférence 5 a 6 animaux de ’espéce cible
recoivent une dose équivalente a 10 fois la dose recommandée pour 1’utilisation du produit
par la voie d’administration classique du produit. Les animaux sont observés pendant 90 jours

pour mettre en évidence toute réaction secondaire (Manuel terrestre de I’OIE, 2005).

Les tests de virulence résiduelle des lots de vaccin a virus inactivés sont effectués par
inoculation de cellules en culture ou de souris par voie intracérébrale pour mettre en évidence

des virus viables.

La solution au probléme de I’innocuité des vaccins antirabiques consiste a développer
des vaccins préparés a partir de virus rabiques obtenus sur des cultures exemptes de tissu
nerveux (Plotkin & Koprowski, 1994). Depuis 1976, I’utilisation de vaccins produits en
culture de cellules diploides humaines (HDCV) s’est généralisée pour la vaccination des
personnes avant et apres exposition. Le HDCV suscite une bien meilleure réponse
immunitaire que d’autres comme le PDEV (préparé a partir d’embryons de canard) ou ceux
prépares a partir de cerveaux de souriceaux a la mamelle (vaccin Fuenzalida) ou de cervelles

de moutons adultes ou de lapins (vaccin Semple).
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4.5.Controle de ’activité

La glycoprotéine G est le seul antigéne de la particule du virus rabique important dans
la stimulation d'anticorps neutralisant le virus (Cox et al., 1977), la forme native repliée de la
glycoprotéine G associée au virion (trimere) est tres immunogéne alors que la forme non

associée (libre), monomere est faiblement immunogéne (Dietzscold et al., 1983).

Les méthodes de quantification de cette protéine sont d’une grande importance pour le
contrble et la standardisation des vaccins antirabiques inactivés pour une utilisation chez
I'nomme et les animaux. Actuellement, des essais in-vivo sont couramment utilisés pour
normaliser ces vaccins. Parmi ces tests, les plus utilisées sont le test de Habel (Habel, 1973) et
le test des National Institutes of Health (NIH) (Sligman, 1973).

La quantité de virus présente dans les vaccins vivants atténués est déterminée par
titrage. Une fois que la corrélation a été établie entre I’activité du vaccin sur I’espéce cible et
le titre viral, le titrage de virus devient un indicateur fiable de I’efficacité du vaccin. Il est
alors effectué sur cultures cellulaires ou par inoculation intracérébrale a des souris (WHO,
1996).

Pour les vaccins a virus inactivés, la corrélation entre I’activité pour I’espéce cible et la
valeur antigénique obtenue sur la souris constitue un indicateur fiable de I’activité du vaccin.
L’efficacité du vaccin est établie aux USA par le test des NIH, ce test est utilisé couramment
au niveau du service Rage de I'IPA pour le controle de ’activité du vaccin antirabique

tissulaire. Ailleurs, le test de la Pharmacopée Européenne est largement adopté (WHO, 1996).

45.1. Test de Habel

Ce test consiste a éprouver des souris, vaccinées ou non, avec des doses croissantes du
virus d’épreuve. L’activité du vaccin contr6lé est exprimée par I’indice de Habel qui est
obtenu en effectuant la différence entre les logarithmes des doses entrainant la mortalité a
50% des animaux vaccinés de celui des animaux témoins (Habel, 1940). (cf annexe 2)

Ce test est en voie d'abandon du fait de son imprécision pour les vaccins de valeur

«moyenne» et des difficultés de sa standardisation au niveau européen (Blanco, 1985).

4.5.2. Test des National Institutes of Health (NIH)

Actuellement, le test des National Institutes of Health (NIH) est le plus utilise, il a

pratiquement remplacé le test de Habel. Ce test a été décrit par Sligman (1955).
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Un premier lot de souris recoit a deux reprises, a 7 jours d’intervalle, le vaccin a
controler avec différentes dilutions, un autre lot de souris recoit de la méme maniére du
vaccin de référence. Sept jours aprés la 2°™ injection, les souris sont soumises & une épreuve
virulente avec une dose variant entre 5 et 50 DLsg de la souche virale d’épreuve CVS par
injection intracérébrale.

Pour calculer 1’activité du vaccin, on utilise la méthode gravimétrique qui nécessite la
détermination de la DEs, (dose efficace 50%) et qui correspond au poids en mg de la
suspension de tissu nerveux d’un vaccin antirabique, protégeant 50% des souris éprouvées par
une dose donnée de virus rabique (5 a 50DLsp). La méthode gravimétrique utilise le rapport
de la DEsp d’un vaccin de référence a la DE5q du vaccin a expertiser, ce rapport appelé valeur
antigénique (VA) doit étre d’au moins 0,3 pour que le vaccin a expertiser satisfasse a

I’épreuve.

Ce test a l'avantage d'étre plus précis, relativement reproductible et permet d'exprimer

la valeur antigénique des vaccins en unités internationales.

4.5.3. Test de la pharmacopée européenne

Utilisé par tous les pays du Conseil de I’Europe. Il est basé exactement sur les mémes
principes que le test des NIH, mais le lot de souris ne regoit qu’une injection des différentes
dilutions de vaccin (au lieu de 2 injections a 7 jours d’intervalle). Ce test discrimine mieux les
vaccins de faible valeur antigénique par rapport au test des NIH. 1l utilise le méme vaccin de
référence que le test des NIH et la valeur de ses U.I. est équivalente & celle des NIH. Pour ces
deux tests (test des NIH et pharmacopée européenne), la valeur antigénique minimale requise
par I’OMS est de 0,3 Ul/dose.

Par ailleurs, un test simplifie n'employant qu'une dilution de vaccin permet d'obtenir
un résultat qualitatif, c'est-a-dire de déterminer si un vaccin doit subir ou non, un test complet,

par une technique de screening plus simple et moins colteuse (Aubert & Blanco, 1982).

Ces tests demandent beaucoup de temps et présentent 1’inconvénient d'employer des
virus infectieux, ce qui nécessite l'utilisation d'installations de confinement spécifiques. En
outre, les estimations du potentiel qui en découlent montrent une variabilité considérable
(Wiktor et al., 1978). 1l est généralement admis que des tests plus satisfaisants et rapides sont
nécessaires pour le contrdle in process et la standardisation des vaccins antirabiques (Barth &
Jaeger, 1979).



Controle des vaccins antirabiques

Des methodes alternatives ont été ainsi développées, sur la base du principe des 3R qui
a été lancé en 1960 par deux biologistes anglais Russel & Burch, pour raffiner, réduire et
remplacer 1’utilisation d’animaux pour les tests d’activité et d’innocuité des vaccins. Les
alternatives de remplacement désignent les méthodes permettant d'éviter ou de remplacer
l'utilisation d'animaux, les alternatives de reduction se réferent a toute stratégie débouchant
sur l'utilisation moindre d'animaux et les alternatives de raffinement désignent les
modifications apportées a I'élevage ou aux procédures expérimentales en vue de minimiser la
douleur et la détresse et d'améliorer le bien-étre des animaux utilisés a des fins scientifiques,

de la naissance a la mort (Richmond, 1999).

4.5.4. Test d’hémagglutination

Les premiers travaux sur I’hémagglutination par le virus de la rage ont été publiés par
Halonen et al. en 1968. Ces auteurs ont signalé que la souche CVS agglutinait les érythrocytes
d’oie, de poussin de deux jours, de poulet adulte, de cobaye, de rat, de mouton et d’homme
(du groupe sanguin O) a condition que le virus soit cultivé en I’absence des inhibiteurs de
I’hémagglutination qui sont présents dans tout serum normal. C’est a basse température, a pH
6,2 et en utilisant des érythrocytes d’oie, qu’on met le mieux en évidence I’hémagglutination
par le virus rabique.

A I’Institut Pasteur de Kouba, un test a été fait avec la souche ERA qui a agglutiné les
globules rouges d’oie adulte a +4°C. Le phénomene n’a pas été observé a la température
ambiante ni a 36°C (Benmansour & Brahimi, 1988 ; Brahimi, 1992). En outre, une
hémagglutination pleinement positive entre 0 et 4°C se négative rapidement a la température

du laboratoire.

Kuwert et al. (1968) ont pu confirmer et élargir ces observations, ainsi toutes les
souches de virus rabique quel que soit le type de cellules utilisées comme support, agglutine
les érythrocytes d’oie dans les conditions optimales. Cependant, le virus rabique cultivé en
systeme nerveux central d’animaux de laboratoire ne produit pas ce phénomeéne méme s’il est
partiellement purifié, il est en effet impossible d’en séparer les inhibiteurs de
I’hémagglutination. Part contre, le virus rabique obtenu en culture de tissus, additionné de
sérumalbumine bovine peut étre adsorbe quantitativement sur des érythrocytes d’oie et en étre
élué par élévation de la température et/ou du pH. Les globules rouges, une fois traités par
I’hémagglutinine du virus rabique, continuent a étre hémagglutinés par la méme souche ou

par une autre souche de virus rabique.
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L’hémagglutination passive permet un titrage précis de I’antigéne vaccinal (Andral &

Blancou, 1982).
4.5.5. Test immuno-enzymatique ELISA

Le dosage immuno-enzymatique (ELISA) est un test in-vitro qui peut étre utilisé pour
analyser l'activité des vaccins antirabiques (WHO, 1984 et 1986).

Le principe de ce test est basé sur la mesure de la teneur de la glycoprotéine du virus
de la rage dans le vaccin, méthode indirecte (Atanasiu et al., 1980) ou méthode d’irnmuno-
capture (Lafon et al., 1985, Perrin et al., 1990). Dans la méthode d’immuno-capture, le vaccin
a tester est mis en incubation dans des plaques de micro-titration préalablement sensibilisées
avec des anticorps anti-glycoprotéine (anticorps polyclonaux ou monoclonaux) neutralisant le
virus (Libeau et al., 1986). Les antigénes liés sont ensuite identifiés en ajoutant le méme
anticorps marqué a la peroxydase, qui en présence de substrat est dégradé pour donner un
produit chromogene. Le contenu de la glycoprotéine du vaccin est alors déterminé par

comparaison de sa capacité d'absorption avec celle d'un vaccin de référence.
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5. L2IMMUNODIFFUSION SUR GELOSE

Durant ces dernieres années, des tests in-vitro pour le contrdle in process de produits
biologiques tels que les vaccins contre la rage et les serums ont été élaboreés et appliqués dans
le monde entier dans le but de fournir aux fabricants de vaccins des procédés qui
permettraient de recueillir des données préliminaires sur la future qualité du produit fini
(Hendriksen, 1997). L’un de ces procédés est le test d’immunodiffusion (Arko et al., 1973 &
Barth et al., 1981).

5.1.Principe

Ce test se base sur une particularité de I’interaction antigéne-anticorps, a savoir la
formation par ces deux partenaires d’un réseau de précipitation. La formation du complexe
antigéne-anticorps est due a I’interaction entre les épitopes de 1’antigéne et les paratopes de
I’anticorps, elle fait intervenir 4 types de liaisons non covalentes (relativement faibles) de type

hydrogenes, électrostatiques, hydrophobes et les forces de Van der Waals.

Lorsqu’on ajoute différentes quantités d’antigéne a une quantité fixe d’anticorps ou
I’inverse, des complexes antigénes-anticorps stables se forment suite a la liaison des deux
réactifs. Ces complexes, s'ils ne sont pas trop gros, continueront a diffuser, ils continueront
aussi de grossir en entrant en contact avec d'autres antigenes ou d'autres anticorps.

Au point d'équivalence, des complexes massifs (contenant des milliers d'antigénes et
d'anticorps reliés ensemble) se formeront et seront emprisonnés dans le gel a cause de leur
taille et ne pourront plus diffuser (Crowle, 1973). Le point d'équivalence ou zone
d’équivalence est le rapport optimal du nombre d'antigenes et d'anticorps polyclonaux ou se

forment de trés longues chaines d'antigénes liés a des anticorps.

Lorsqu'il y a beaucoup trop d'antigénes par rapport aux anticorps, il se formera des
complexes antigéne-anticorps (A) avec un résidu d'exces d'antigénes non liés. Inversement s'il
y a beaucoup trop d'anticorps par rapport aux antigénes, il se formera des complexes
antigenes-anticorps (B) ou un antigene sera attaché a quelques anticorps avec un excédent
d'anticorps libres. Les complexes antigénes-anticorps (A et B) sont relativement petits et
peuvent diffuser dans les pores d'un gel d'agarose, tout comme les anticorps et les antigénes
libres. Au fur et a mesure que les anticorps et les antigénes migrent 1’un vers l'autre, le rapport

antigene-anticorps devient optimal, des complexes de plus en plus gros se forment jusqu'a
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contenir des milliers de molécules associées en de gigantesques complexes insolubles et

immobilisés dans le gel. Ces complexes s'appellent "précipitine” (Crowle, 1973).

On définit ainsi 3 zones : une zone d’excés d’anticorps, une zone d’excés d’antigénes

et une zone d’équivalence représentées dans la courbe de précipitation (Figure 6).

Excés d’anticorps Proportion optimale Excés d’antigéne
d’antigene et d’anticorps

Complexes antigénes-anticorps visibles

Phénoméne . Zone Phénoméne
de prozone d’équivalence de postzone

Concentration d’antigéne

FIGURE 6 : Représentation de la courbe de précipitation (www.toutsurlatransfusion.com)

La zone d’équivalence pour laquelle on a un maximum de réseau dépend de nombreux
parameétres qui influencent en fait I’affinité des deux partenaires entre eux (Balter et al.,
2006) :

- Le pH: la baisse du pH entraine une baisse de 1’affinit¢ ;

- La force ionique : I’affinité de la liaison diminue avec I’augmentation de la force
ionique ;

- La température : en général I’affinité augmente avec la température (37° C). Quand
celle ci augmente, il se produit une augmentation et une accélération des mouvements

browniens et donc une mise en place plus rapide des produits de la réaction.

5.2.Impératifs de la réaction de précipitation

» L'antigéne doit étre au moins bivalent (2 épitopes) : un hapténe ne donne pas
de réaction (un seul épitope).
» L’anticorps doit étre au moins bivalent (2 paratopes) : Fab ne donne pas de

precipité ; seuls les sérums polyclonaux donnent des reactions de précipitation.

28
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L’utilisation de cette propriété de précipitation peut se faire en milieu liquide ou solide

(gelifié) dans un but qualitatif ou quantitatif.

5.3.Propriétés des gels

Les techniques d’immunodiffusion se font sur des gels d’agarose. L’agarose est une
forme purifiée de I’agar, une substance extraite de certaines algues et utilisée en
microbiologie.

L’agarose est un polymeére linéaire et non chargé ou s’alternent des résidus de
galactose et d’anhydrogalactose. La purification permet d’éliminer une bonne partie des
composantes ioniques de 1’agar qui perturberaient la diffusion ou la migration
¢lectrophorétique en créant de 1’endo-osmose. La gélification de 1’agarose se fait par
formation de ponts hydrogenes entre les chaines de polymere. Les liens hydrogénes étant
déstabilisés par I’agitation thermique, la gélification se fait & température beaucoup plus basse
que la dissolution de 1’agarose (Merklen et al., 1973).

L’agar est en solution visqueuse a une température nettement inférieure a celle qui est
susceptible de dénaturer les réactifs immunitaires. On utilise habituellement des solutions a
une température de 48 ou 50°C; le gel se forme apres refroidissement a 38°C. Apres
solidification, on creuse dans le gel des puits qui pourront contenir les échantillons. Ces
derniers pourront par la suite diffuser dans les mailles du gel d’agarose. Tous les montages
sont maintenus en position parfaitement horizontale pour favoriser une diffusion
circulairement homogéne autour du puits.

Comme tous les gels, ’agarose solidifi¢e a une porosité correspondant a sa
concentration. Pour des concentrations comprises entre 0,5 et 2%, sa trame est suffisamment
poreuse pour que les complexes protéiques et les acides nucléiques puissent diffuser. La
grande taille des mailles des gels d’agarose, comparée aux gels de dextran ou d’acrylamide,
permet la diffusion des complexes Ag-Ac. Aux concentrations allant de 1 a 2%, 1’agarose
prend une consistance suffisamment rigide pour permettre une manipulation aisée.

La concentration habituellement employée dans les techniques immunochimiques est
de I’ordre de 1% (Merklen et al., 1973).

L’agar est transparent, ce qui permet d’observer les précipités méme sans coloration. Il
est préférable de les colorer pour une lecture plus aisée et c’est aussi une forme de

conservation des gels sur une longue période.
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5.4.Coloration des gels

Avant de procéder a la coloration, il convient d'éliminer les anticorps, les antigenes et
les autres protéines n'ayant pas formé lavage de complexes antigéne-anticorps. Pour cela on
laisse tremper le gel dans un grand volume d'un tampon de qui permet le déplacement des
molécules diffusibles hors du gel. Cette procédure est généralement suivie d'un séchage du gel

d'agarose, ce qui accélérera les procédures subséquentes de coloration et de décoloration.

Viennent ensuite les procédures de coloration proprement dite. Le colorant le plus
utilisé est le bleu de Coomassie qui, en présence d'éthanol en milieu acide, a une forte affinité
pour les protéines. La présence d'acide a aussi I'avantage de "fixer" les protéines, c'est-a-dire
de les précipiter et de les insolubiliser sur place. Apres avoir laissé le temps au colorant de
s'adsorber sur les protéines, on en élimine I'excédent avec un décolorant. Ce dernier favorise
la diffusion hors du gel du colorant non adsorbé sans toutefois entrainer le détachement de
celui qui est lié sur les protéines.

A la fin du processus, on peut observer des arcs colorés dans un gel transparent
(Crowle, 1973).

5.5.Intéréts des réactions de précipitation en milieu gélifié

La diffusion de I'un ou des deux réactifs (antigénes ou anticorps) s’effectue
réguliérement fournissant des zones de concentrations identiques et régulierement
progressives. On peut alors réaliser des rapports de concentration précis, favorables a la

précipitation.

Si les préparations d’antigénes et d’anticorps comportent respectivement plusieurs
systéemes antigene-anticorps, des zones de précipitation distinctes apparaissent pour chaque
systéme permettant I’analyse de la complexité des préparations. En effet, chaque trait ou zone
de précipitation correspond a un rapport optimal de proportion antigéne/anticorps qui est celui
de la zone d’équivalence. Le lieu ou s’établit ce rapport optimal est habituellement différent
pour chacun des systémes lorsqu’il en existe plusieurs dans le milieu de réaction. Deux traits
ou deux zones peuvent cependant coincider : le nombre de systemes en présence est donc au

moins égal au nombre de traits ou zones observés (Merklen et al., 1973).
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5.6.L’immunodiffusion double d’Ouchterlony

La méthode de double diffusion en gel d’Ouchterlony est une méthode
d’immunoprécipitation fondée sur la diffusion d’antigénes et d’anticorps en milieu solide (en
général un gel d’agarose) ne contenant initialement ni antigénes ni anticorps. La diffusion se
fait a partir de puits placés en vis-a-vis, contenant pour les uns des solutions d’antigénes et
pour les autres des s€rums immuns ou non, selon qu’il s’agisse de techniques de diagnostic ou

de dosage.

Lorsque les molécules d’anticorps rencontrent les molécules d’antigénes, la liaison
antigéne-anticorps conduit a la précipitation des complexes immuns dans la zone de
rencontre, si I’anticorps reconnait I’antigéne (Figure 10). Le précipité se forme au bout de 24
a 48 heures dans la zone ou les concentrations des deux solutions sont optimales, c'est-a-dire
dans la zone d’équivalence. Les précipités se présentent sous la forme d’un arc blanchatre

visible a I’ceil nu.

Arc de
Puits ave: précipitation Puitsavec
antigéne

anticorps

IBoite de
Pétri

nmmmdp Diffusion des solutions

FIGURE 7 : Principe de la technique d’Ouchterlony (www.pedagogie.ac-nantes.fr)

Cette technique permet le dénombrement des antigenes contenus dans un mélange et
leur identification (diagnostic), elle permet également le dosage des antigenes et des

anticorps :

e Dénombrement des antigénes : Le nombre de zones de précipitation correspond au
nombre minimal d'antigénes réagissant, le nombre d'antigenes présents pouvant
toujours étre plus grand que le nombre de zones de précipitation si I'on tient compte du
fait que certains antigenes peuvent ne pas donner de zone visible ou distincte.
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e Identification des antigénes : Cela peut se faire par I'étude des réactions de voisinage
en plague. Lorsqu'un méme antigene est présent dans des puits voisins, les zones de
précipitation n'en feront qu'une seule (coalescence). Il s'agira donc d'identité
antigénique totale. Si les antigénes n’ont aucun déterminant commun et sont donc
totalement différents, les zones de précipitation se coupent mutuellement. Enfin, en
cas de présence de déterminants communs entre deux antigenes ayant par ailleurs des
déterminants spécifiques de chacun d’eux, on observera une coalescence partielle qui
se traduit par la formation d’un éperon entre les zones réagissantes et par un
affaiblissement de I’intensité du précipité au-dela du point de jonction des deux zones
(Figure 12).

Identite partielle Non identité

Identite
V\
Ac2

Ac1 Act
Act Ac2 Ac3

FIGURE 8: Double diffusion en milieu gélifié : Interprétation des lignes de précipités
(http://nte-serveur.univ-lyonl.fr)

Cette méthode permet de comparer les épitopes portés par différents antigénes ou de
vérifier la pureté d’une préparation antigénique. La position du précipité dépend de la

concentration relative des antigénes et des anticorps, il s’agit d’une méthode semi-qualitative.

Villemot & Provost (1958), ont été les premiers & démontrer la présence dans les tissus
rabiques de deux fractions précipitables. La méthode mise au point consistait a découper de
petits réservoirs dans la gélose coulée dans une boite de Petri et a les remplir de matiére
cérébrale rabique d’une part et d’immun sérum d’autre part. L’antigéne soluble et I’anticorps
précipitant diffusent I'un vers I’autre a travers le milieu gélifié et donnent un complexe qui

précipite en formant deux lignes nettement visibles a I’ceil nu.

Une microprécipitation sur lame a été décrite pour la premiére fois par Scheidegger en
1955, puis adaptée a I’étude du poliovirus par Grasset et al. (1958). Une variante utilisable

avec les cultures de virus rabique en tissus a été mise au point par Grasset et Atanasiu (1961).
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5.7.Immunodiffusion radiale de Mancini

La technique d’immunodiffusion radiale permet de quantifier une molécule, en

utilisant la réaction de liaison antigene-anticorps (Lefranc, 2003).

L’anticorps est inclus dans le gel encore chaud et coulé sur une boite de Petri ou
plaque en verre, une gélose a 1,5% preparée en solution tamponnée (pH 8,6) contenant un
antiseptique (azide de sodium) est utilisée. Dans des puits creusés dans 1’agarose, des
quantités variables et connues de I’antigéne sont introduites sous le méme volume de liquide
dans une partie des réservoirs. L’antigéne diffuse et forme avec ’anticorps des anneaux de
précipitation dont le diamétre est proportionnel a la concentration de I’antigéne (plus la
concentration en antigene est importante dans le puits plus ’anneau de précipitation formé
sera grand).

A partir des diametres autour de ces réservoirs, on trace une courbe d’étalonnage. En
effet, le diamétre de chaque anneau de précipitation est fonction de la concentration en
antigéne. Il existe une relation entre la concentration de I’antigéne et le carré du diamétre des

anneaux (Figure 9).
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FIGURE 9 : Principe de la technique de Mancini (www.imgt.org)

Dans les autres réservoirs, on introduit sous le méme volume des echantillons a
examiner. Les surfaces mesurées sont reportées sur la courbe d’étalonnage et fournissent la
quantité d’antigéne dans I’échantillon. Il est nécessaire que la gamme des concentrations

utilisées pour I’étalonnage comprenne les valeurs extrémes susceptibles d’étre retrouvées par


http://www.imgt.org/
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le dosage. L’antigéne entrant dans la réaction doit renfermer des quantités suffisantes de virus
et ’anticorps doit étre présent a une concentration suffisante pour que la réaction donne lieu a

un précipité visible (Lépine, 1967).

L'expansion de I’anneau atteint un point d'extrémité et s'arréte lorsque les antigenes et
les anticorps atteignent 1’équivalence, cependant, la clarté et la densité du bord extérieur
peuvent continuer a augmenter. En outre, la température influe sur le taux d'expansion, mais
n'affecte pas la taille de I’anneau a son point d'extrémité (Mancini et al., 1965). Des

fluctuations importantes de la température ambiante font apparaitre des cercles concentriques.

La diffusion de I’antigene demande 12 a 36 heures et est fonction de la composition du
gel et des concentrations respectives d’antigene et d’anticorps. Cette méthode est

éventuellement applicable aux anticorps.

La mesure des surfaces peut étre obtenue par lecture du diamétre sur fond noir gradué,
le contour des anneaux peut étre rendu plus net par coloration ou en utilisant un lecteur
numérique permettant une interprétation rapide et aisée des résultats obtenus. Les lecteurs
sont composés d’un appareil photo numérique et d’un logiciel qui calcule automatiquement
les diametres des anneaux de précipitation et édite les résultats dans un rapport d’analyse. Ce
systeme présente plusieurs avantages dont le gain de temps et de précision analytique, la

tragabilité complete de I’analyse, la facilité d’utilisation et le calcul automatique des résultats.

S — 4

FIGURE 10 : Lecteur de plagues IDR (IDRing® Plates) (www.idbiotech.fr)

La principale difficulté de la méthode d’immunodiffusion radiale est I’obtention d’une
concentration uniforme de ’anticorps dans la plaque de gélose et surtout d’une couche
parfaitement plane et d’épaisseur identique.

On peut augmenter la sensibilité¢ de la méthode par I’emploi d’antisérums tres dilués et

de plagues de gélose trés mince ; cependant, ces artifices sont limités par la difficulté
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rencontrée dans I’appréciation des limites du précipité dans le premier cas et par 1I’exagération

des erreurs liées a la non-uniformité de la couche de gélose dans le second cas.

D’aprés Mancini, la méthode d’immunodiffusion radiale peut mesurer 2.5 ng
d’antigenes, soit une concentration de 1.25 mg/l. L’erreur expérimentale de la méthode peut

étre réduite de plus au moins 2% (Merklen et al., 1973).

Cette technique a été utilisée dans les années 1975 et 1977 pour la détermination des
antigénes inactives dans les vaccins contre le virus de la grippe (Schild et al., 1975; Wood et
al., 1977) et le poliovirus (Schild et al., 1980). Ferguson et Schild furent les premiers a I’avoir

utilisée en 1982, pour le dosage des vaccins antirabiques produits sur culture cellulaire.
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L’appréciation de la valeur antigénique des vaccins antirabiques inactivés a usage
humain et vétérinaire est d’une trés grande importance car elle permet d’évaluer le degré
d’efficacité de ces derniers. Pour ce faire, plusieurs méthodes ont été mises au point.

Les méthodes utilisées in-vivo demandent beaucoup de temps et présentent quelques
inconvénients comme la variabilité de leurs résultats, I’emploi de la souche virulente CVS et
I’utilisation de la voie intracérébrale comme voie d’introduction. Les laboratoires de
recherche ont donc développé des techniques in-vitro dites alternatives afin de s’affranchir de

I’utilisation des souris, parmi elles, la technique d’immunodiffusion radiale.
1. Objectif de I’étude

La technique d’immunodiffusion radiale a été utilisée pour la premiére fois en 1982
par Ferguson et Schild dans le contréle des vaccins antirabiques inactivés produits sur culture
cellulaire, depuis les recherches n’ont pas cessé pour faire d’elle une technique de

remplacement dans le contrdle des vaccins antirabiques.

Dans le but de suivre 1’évolution en matiére de recherche appliquée se faisant dans les
laboratoires a travers le monde et essayer ainsi de continuer a fournir des solutions dans le
domaine de 1’amélioration et le contrdle des vaccins antirabiques, nous avons tenté au cours
de ce travail, dans un premier temps, de mettre au point la technique d’IDR au niveau du
laboratoire de Production de Vaccins et Serum Antirabique de I’'TPA afin de I’appliquer par la
suite dans le controle des vaccins antirabiques inactivés produits sur cerveaux de souriceaux
par I'IPA.

Dans un deuxieme temps, une étude comparative a été menée avec le test des NIH
(test utilisé pour le contréle des vaccins antirabiques au niveau du laboratoire) dans le but de
mieux apprécier I’efficacité de la technique d’IDR et voir ainsi si cette technique est assez
fiable pour éventuellement remplacer le test des NIH ou du moins 1’utiliser pour prédire les

résultats du test des NIH en un temps plus court.

2. Période et lieu de I’étude

Notre travail a été réalisé¢ a I’Institut Pasteur d’Algérie, annexe de Kouba (IPK), au
sein du laboratoire de virologie « Production de Vaccins et Sérum Antirabique » durant la
période s’étalant du 02/11/2011 au 15/03/2013.



Matériels et méthodes

3. MATERIELS

3.1.Matériels biologiques

4+ Les vaccins

Les vaccins testés sont des vaccins antirabiques inactivés non adjuvés a usage humain
produits avec la souche virale Louis Pasteur-Saigon (LPS) inoculée a des souriceaux et
inactivée a la B-propiolactone (cf annexe 4). lls se présentent sous forme lyophilisée en flacon

unidose accompagné d’un solvant.

Tous les lots de vaccins antirabiques a usage humain en cours de validité disponibles
au niveau du laboratoire virologie du service Rage durant notre expérimentation ont été
soumis au test d’immunodiffusion radiale de Mancini afin de déterminer leurs valeurs
antigeniques, soit un nombre de 71 lots de vaccins dont la valeur antigénique est connue (par
le test des NIH) et six autres lots de vaccins produits récemment et dont la valeur antigénique

n’est pas connue (test des NIH non fait au moment du test IDR).

+ Lesvirus

Certaines souches de virus rabique disponibles au niveau du laboratoire et utilisées

pour la production de vaccins antirabiques a usage humain et vétérinaire ont été testes.

- La souche ERA (Evelyn-Rokitnicki-Abelseth), produite sur culture cellulaire et
utilisée pour la production de vaccins a virus vivant pour usage vétérinaire.

- La souche LPS (Louis Pasteur-Saigon), produite sur encéphale de souriceaux a la
mamelle, elle est utilisée pour la production de vaccins inactivés destinés a 1’usage
humain.

- La souche CVS (Challenge Virus Standard), utilisée dans le test des NIH comme
virus d’épreuve.

- Le mélange ERA/LPS utilisé en recherche et développement.

+ Les immuns sérums antirabiques

Les immuns sérums antirabiques disponibles ont été, eux aussi testés :

- L’immun sérum antirabique IPA

Il s’agit d’un immun sérum hétérologue purifié, produit sur équins hyperimmunisés

avec la souche Louis Pasteur-Saigon et purifié par voie enzymatique (pepsine). Il contient des
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fragments F(ab’), d’immunoglobulines équines rabiques. L’immun sérum brut est fabriqué au
niveau du laboratoire de production de vaccins et sérum antirabiques. Le laboratoire des
sérums thérapeutiques est chargé lui de la purification. Nous avons utilisé le lot N° 50512, qui
possede un titre neutralisant de 255 Ul/ml et un taux de protéines de 30,81pg/ml (cf annexe
5).

- L’immun sérum antirabique Butantan®

Cet immun sérum est fabriqué par I’institut Butantan de Sao Paulo au Brésil. Il
contient la fraction F(ab’), d’immunoglobulines spécifiques et purifiées obtenues a partir du
plasma d’équins hyperimmunisés avec du virus fixe, souche PV, qui est répliquée en culture

cellulaire. Ce sérum titre au minimum 200UI/ml (lot : 0803033) (cf annexe 6).

- L’immun sérum antirabique Vinrab®

Fabriqué par VINS Bioproducts Limited en Inde, il contient des fragments
d’immunoglobulines équines rabiques avec un titre minimum de 200UI/ml (lot : 08AR21011)

(cf annexe 7).

- L’immun sérum antirabique Favirab®

Fabriqué par Sanofi Pasteur, il contient des fragments F(ab’); d’immunoglobulines

équines rabiques. L’ immun sérum titre au minimum 200UL/ml (lot : G 9709) (cf annexe 8).

- L’immun sérum antirabique S11®

Fabriqué par Serum institute of India. Il s’agit d’un immun sérum purifié produit sur
équins qui titre au minimum 200UI/ml (lot : EU10.001).

+ Animaux
Nous avons utilisé des souriceaux a la mamelle agés de 4 jours et des souris blanches
albinos NMRI.

+ Réactifs

Les réactifs utilisés sont donnés en annexe 9.
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4. METHODES

4.1.Recherche des anticorps spécifiques dans les immuns sérums par la technique
d’immunodiffusion double d’Ouchterlony

Dans un premier temps nous avons travaillé avec la technique d’immunodiffusion
double d’Ouchterlony afin de faire une présélection des immuns sérums et des souches virales
a utiliser dans la technique d’immunodiffusion radiale de Mancini. En effet, la méthode
d’Ouchterlony nous permet de mettre en évidence les souches virales et les immuns sérums
qui permettent la formation d’arcs de précipitation.

Cette technique nous permet également de comparer le comportement d’un antigene
rabique préparé sur matiere cérébrale par rapport a un antigéne rabique préparé sur culture
cellulaire et s’assurer ainsi de la formation de complexes comme pour les antigénes produits
sur culture cellulaire.

Une fois les résultats de cette technique qualitative connus, nous sommes passes a la

deuxiéme technique quantitative soit I’immunodiffusion radiale de Mancini.

4.1.1. Mode opératoire

4.1.1.1.Préparation de la gélose

La gélose a été préparée selon le mode opératoire suivant :

> Un gramme de gélose lyophilisée est reconstitué dans 100 ml de tampon PBS (pH =
7,03 a 30°C). Le mélange est porté a ébullition dans de I’eau bouillante pendant 15

minutes jusqu’a homogénéisation.

> Au moyen d’une éprouvette en verre ou en plastique, un volume de 30 ml du mélange
est versé dans les boites de Petri disposées sur un plan horizontal. Apres un début de
gélification a température ambiante, les boites sont maintenues a + 4°C pendant 30

minutes pour permettre a la gélose de passer a 1’état solide.

» La quantité de gélose a utiliser par boite de Petri de 90 mm de diamétre a été
déterminée apres plusieurs essais afin que les puits puissent contenir 50 ul de solution

d’antigeénes ou d’anticorps.

> A I’aide d’un emporte piéce constitué d’un segment métallique d’un diamétre de 4 mm
relié a un systeme de pompe a vide (Figure 11), des puits en doublets (Figure 12) sont

réalisés dans la gélose pour recevoir les solutions d’antigenes et d’anticorps, la gélose
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aspirée est recueillie dans un flacon piege. La distance entre les réservoirs d’un

doublet est de 1cm.

Un doublet

FIGURE 11 : Dispositif d’aspiration de FIGURE 12 : Puits disposes en doublets
la gélose pour créer les puits

(Photos personnelles)

4.1.1.2.Dépbt des solutions d’antigénes et d’anticorps - incubation

Les suspensions virales et les immuns sérums utilisés sont decongelés dans un
récipient métallique contenant des poches de glace pour éviter I’action négative de la

température sur les virus.

A T’aide d’une micropipette, et apres agitation au vortex, 50ul de chaque suspension
virale ou d’immun sérum a tester est déposée dans le puits correspondant préalablement
marqué, les réservoirs doivent étre remplis jusqu’a la surface de la gélose sans jamais
déborder afin d’éviter une “contamination” des puits et par conséquent des résultats erronés
(Figure 13).

Virus

Immun Sérum (clair)

FIGURE 13 : Dépot des solutions d’Ag et d’Ac dans les puits en doublets
(photo personnelle)
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Les boites de Petri contenant les solutions d’Ag et d’Ac sont incubées dans une grande
boite en plastique qui se ferme hermétiquement. A I’intérieur de la boite, on place un bécher
rempli d’eau pour maintenir une atmosphére humide et éviter ainsi la dessiccation de la
gélose. La boite est déposée sur un plan horizontal et laissée a température ambiante pendant

96 heures au maximum (Figure 14).

Grande boite en plastique

Bécher contenant de I’eau
pour humidifier 1’atmosphére

de la grande boite

Boite de Petri

Lame de verre en plan
horizontale

FIGURE 14 : Incubation des boites de Petri a température ambiante
(photo personnelle)

4.1.1.3. Lecture des résultats

Les lectures se font apres 24, 48 et 72 heures d’incubation, toujours a la méme heure et
a contre jour. Dans le cas d’un résultat positif, des arcs blanchatres apparaissent entre deux
réservoirs, ces arcs sont visibles a I’eeil nu mais ils peuvent également étre mis en évidence
par une coloration au bleu de Coomassie.

Les arcs sont difficiles a repérer au début mais avec le temps, ils deviennent de plus en
plus faciles a voir. Si au bout de 96 heures aucun arc de précipitation n’est percu, le résultat
est considéré comme négatif.

Tous les tests de la méthode d’Ouchterlony sont refaits a trois reprises pour s’assurer

de leur reproductibilité.

4.1.1.4.Coloration des géloses

La coloration de la gélose se fait dans une solution a base de bleu de Coomassie et la
décoloration dans une solution spéciale a base d’alcool et d’acide (cf annexe 9) selon le
protocole suivant :

- Laisser tremper la gélose dans un tampon PBS pendant 24 heures pour éliminer les

antigenes et les anticorps non liés.
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- Mettre la gélose dans un bain de colorant pendant 30 minutes en agitant de temps en
temps.

- Procéder a la décoloration par trois bains successifs dans la solution de décoloration
pendant 5 a 10 minutes environ ; cette dernic¢re passera de 1’incolore a une coloration
bleu.

- Laisser la gélose dans la solution de décoloration pendant 24 heures a I’intérieur d’une
boite bien fermée.

4.1.2. Tests de précipitation des immuns sérums antirabiques purifiés

Les différents immuns sérums antirabiques purifiés sont testés vis-a-vis des différents
virus disponibles au niveau du laboratoire dans le but de déterminer les combinaisons immuns
sérums/virus qui permettent la formation d’arcs de précipitation.

Il est a noter que les dilutions des virus ont été faites uniquement lorsqu’on aboutit a
des résultats négatifs, d’autre part toutes les géloses n’ont pas été colorées au bleu de

Coomassie du fait que les arcs de précipitation sont bien visibles sans coloration.

4.1.2.1. Test de précipitation de 'immun sérum antirabique IPA vis-a-vis de divers

virus rabiques

L’immun sérum antirabique purifié IPA est testé pur vis-a-vis du virus ERA inactivé
et vivant (pur et apreés dilutions), du virus LPS vivant et inactivé, du mélange ERA/LPS vivant

et inactivé et de la souche CVS.

4.1.2.2. Test de précipitation de Pimmun sérum antirabique Butantan® vis-a-vis de

divers virus rabiques

L’immun sérum antirabique Butantan® est testé pur vis-a-vis du virus ERA inactivé et
vivant pur, du virus LPS vivant et inactivé (pur et avec dilutions), du mélange ERA/LPS

vivant et inactivé et de la souche CVS.

4.1.2.3. Test de précipitation de 'immun sérum antirabique Vinrab® vis-a-vis du
virus ERA

L’immun sérum antirabique Vinrab® n’a été testé que vis-a-vis du virus ERA vivant

pur et apres dilutions.
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4.1.2.4. Test de précipitation de ’immun sérum antirabique Favirab® vis-a-vis du
virus ERA

L’immun sérum antirabique Favirab® n’a, lui aussi, été testé que vis-a-vis du virus

ERA vivant pur.

4.1.2.5. Test de précipitation de ’immun sérum antirabique SI1® vis-a-vis de divers

virus rabiques

L’immun sérum antirabique SI1® a été testé vis-a-vis de la souche CVS et du mélange
ERA/LPS.

4.1.2.6. Test de précipitation de la matiére cerébrale de souriceaux témoins

La matiére cérébrale (MC) de 22 souriceaux non inoculés a été testée vis-a-vis de deux
immuns sérums antirabiques, I’immun sérum antirabique de I’'IPA et celui du laboratoire
Butantan® afin de vérifier si les protéines contenues dans la matiére cérébrale réagissent ou

non avec les immuns sérums.

+ Préparation de la matiére cérébrale de souriceaux témoins

La matiére cérébrale de 22 souriceaux de 7 jours d’adge non inoculés et euthanasiés a
été récoltée par aspiration de cette derniére avec un systeme de pompe a vide. Quatre
grammes et demi de matiere cérébrale ont été ainsi récoltés dans un flacon contenant 10 ml de
Kanamycine afin d’éviter les contaminations (Figure 15). La suspension a 45% de MC est
ensuite congelé a une température de — 70°C jusqu’au moment du test.

Au moment de faire le test, la matiere cérébrale est décongelée, broyée avec du sable
stérile (Figure 16) puis clarifiée a 4000 trs/min pendant 30 minutes a + 4°C (avec une
centrifugeuse réfrigérée Jouan BR4i). Le surnageant (Figure 17) obtenu est filtré sur une
compresse stérile puis soumis a un test d’immunodiffusion double avec I’'immun sérum

antirabique de I’IPA et celui du laboratoire Butantan®.
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FIGURE 15 : Aspiration de la matiére cérébrale des souriceaux témoins
et ajout de la kanamycine (Photos personnelles)

Surnageant

Culot de MC

Sable

FIGURE 16 : Broyage de la matiére FIGURE 17 : Pot contenant les 3
cérébrale avec du sable stérile phases aprés centrifugation
(Photos personnelles)

4.1.2.7.Test de précipitation d’immuns sérums récoltés sur des souris
hyperimmunisées

Trois groupes de 20 souris ont été hyperimmunisées avec cing injections de 0,5 ml de
différentes suspensions virales par voie intra péritonéale, 1’intervalle entre les injections est de
7 jours :

- Le premier groupe a recu du virus ERA vivant
- Le deuxieme groupe a recu du virus LPS inactivé
- Le troisieme groupe a recu le mélange ERA/LPS inactivé

Une prise de sang au niveau du sinus rétro-orbitaire a été réalisée une semaine apres la

derniére injection pour chaque groupe de souris sur des tubes secs (Figure 18). Les tubes sont
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placés dans un bain marie a 37°C pendant une heure puis defibrinés et laissés 24 heures a +
4°C. Les tubes sont ensuite centrifugés a 2000 trs/min pendant 20 minutes.

Chacun des trois virus utilisés pour immuniser les souris (virus ERA vivant, virus LPS
inactivé et le mélange ERA/LPS inactivé) est testé vis-a-vis de chacun des trois immuns
sérums récoltés sur les groupes de souris (immun sérum anti-ERA, immun sérum anti-LPS et

immun sérum anti-ERA/LPS).

FIGURE 18: Récolte de sang chez les souris
(Photo personnelle)

4.2. Détermination de la valeur antigénique des vaccins par la technique

d’immunodiffusion radiale de Mancini

En se basant sur les résultats obtenus avec les différents tests de la technique
d’immunodiffusion double d’Ouchterlony, nous avons essayé de mettre au point la technique
d’immunodiffusion radiale de Mancini pour le contrdle de I’activité des vaccins antirabiques

tissulaires inactivés.
4.2.1. Choix des produits utilisés

Le choix des produits a utiliser a été élaboré en fonction des résultats obtenus par la

technique de Mancini.

4 Lesimmuns sérums

Notre choix s’est porté sur 1’utilisation de 'immun sérum antirabique hétérologue
purifié IPA (lot N° 50512, titre : 255ul/ml, taux de protéines : 30,81 pg/ml) pour la réalisation

des tests d’immunodiffusion radiale.
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4+ Lesvaccins

Nous avons testés les 77 vaccins antirabiques inactives a usage humain produits par
I’IPA et disponibles au niveau du laboratoire durant notre expérimentation par la technique

d’immunodiffusion radiale pour déterminer leurs valeurs antigeniques (VA).
4.2.2. Mise au point de la technique

Les tests d’immunodiffusion radiale (IDR) ont été réalisés sur des plaques en plastique
de 12 cupules (NUNC), le diamétre d’une cupule étant de 2,5 cm. Chaque cupule est remplie
avec 2,8 ml de gélose contenant une quantité connue d’immun sérum antirabique IPA. La
quantité de gélose a mettre par cupule a été calculée de maniere a ce que les puits puissent
contenir 50 ul de vaccin.

Les résultats obtenus aprés les tests de la technique d’Ouchterlony nous ont dicté le
choix de la souche rabique a utiliser. En effet, il s’est avéré que seule la souche rabique LPS

donnait des résultats positifs reproductibles avec I’immun sérum antirabique IPA.

4.2.2.1. Détermination de la quantité d’immun sérum antirabique IPA a incorporer

dans la gélose a 1 %

> Apres avoir préparé une gélose a 1%, 14 tubes en verre sont disposés dans un portoir
placé dans un bain marie réglé a 50°C afin de les préchauffer, les tubes sont au
préalable identifiés avec le numéro d’une cupule ainsi, chaque tube correspond a une

cupule.

» A Tlaide d’une pipette en verre de 5 ml munie d’une poire et préalablement
préchauffée, on introduit dans chaque tube une quantité de gélose bien déterminée
comme mentionné dans le tableau 5. Les tubes sont laissés pendant environ 15
minutes au bain marie a 50°C. La température de la gélose, initialement a 100°C, va
baisser, I’incorporation de I’'immun sérum (IS) pourra ainsi se faire dans les conditions

idéales.

» Quand la température de la gélose aura atteint les 50°C, a I’aide d’une micropipette

réglable, on procéde aux ajouts d’immun sérum dans les tubes.

» Chaque tube est ensuite soumis a une bonne agitation au vortex afin d’homogénéiser

le mélange gélose/lS, cette étape est importante en particulier lorsque la quantité
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d’immun sérum antirabique incorporée est moindre. Aussitot apres, le contenu de

chaque tube (gélose + IS antirabique) est versé dans la cupule correspondante.

> Apres gelification de la gélose, un puits central est perce dans chaque cupule et 50pl

de virus LPS inactivé y sont alors déposés.

> La plaque ainsi préparée est incubée dans une grande boite en plastique fermée
hermétiquement et contenant un bécher rempli d’eau. La boite doit étre posée sur un
plan horizontal, & température ambiante, pendant 96 heures au maximum pour

permettre la diffusion des antigénes rabiques.

TABLEAU 5 : Volumes d’immun sérum antirabique IPA a incorporer dans la gélose a 1%

Numéro de | Volume de gélose a ar::iorgjbr?;uf}?’A
cupules 1% (ml) - :
incorporé (pl)
1 2,8 15
2 2,8 20
3 2,8 30
4 2.8 il
5 2.8 50
6 2.7 100
7 2,65 150
8 2,60 200
9 2,55 250
0 25 300
11 2,45 350
12 2.4 400
13 2,35 450
14 23 500

Apres examen des résultats obtenus, nous avons été contraints d’augmenter la

concentration de la gélose a 2% ainsi que les quantités d’immuns Sérums a incorporer.

4.2.2.2. Détermination de la quantité d’immun sérum antirabique IPA 2 incorporer

dans la gélose a 2 %

Nous avons repris le méme protocole opératoire que précédemment, mais en utilisant
une gélose a 2%, bien évidemment les quantités d’immun sérum antirabique a incorporer ont

été également modifiées.
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Les quantités de gélose a 2% et d’immun Sérum antirabique correspondantes a
incorporer dans chaque cupule sont rassemblées dans le tableau 6. La quantité de gélose a été
modifiée de facon a avoir un volume final (gélose + IS antirabique) de 2,8 ml. Dans ce cas

également les tests sont réalisés en utilisant le virus LPS inactivé.

TABLEAU 6 : Volumes d’immun sérum antirabique IPA a incorporer dans la gélose a 2%

NUMEFo de Volume de V_olun_le d’1S
gélose a 2% antirabique IPA

cupules . )
(ml) incorporé (ul)

1 2,3 500

2 2,2 600

3 2,1 700

4 2 800

5 1,9 900

6 1,8 1000

7 1,7 1100

8 1,6 1200

9 1,5 1300

10 14 1400

Aprés lecture des résultats, nous nous sommes proposés de travailler avec 1,4 mi
d’immun sérum antirabique IPA soit un taux de protéines de 15,4 png/ml incorporé a 1,4 ml de

gélose a 2%. Tous les tests seront donc faits avec ces parameétres fixés dans ces conditions.

4.2.2.3.Détermination du nombre de flacons de vaccins a reconstituer

Les premiers tests ont été réalisés en reconstituant 4 flacons de vaccins avec 1 ml de
tampon PBS, au vu des résultats obtenus, nous nous sommes rendus compte que la
concentration d’antigénes vaccinaux dans le puits était trop forte, nous avons alors realise
d’autres tests en réduisant le nombre de flacons de vaccins a 3, 2 et 1 flacons de vaccins

reconstitués a chaque fois avec 1 ml de tampon PBS.

4.2.3. Mode opératoire
4.2.3.1.Préparation de la gélose a 2%

» Deux grammes d’agarose lyophilisée sont reconstitués dans 100 ml d’un tampon PBS
(pH= 7,03 a 30°C). Le melange est porté a ébullition dans un bain marie pendant 30

minutes jusqu’a homogénéisation du mélange.
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> Nous procédons ensuite au transfert de 18 ml de gélose chaude dans un flacon en verre
préalablement préchauffé au bain marie a 50°C. Cette opération qui permet d’abaisser
la température de la gélose a 50°C va permettre d’une part, une meilleure conservation
de I’'immun sérum antirabique au moment de son incorporation dans la gélose, et
d’autre part, le maintien de la gélose dans un état liquide. La température de la gélose

est surveillée avec un thermometre place dans le flacon contenant la gélose.

> Lorsque la température de la gélose atteint les 50°C, une méme quantité d’IS

antirabique, soit 18 ml, y est rajoutée tout en conservant le flacon dans le bain marie.

> 1l est important de procéder a une bonne homogénéisation du mélange gélose/IS
antirabique car 1’une des principales difficultés de 1’immunodiffusion radiale est
d’arriver a une répartition homogene et uniforme de I’immun sérum antirabique dans

toute la gélose.

» La plaque en plastique de 12 cupules est déposée sur un plan horizontal puis a I’aide
d’une pipette en verre de 5 ml préchauffée et munie d’une poire, on préléve 2,8 ml du
mélange gélose/IS antirabique que I’on introduit dans chacune des 12 cupules (Figure
19). Chaque pipette est rincée avant son utilisation avec de 1’eau distillée portée a une
température avoisinant les 50°C afin d’éviter tout refroidissement du mélange
gélose/IS antirabique au contact du verre. Une méme pipette est utilisée pour remplir 3

cupules au maximum.

> Aprés un début de gélification a température ambiante, la plague est maintenue a +4°C
pendant 30 minutes afin d’obtenir un état solide de la gélose. Un seul puits est creusé

au centre de chaque cupule (Figure 20), avec le méme emporte piéce utilisé pour

percer les puits dans la technique d’Ouchterlony.

FIGURE 19: Etapes de remplissage des cupules avec le mélange
gélose/IS antirabique IPA (Photos personnelles)
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FIGURE 20 : Aspect de la plaque aprés percage des puits centraux
(Photo personnelle)

4.2.3.2.Dépbt des vaccins et incubation

Les vaccins a tester sont retirés du réfrigérateur juste avant leur utilisation, ils sont mis
dans un récipient métallique contenant des poches de glaces pour les maintenir au frais.

A I’aide d’une micropipette, 50ul de vaccins reconstitués (pur et dilués) sont déposés
dans chaque puits, les réservoirs doivent étre remplis jusqu’a la surface de la gélose sans
jamais déborder (Figure 22).

Les plaques dont les cupules ont recu les échantillons de vaccins sont incubées dans
une grande boite en plastique avec a I’intérieur un bécher rempli d’eau pour éviter la
dessiccation de la gélose. La boite est déposée sur un plan horizontal et laissée a température
ambiante pendant 96 heures.

Aspect nacré

FIGURE 21 : Préparation des dilutions FIGURE 22 : Aspect de la plaque
des vaccins avec un tampon PBS apres dépot des vaccins
(Photos personnelles)
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4.2.3.3. Lecture des résultats

Les lectures se font apres 24, 48 et 72 heures, a la méme heure et a contre jour. Dés
qu’un anneau de précipitation apparait, son diamétre est mesuré a I’aide d’un pied a coulisse.

Les anneaux de précipitation se forment lorsqu’une situation d’équilibre entre
antigenes et anticorps est établie. La figure 23 illustre ce principe et explique la formation des

anneaux visibles sur les boites de gélose.

Exces d'anticorps Equilibre Exces d antigéenes

FIGURE 23 : Formation des anneaux de précipitation (Allemand, 2008)

4.2.3.4.Coloration des géloses

Nous avons suivi le méme protocole de coloration et de décoloration utilisé pour

colorer les boites de Petri dans les tests de précipitation par la technique d’Ouchterlony.

4.2.4. Tests d’immunodiffusion radiale

Plusieurs tests d’immunodiffusion radiale (IDR) ont été réalisés afin de déterminer le
nombre de vaccins a reconstituer dans les tests finaux et établir la courbe d’étalonnage

définitive a utiliser pour la détermination de la valeur antigénique des vaccins.

Les résultats obtenus avec ces tests nous ont permis de fixer les parametres a appliquer
pour les tests IDR des 77 vaccins antirabiques tissulaires inactivés en vue de déterminer leurs

valeurs antigéniques.

T
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4.2.4.1. Test IDR du virus LPS inactivé

La quantité d’immun sérum antirabique a incorporer dans la gelose étant déterminée,
nous avons testé le virus LPS inactive en faisant les dilutions pour déterminer la concentration
la plus faible qui permettrait d’avoir des anneaux de précipitation mesurables, avant de passer
au test des vaccins.

Pour ce faire, nous avons préparé une boite avec 6 cupules, dans chacune d’elles, nous
avons mis 1,4 ml de gélose a 2% et 1,4 ml d’IS antirabique IPA. Nous avons procédé a des
dilutions du virus & 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 et 1/32 dans du tampon PBS.

Un puits central est percé dans chaque cupule, puis avec une micropipette, on introduit

dans un premier puits 50ul de virus pur et dans les autres 50 pl des différentes dilutions.

4.2.4.2. Test IDR de deux lots de vaccins antirabiques tissulaires inactives

Les premiers tests sur les vaccins inactivés ont été faits sur deux vaccins classes forts
selon le test des NIH, le S.135 et le S.119. Nous avons fait le choix de reconstituer 4 flacons
de chaque vaccin dans 1 ml de tampon PBS pour avoir une forte concentration d’antigénes et

optimiser au maximum la réaction de précipitation.

Nous avons suivi exactement les mémes étapes que pour le test du virus LPS inactivé,
la aussi, des dilutions des deux vaccins sont faites en tampon PBS aux 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 et
1/32.

4.2.4.3. Test IDR du vaccin de référence

Comme pour les deux autres vaccins, 4 flacons du vaccin de référence S.122 sont
reconstitués avec 1 ml de tampon PBS, le vaccin est testé pur et en utilisant les mémes
dilutions que précédemment.

Le vaccin S.122 est le vaccin de référence interne du laboratoire dans le test des NIH,
il possede une valeur antigénique de 1,36 contre 36 DLsg (valeur du virus d’épreuve pendant
ce test). Le test a été refait 3 fois pour s’assurer de sa reproductibilité et de la fiabilité des

résultats obtenus.

4.2.4.4. Etablissement de la courbe d’étalonnage

Les résultats obtenus avec le vaccin de référence S.122 nous ont servi au tracé de la

courbe d’étalonnage. En effet, le diamétre au carré de chaque anneau de précipitation formé
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est proportionnel a la valeur antigénique du vaccin de référence par rapport a la dilution

correspondante.
4.2.4.5. Test IDR d’un premier groupe de vaccins

Nous avons testé 12 vaccins antirabiques inactivés sélectionnés parmi les 71 vaccins
disponibles au niveau du laboratoire : quatre vaccins forts (S.138, S.72, S.119, S.135), quatre
moyens (S.76, S.90, S.115, S.133) et quatre faibles (S.87, S.111, S.81, S.144) classés ainsi
selon les résultats du test des NIH. Les vaccins sont testés pur et dilués avec trois dilutions
(1/2, 1/4 et 1/8), pour vérifier si les diametres des anneaux de précipitation sont fonction des
dilutions.

Le but de ce premier essai sur un lot restreint est d’essayer de déterminer la valeur
antigénique de ces 12 vaccins en utilisant la courbe d’étalonnage tracée a partir des résultats

du vaccin de référence S.122.

4.2.4.6. Test IDR avec un, deux et trois flacons de vaccins reconstitués

Les résultats obtenus dans le test précédent nous ont conduit a réaliser de nouveaux
tests en diminuant la concentration des antigénes vaccinaux dans le puits et ce en
reconstituant a chaque fois trois puis deux puis un flacon de vaccin dans 1 ml de tampon PBS.

Sur les 12 vaccins testés précedemment nous avons choisi un vaccin fort (S.72), un
vaccin moyen (S.90) et un vaccin faible (S.81).

Chacun de ces trois vaccins a subi trois tests différents. Dans le premier, 3 flacons
d’un méme vaccin ont été constitués dans 1 ml de tampon PBS, dans le deuxiéme test nous
avons reconstitué 2 flacons de vaccin dans 1 ml de tampon PBS et enfin lors du troisieme test
un seul flacon de vaccin est reconstitué dans 1 ml de tampon PBS. Pour les 3 tests, le vaccin
est testé pur et également apres dilutions (1/2, 1/4 et1/8).

Le vaccin de référence, le S.122 est, lui aussi testé selon le méme protocole a trois
reprises pour s’assurer de la reproductibilité des résultats. A partir de ces résultats, nous avons

établi de nouvelles courbes d’étalonnage pour la détermination de la VA des 3 autres vaccins.

Apres lecture et comparaison de 1’ensemble des résultats, nous avons retenu le test
faisant intervenir deux flacons de vaccins et nous 1’avons appliqué pour la réalisation de tous
les autres tests ; c’est ainsi qu’une courbe d’étalonnage définitive a été établie en fonction des

dilutions du vaccin de référence S.122.
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4.2.4.7. Test IDR des différents vaccins antirabiques tissulaires inactives

Aprés avoir fixée les différents parametres (quantité d’immun Sérum antirabique a
incorporer dans la gélose a 2% et nombre de flacons de vaccins a reconstituer) nous les avons
appliqué a I’ensemble des 71 vaccins antirabiques tissulaires inactivés disponibles au niveau
du laboratoire et ayant subit préalablement le test des NIH afin de déterminer leurs valeurs

antigeniques.

Chaque vaccin est testé aprés reconstitution de 2 flacons de vaccin avec 1 ml de
tampon PBS, le vaccin est testé pur c'est-a-dire sans dilutions. En effet, pour déterminer la
valeur antigénique d’un vaccin, il suffit de reporter le diametre, élevé au carré, de I’anneau de
précipitation formé par le vaccin pur sur la courbe d’étalonnage. La mesure des diametres est

faite a I’aide d’un pied a coulisse.

Dans le but d’étre en accord avec la méthode de réception des échantillons dans le test

des NIH, nous avons pris au hasard des flacons de vaccins du lot des 71 vaccins disponibles.

Les tests sont réalisés en utilisant les plaques de 12 cupules, 8 vaccins pris au hasard
sont testés a la fois. Dans les 4 premiéres cupules, le vaccin de référence S.122 est testé pur et
avec 3 dilutions pour tracer la courbe d’étalonnage. A chaque fois que des vaccins sont testés,
le vaccin de référence est lancé en méme temps. Ceci permet d’harmoniser la technique.

La plaque en plastique de 12 cupules utilisée pour les tests est identifieée comme suit

Al A2 A3 A4
Bl B2 B3 B4
C1 C2 C3 C4
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TABLEAU 7 : Tableau récapitulatif des vaccins testés par plaque de 12 cupules

Vaccins testés par plaque

Cupules Plaque 1 Plaque 2 Plaque 3 Plaque 4 Plaque 5 Plaque 6 Plaque 7 Plaque 8 Plaque 9
Al S.122 Pur S.122 Pur S.122 Pur S.122 Pur S.122 Pur S.122 Pur S.122 Pur S.122 Pur S.122 Pur
A2 S.122au 1/2 | S.122aul/2 | S.122au l/2 | S.122aul/2 | S.122aul/2 | S.122aul1l/2 | S.122au l/2 | S.122au l/2 | S.122 au 1/2
A3 S.122aul/4 | S.122aul/4 | S.122aul/4 | S.122aul/4 | S.122 au l/4 | S.122aul/4 | S.122 au 1/4 | S.122aul/4 | S.122 au 1/4
Ad S.122aul/8 | S.122aul/8 | S.122au1/8 | S.122aul/8 | S.122au 1/8 | S.122aul/8 | S.122au1/8 | S.122au1/8 | S.122 au 1/8
Bl S.75 S.91 S.142 S.116 S.88 S.108 S.132 S.100 S.94
B2 S.89 S.76 S.82 S.119 S.70.A S.138 S.97 S.102 S.110
B3 S.86 S.95 S.70.B S.120 S.73 S.141 S.126 S.103 S.117
B4 S.90 S.123 S.145 S.136 S.112 S.129 S.130 S.104 S.74
C1 S.81 S.121 S.114 S.139 S.78 S.148 S.79 S.118 S.115
C2 S.71 S.101 S.140 S.72 S.111 S.93 S.80 S.125 S.143
C3 S.107 S.146 S.135 S.85 S.147 S.131 S.106 S.127 S.144
C4 S.98 S.87 S.77 S.92 S.124 S.134 S.99 S.133 -
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4.2.4.8. Test IDR de vaccins avant controle par le test des NIH

Au cours de notre expérimentation, il y a eu production de 6 lots de vaccins
antirabiques tissulaires inactivés a usage humain dont les résultats du test des NIH n’étaient
pas encore connus. Ces vaccins ont été testés par la technique IDR, inversant ainsi la

technique d’approche pour s’assurer de la fiabilité de cette technique.

TABLEAU 8: Liste des vaccins testés par IDR avant contr6le par le test des NIH

Cupules Vaccins testés
Al S.122 Pur
A2 S.122 au 1/2
A3 S.122 au 1/4
Ad S.122 au 1/8
Bl S.149
B2 S.150
B3 S.151
B4 S.152
C1 S.153
C2 S.154

4.3. Test des national institutes of health (N1H)

Tous les lots de vaccins antirabiques tissulaires inactivés produits par I’IPA sont

contr6lés par le test des NIH selon le protocole suivant :

» Pour chaque vaccin a contr6ler, cing dilutions de raison 5 sont préparées (1/5, 1/25,
1/125, 1/625, 1/3125) dans un soluté physiologique tamponnée au phosphate (pH 7,6).
L’intervalle des dilutions est choisi de telle sorte que la dilution médiane contienne
assez de vaccin pour protéger 50% des souris, il dépendra de la virulence de la dose

d’épreuve, de I’espece de souris utilisée et du pouvoir immunisant du vaccin.

» Dix souris agées de 4 semaines et pesant 14 a 16 g sont inoculées par voie intra
péritonéale avec 0,5 ml de chacune des dilutions de vaccin. Les souris regoivent 2

injections a une semaine d’intervalle.
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» Un autre groupe de 10 souris recoit de la méme maniére le vaccin de référence.

> Toutes les souris sont éprouvées par voie intracérébrale 14 jours apreés 1’administration
de la 1°® dose de vaccin. les souris immunisées sont éprouvées avec une dilution de
virus dont I’expertise courante a montré qu’elle contient entre 5 et S0DLsp. C’est le
laboratoire qui détermine la dilution de CVS de travail qui contient la dose d’épreuve
de 5 a 50DLsy.

> Des dilutions de 10 en 10 du liquide surnageant sont préparées, celle qui contient
1DLso dans 0,03 ml sera utilisée pour 1’épreuve, le volume injecté par voie IC est de
0,03 ml.

» Trois dilutions du virus d’épreuve (la dose d’épreuve utilisée pour éprouver les souris
vaccinées, une dilution au dessus et une en dessous) sont injectées a trois groupes de

10 souris témoins.

> Toutes les souris sont observées pendant 14 jours a partir du jour d’inoculation

d’épreuve, seuls les morts survenant aprés le 5°™ jour et celles précédées par des

signes de rage sont considérées comme ayant succombées a la rage.

Le titre virulent de la dose du virus d’épreuve n’a pas d’importance particulieére aussi
longtemps qu’il est situé entre 5 et 50DLso, il est nécessaire cependant que tous les témoins
recevant la dose d’épreuve succombent. A cause de la nature du virus et du test, il est difficile
d’obtenir exactement le méme titre de virus d’un test a 1’autre mais habituellement la

différence est maitrisée de fagon a ce qu’elle soit tres faible.

Pour que le vaccin soit considéré comme valable, les résultats obtenus apres 1’épreuve
des souris immunisées doivent révéler que les dilutions du vaccin entourent le point 50%,
c'est-a-dire que la majorité des souris ayant recu la dose la plus élevée du vaccin survivent et

que la majorité des souris ayant recu la dose la plus faible du vaccin succombent.

Pour calculer I’activité du vaccin, on utilise la méthode qui nécessite la détermination
de la DEsq (dose efficace 50%). A partir de la DEsq du vaccin de référence et celle du vaccin a
expertiser on détermine la valeur antigénique du vaccin a expertiser, elle doit étre d’au moins

0,3 pour que le vaccin satisfasse a 1’épreuve.
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4.4 Classification des vaccins

Sur la base des résultats des tests NIH et IDR, les vaccins ont été classés en trois
catégories : vaccins forts, vaccins moyens et vaccins faibles.

Il est & noter que la classification pour le test des NIH, et dans le cadre de ce travail, ne
s’est pas faite uniquement sur la base de la valeur antigénique, comme c’est le cas pour les
tests de I’IDR, mais la DLsg du virus d’épreuve correspondant a été prise en considération.

En principe pour qu’un vaccin passe le test des NIH, il doit avoir une VA > 0,3 avec
une DLs réelle comprise entre 5 et 50. Etant donné que la fourchette des DLsg est grande, la
variabilité dans les tests est donc tout aussi grande, c’est ce qui nous a amené a prendre en
considération la DLsg du virus d’épreuve dans le test.

En effet, un vaccin peut avoir une VA faible contre une DLsy élevé, il est par
conséquent considéré comme un vaccin fort et non faible. Et vice versa, si un vaccin posséde

une VA élevée contre une DLs faible, il sera considéré comme un vaccin faible.

Si on considére le vaccin S.120, il posséde une VA de 0,4, on pourrait penser que c’est
un vaccin faible, mais la DLso du virus d’épreuve utilisée dans le test de ce vaccin est de 100,
il est par conséquent classé comme un vaccin fort. Autre exemple, le S.86, possede une VA de
0,98, il peut paraitre comme un vaccin fort mais la DLsp du virus d’épreuve est de 6, c’est

donc un vaccin faible.

Pour le test d’IDR, nous avons fixé un baréme de classification sur lequel nous nous
sommes basés pour classer les vaccins selon leurs valeurs antigéniques (VA). Un vaccin est
classé :

» Forts:sila VA obtenue est > 0,8
» Moyens : si la VA obtenue est comprise entre 0,6 < VA <0,8
» Faibles : si la VA obtenue est < 0,6

4.5 Traitement des données

Pour le traitement des données, nous nous sommes appuyés sur le calcul des droites de
régressions afin de déterminer les coefficients de corrélations. En fonction de la loi normale,
les tests d’hypothéses paramétriques et non paramétriques ont été appliqué pour comparer les
groupes experimentaux avec une p-value=0,05 fixée comme limite de signification. Une
analyse multivariée a été appliquée pour visualiser les corrélations entre les DLsgg et les VA
dans le test des NIH. Les calculs ont été faits a I’aide du logiciel R (R Development Core
Team 2010).
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Résultats

1. Reésultats des tests de précipitations pour la recherche des anticorps spécifiques
dans les immuns sérums par la technique d’immunodiffusion double
d’Ouchterlony

1.1. Résultats du test de précipitation de 'immun sérum antirabique IPA vis-a-vis des

virus utilisés

Le tableau 9 résume I’ensemble des résultats des réactions de précipitation de I’immun
sérum antirabique IPA, ces résultats ne montrent la présence d’aucun arc de précipitation
entre cet immun sérum et le virus ERA vivant pur, et inactivé pur. Ces deux formes de virus,
méme avec des dilutions allant jusqu’a 1/32, ne forment pas d’arcs de précipitation. Le virus
CVS lui aussi ne forme pas d’arcs de précipitation avec 'immun sérum antirabique IPA
méme apres dilution.

Cependant les résultats montrent la présence d’au moins un arc de précipitation avec le
virus LPS vivant et/ou inactivé ainsi qu’avec le mélange ERA/LPS et I'immun sérum

antirabique IPA.
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TABLEAU 9 : Résultats du test de précipitation de I’IS antirabique IPA
vis-a-vis des virus utilisés

Virus rabiques Résultats

ERA vivant et inactivé pur -

ERA vivant et inactivé 1/2 -
ERA vivant et inactivé 1/4 -
ERA vivant et inactivé 1/8 -
ERA vivant et inactivé 1/16 -
ERA vivant et inactivé 1/32 -

LPS vivant +

LPS inactivé +
ERAJ/LPS vivant +
ERA/LPS inactive +
CVS vivant pur -
CVS vivant 1/2 -
CVS vivant 1/4 -
CVS vivant 1/8 -
CVS vivant 1/16 -
CVS vivant 1/32 -

+ : Présence d’un seul arc de précipitation
-- . Absence d’arc de précipitation

Arc de précipitation

FIGURE 24 : Résultats de la précipitation de I’IS antirabique IPA
avec le virus LPS inactivé sans coloration (Photo personnelle)
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1.2. Résultats du test de précipitation de I’IS antirabique Butantan® vis-a-vis des virus

utilisés

Les résultats présentés par le tableau 10 montrent la présence de plusieurs arcs de
précipitation entre I'immun sérum antirabique Butantan® et le virus ERA vivant pur et
inactivé pur ainsi qu’avec le virus CVS vivant.

Cependant, aucun arc de précipitation n’est percu avec le virus LPS aussi bien vivant
et inactivé pur qu’apres dilutions. Quand au mélange ERA/LPS, il entraine la formation de

deux arcs de précipitation avec I’immun sérum antirabique Butantan®.

TABLEAU 10: Résultats du test de précipitation de I’IS antirabique Butantan®
vis-a-vis des virus utilisés

Virus rabiques Résultats
ERA vivant pur +*
ERA inactivé pur +*

LPS vivant et inactivé pur -

LPS vivant et inactivé 1/2 -

LPS vivant et inactivé 1/4 -

LPS vivant et inactivé 1/8 -
LPS vivant et inactivé 1/16 -

LPS vivant et inactivé 1/32 -

ERA/LPS vivant +*
ERA/LPS inactivé +*
CVS vivant +

+: Présence d’un seul arc de précipitation
+* . Présence d’un double arc de précipitation
-- . Absence d’arc de précipitation
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Arcs de précipitation

FIGURE 25 : Résultats de la précipitation de I’IS antirabique Butantan®

avec le virus ERA vivant sans coloration (Photo personnelle)

IS antirabique Butantan®
Doubles arcs de précipitation

Virus ERA vivant

Virus ERA inactivé

FIGURE 26 : Résultats de la précipitation de I’IS antirabique Butantan® avec
le virus ERA vivant et inactivé apres coloration (Photo personnelle)
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1.3.Résultats du test de précipitation de I’IS antirabique Vinrab® vis-a-vis du virus ERA

L’immun sérum antirabique Vinrab® ne montre aucun arc de précipitation ni en

présence du virus ERA vivant pur ni méme apres dilutions.

TABLEAU 11 : Résultats du test de précipitation de I’IS antirabique Vinrab® vis-a-vis
du virus ERA

Virus rabiques Résultats

ERA vivant pur -
ERA vivant 1/2 -
ERA vivant 1/4 -
ERA vivant 1/8 -
ERA vivant 1/16 -
ERA vivant 1/32 -

-: Absence d’arc de précipitation

1.4. Résultats du test de précipitation de I’IS antirabique Favirab® vis-a-vis du virus
ERA

Testé avec la souche rabique ERA pur, cet immun sérum n’a pas formé d’arcs de

précipitation.

TABLEAU 12 : Résultats du test de précipitation de I’IS antirabique Favirab®
vis-a-vis du virus ERA

Virus rabiques Résultats
ERA -

- . Absence d’arc de précipitation

1.5.Résultats du test de précipitation de I’IS antirabique S11® vis-a-vis des virus utilisés

Pour I’immun sérum SII®, les arcs de précipitation sont bien visibles que ce soit en

présence du virus CVS vivant ou du virus mixte ERA/LPS.

TABLEAU 13 : Résultats du test de précipitation de I’IS antirabique S11°®
vis-a-vis des virus utilisés

Virus rabiques Résultats
ERAJ/LPS +
CVS +

+: Présence d’un seul arc de précipitation
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1.6. Résultats du test de précipitation de la matiére cérébrale des souriceaux témoins

Les résultats de ce test ne montrent aucun arc de précipitation entre la matiere
cérébrale provenant des souriceaux témoins et les immuns sérums antirabiques IPA et

Butantan®.

TABLEAU 14 : Résultats du test de précipitation de la matiere cérébrale de souriceaux témoins
vis-a-vis des IS antirabiques IPA et Butantan®

) IS antirabiques Résultats
Matiére cérébrale de
_ o IPA -
souriceaux témoins -
Butantan -

- 1 Absence d’arc de précipitation
1.7. Résultats du test de précipitation des IS des souris hyper immunisées

Les résultats des tests de précipitation des IS des souris hyperimmunisées sont résumes
dans le tableau 15.

L’immun sérum anti-LPS des souris hyperimmunisées avec le virus LPS inactivé ne
montre aucun arc de précipitation spécifique quelque soit le virus vis-a-vis du quel il a été
testé (virus LPS inactivé, virus ERA vivant, mélange ERA/LPS inactivé).

Dans le cas de I’'immun sérum anti-ERA des souris hyperimmunisées avec le virus
ERA vivant, on voit bien la présence de plusieurs arcs de précipitation en présence du virus
ERA vivant et du mélange ERA/LPS, par contre le virus LPS inactivé n’est pas reconnu.

Nous avons observe également des arcs de précipitation pour I’immun sérum anti-
ERA/LPS des souris hyperimmunisées avec le virus ERA vivant et le mélange ERA/LPS

inactivé, mais par contre aucun arc de précipitation n’est observé avec le virus LPS inactivé.
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TABLEAU 15 : Résultats des tests de précipitation des IS des souris hyperimmunisées

Virus Immuns Sérums Résultats
anti-LPS -
Virus LPS i
] o anti-ERA -
inactivé
anti-ERA/LPS -
anti-LPS -
Virus ERA i
. anti-ERA +*
vivant
anti-ERA/LPS +*
Mélange anti-LPS -
ERA/LPS anti-ERA +
inactivé anti-ERA/LPS +

+ : Présence d’un seul arc de précipitation
+* : Présence d’un double arc de précipitation
- 1 Absence d’arc de précipitation

Cette premicre étape des tests d’Ouchterlony nous a permis de déterminer la présence
d’anticorps dans les différents immuns sérums qui réagissent avec les souches rabiques dans
un milieu gélifié.

A T’issu de ces résultats nous avons fait un screening, ne gardant maintenant pour la
suite que le ou les immuns sérums ayant réagi avec le virus LPS, souche utilisée pour la
production du vaccin antirabique tissulaire a usage humain. Au vue des résultats obtenus nous

avons opté pour I’utilisation de I’'immun sérum antirabique produit a I’IPA (lot: 50512).

2. Résultats des tests de précipitation utilisés dans la détermination de la VA des
vaccins par la technique d’immunodiffusion radiale de Mancini

2.1. Résultats des tests nécessaires a la determination de la quantité d’IS antirabique
IPA a incorporer dans la gélose a 1%

L’incorporation de différentes quantités d’IS antirabique IPA allant de 15 jusqu’a 500
pl/cupule dans la gélose a 1% (taux de proteine allant de 0,16 a 500 pg/ml) ne montre aucun
anneau de précipitation (Figure 27).
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TABLEAU 16 : Résultats des différents volumes d’IS antirabique IPA incorporés
dans la gélose a 1%

) Volume de | Volume d’IS Taux de
Numéro de ) . . .. : .
gélose a 1% | antirabique protéines Observation | Résultats
cupules
(ml) (k) (ng/ml)
1 2,8 15 0,16 -
2 2,8 20 0,21 -
3 2,8 30 0,32 -
4 2,8 40 0,43 -
5 2,8 50 0,53 -
Bonne
6 2,7 100 1,10 -
solidification
7 2,65 150 1,65 -
de la gélose
8 2,60 200 2,20 -
9 2,55 250 2,75 -
10 2,5 300 3,30 -
11 2,45 350 3,85 -
12 2,4 400 4,40 -
13 2,35 450 4,95 Pas de -
solidification
14 2,3 500 5,50 -
de la gélose

- : Absence d’anneaux de précipitation

FIGURE 27 : Aspect d’un résultat négatif
(Photo personnelle)
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Nous avons également remarqué que pour les valeurs de 450 et 500 ul d’IS antirabique
la gélose ne se solidifie pas assez, du coup, la réalisation des puits devient impossible dans cet

état semi liquide. C’est ce qui nous a conduit a augmenté la concentration de la gélose a 2%.

2.2.Résultats des tests nécessaires a la détermination de la quantité d’IS antirabique IPA
a incorporer dans la gélose a 2%

Nous avons augmenté la concentration de la gélose a 2% et utilisé des volumes plus
importants d’immun sérum antirabique IPA dans le but d’avoir un taux d’anticorps plus
important dans la gélose et permettre ainsi I’apparition d’anneaux de précipitation.

Nous avons remarqué que 1’incorporation de 500 jusqu’a 1300 pl d’IS antirabique IPA
dans la gélose (soit un taux de protéines incorporées allant de 5,50 a 14,30 pg/ml) ne montre
la présence d’aucun anneau de précipitation. Mais avec un volume de 1400 pl d’IS
antirabique IPA incorporé soit un taux de protéines de 15,40 pg/ml, nous remarquons la

présence d’un double anneau de précipitation (Figure 28).

TABLEAU 17 : Résultats des différents volumes d’IS antirabique IPA incorporés
dans la gélose a 2%

. Volume de Volume d’IS Taux de
Numéro de ) . . .. . .
| gélose a 2% antirabique proteines Observations | Reésultats
cupules
(mli) (1) (Hg/ml)
1 2,3 500 5,50 -
2 2,2 600 6,60 -
3 2,1 700 7,70 -
4 2 800 8,80 -
Bonne
5 19 900 9,90 -
solidification
6 1,8 1000 11,00 -
de la gélose
7 1,7 1100 12,10 -
8 1,6 1200 13,20 -
9 1,5 1300 14,30 -
10 1,4 1400 15,40 +

+ : Présence d’anneaux de précipitation
- . Absence d’anneaux de précipitation
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Double anneaux
de précipitation

FIGURE 28 : Aspect d’un résultat positif - Double anneaux de précipitation
(Photo personnelle)

Nous avons fait le choix de nous arréter a la quantité maximale de 1400 pl d’IS
antirabique IPA car cela permet d’avoir a la fois une concentration finale de gélose a 1% et
une quantité suffisante d’Ac (taux de protéines : 15,40ug/ml) dans la cupule pour permettre la

formation d’anneaux de précipitation.
2.3. Résultats du test IDR du virus LPS inactivé

Les résultats présentés dans le tableau 18 montrent que I’introduction du virus LPS
inactivé pur dans le puits entraine la formation d’anneaux de précipitation dont le diamétre
diminue lorsque la dilution du virus augmente jusqu’a devenir pratiquement invisible ou

carrément s’annuler pour des dilutions supérieures au 1/8.

TABLEAU 18 : Diamétres des anneaux de précipitation formés
par le virus LPS inactivé

Dilutions du virus | Diamétres des anneaux
LPS inactive de précipitation (mm)

Pur 13

1/2 11

1/4 9

1/8 0

1/16 0

1/32 0
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2.4. Résultats du test IDR de deux lots de vaccins antirabiques tissulaires inactives

Le tableau 19 regroupe les résultats des vaccins S.135 et S.119, nous constatons que
ces vaccins classés comme forts selon le test des NIH (avec des VA respectives de 0,98 et
0,61 contre 31DLsg pour le vaccin S.135 et 100DLsg pour le S.119), forment des anneaux de

précipitation avec des diameétres de 14 mm lorsqu’ils sont testés a 1’état pur.

Mais dés que I’on procéde a des dilutions, la différence entre les deux vaccins devient
visible, notamment a partir d’une dilution au huitiéme, en effet, le vaccin S.135 ne forme plus
d’anneau de précipitation visible a 1’ceil nu, alors que le vaccin S.119 forme un anneau de 7
mm de diamétre. Pour les dilutions encore plus élevées (1/16 et 1/32), il ne se forme plus

d’anneaux de précipitation visibles pour les deux vaccins.

TABLEAU 19 : Diamétres des anneaux de précipitation formeés
par les vaccins S.135 et S.119

o Diametres des anneaux de
Dilutions L
_ précipitation (mm)
des vaccins
S.135 S.119
Pur 14 14
1/2 10 11
1/4 8 9
1/8 0 7
1/16 0 0
1/32 0 0

2.5. Résultats du test IDR du vaccin de référence

Les résultats du vaccin de référence S.122 sont regroupés dans le tableau 20, ce vaccin
entraine la formation d’anneaux de précipitation de diamétres plus importants
comparativement aux deux autres vaccins, c’est ainsi que testé pur il présente un anneau de
précipitation avec un diamétre de 17 mm, au fur a mesure que I’on procéde aux dilutions ce

diamétre diminue et s’annule a la dilution de 1/32 (Figure 29).
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TABLEAU 20 : Diamétres des anneaux de précipitation formés
par le vaccin de référence S.122

Dilutions du vaccin | Diametres des anneaux
de référence S.122 | de précipitation (mm)

Pur 17

1/2 14

1/4 12

1/8 11

1/16 7

1/32 0

Double anneaux
de précipitation
concentriques

FIGURE 29: Résultats de la précipitation du vaccin de référence S.122
apres reconstitution de 4 flacons de vaccins (Photo personnelle)

2.6. Etablissement de la courbe d’étalonnage

Les parametres du vaccin de référence S.122 apreés reconstitution de 4 flacons retenus
pour tracer la courbe d’étalonnage sont regroupés dans le tableau 21.
Pour chaque dilution, le diamétre au carré de I’anneau de précipitation correspondant
est proportionnel a la VA du vaccin S.122, c’est ainsi que :
- Le diamétre au carré de ’anneau de précipitation du vaccin S.122 pur peut étre
assimilé a sa valeur antigénique soit 1,36.
- Le diamétre au carré de ’anneau de précipitation du vaccin S.122 dilué au 1/2 peut

étre assimilé a 1,36/2 soit 0,68.
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- Le diametre au carré de ’anneau de précipitation du vaccin S.122 dilué au 1/4 peut
étre assimilé a 1,36/4 soit 0,34.
- Le diametre au carré de 1’anneau de précipitation du vaccin S.122 dilué au 1/8 peut

étre assimilé a 1,36/8 soit 0,17.

TABLEAU 21: Parameétres du vaccin de référence S.122 retenus pour
tracer la courbe d’étalonnage

Dilutions Diametres des anneaux | Diametres | Valeurs Antigéniques
vaccin S.122 de précipitation (mm) au carré correspondantes
Pur 17 289 1,36
112 14 196 0,68
1/4 12 144 0,34
1/8 11 121 0,17

En utilisant ces résultats nous avons tracé une courbe d’étalonnage de la valeur
antigénique du vaccin S.122 en fonction du diamétre au carré de ’anneau de précipitation
correspondant a chaque dilution du vaccin. La courbe obtenue est représentée dans la Figure
30.

D2 y = 141,69 + 97,174
350 - R? = 0,9995
300 - 136
250 - D2: diamétre
200 - au carré
150 3 VA: Valeur
100 J Antigénique
50 -

I T T e S

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 16 VA

FIGURE 30: Courbe d’étalonnage du vaccin de référence S.122 apres reconstitution
de 4 flacons

2.7.Résultats des tests IDR d’un groupe de vaccins

Les resultats regroupés dans le tableau 22 montrent que les diamétres des anneaux de
précipitation formés par les 12 vaccins testés purs sont identiques. Avec les dilutions,
quelques différences apparaissent mais les diameétres restent assez proches.
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TABLEAU 22: Diameétres des anneaux de précipitation formés par les vaccins testés

Diameétres des anneaux de précipitation (mm)
Vaccins testés en fonction des dilutions
Pur 1/2 1/4 1/8
S.138 14 11 8 0
S.72 14 11 8 0
Forts
S.119 14 11 9 7
S.135 14 10 8 0
S.76 14 10 8 0
S.90 14 11 8 0
Moyens
S.115 14 11 7 0
S.133 14 11 8 0
S.87 14 11 8 0
_ S.111 14 10 8 0
Faibles
S.81 14 11 8 0
S.144 14 11 7 0

En reportant le diamétre au carré de chaque vaccin pur sur la courbe d’étalonnage nous

obtenons la méme valeur antigénique pour tous les vaccins soit 0,69.

L’absence de différence entre les vaccins forts, moyens et faibles apres reconstitution

de 4 flacons de vaccins nous a amené a utiliser une nouvelle technique d’approche lors de la

reconstitution des vaccins, ainsi nous avons fait des tests avec 3 flacons puis 2 flacons et enfin

1 flacon de vaccins reconstitués dans 1ml de PBS.

2.8. Résultats des tests IDR avec un, deux et trois flacons de vaccins reconstitués

A travers les résultats présentés dans le tableau 23 nous remarquons que méme avec 3

flacons de vaccins reconstitués les résultats sont presque identiques quand on opere sans

dilution, par contre avec les dilutions nous observons quelques differences, ceci est

probablement di au fait que la concentration d’antigénes vaccinaux dans les puits devient de

plus en plus faible. La aussi la différenciation entre les vaccins n’est pas évidente.
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Avec 1 flacon de vaccin reconstitué, les résultats concernant les vaccins faibles ne
semblent pas intéressants, les anneaux de précipitation sont trop pres des puits ce qui rend la
mesure des diametres avec un pied a coulisse tres difficile et le risque d’erreur plus important.

Avec 2 flacons de vaccins, les diametres des anneaux de précipitation sont différents
selon la catégorie du vaccin (fort, moyen ou faible), de plus ils sont proportionnels a la

dilution du vaccin.

TABLEAU 23 : Diamétres des anneaux de précipitation formés par les vaccins apres
reconstitution de un, deux et trois flacons de vaccins

Nombre de Diamétres des anneaux de précipitation (mm)
Vaccins | flacons vaccins en fonction des dilutions
reconstitués Pur 1/2 1/4 1/8
3 13 11 7 0
S.72 2 12 8 0 0
1 9 6 0 0
3 13 10 6 0
S.90 2 11 8 0 0
1 8 6 0 0
3 13 10 0 0
S.81 2 10 7 0 0
1 7 0 0 0
3 16 12 9 7
S.122 2 14 10 7 5)
1 12 8 6 0

Notre choix a donc porté sur 1’utilisation de 2 flacons de vaccins reconstitués avec 1mi

de PBS pour tester tous les vaccins qui restent a analyser.

2.9. Etablissement de la nouvelle courbe d’étalonnage

Nous avons tracé une nouvelle courbe d’étalonnage avec les résultats du vaccin de
référence S.122 obtenus aprés reconstitution de 2 flacons de vaccins dans 1 ml de PBS. Les

parameétres retenus pour tracer la courbe sont présentés dans le tableau 24.
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TABLEAU 24: Paramétres du vaccin de référence S.122 apreés reconstitution de 2 flacons
retenus pour tracer la courbe d’étalonnage définitive

Dilutions Diameétres des anneaux | Diamétres | Valeurs Antigéniques
vaccin S.122 de précipitation (mm) au carré correspondantes
Pur 14 196 1,36
1/2 10 100 0,68
1/4 7 49 0,34
1/8 5 25 0,17

En utilisant ces nouveaux parametres, nous avons tracé la nouvelle courbe
d’étalonnage de la valeur antigénique du vaccin de référence S.122 en fonction du diamétre au

carré des anneaux de précipitation correspondant aux dilutions du vaccin.

DZ y = 143,94x + 0,7391
R?=0,9998
250 -
200 1,36, 196
] D2: diamétre
150 - au carré
100 -
1 VA: Valeur
50 - Antigénique
O ] AN B B BN L B B B NN B R B B B N B N B BN B B B B N B B B B BN R B R I B R N R |
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 VA

FIGURE 31: Courbe d’étalonnage du vaccin de référence S.122 apres reconstitution
de 2 flacons

Cette nouvelle courbe d’étalonnage retenue va servir a déterminer la valeur

antigénique de tous les vaccins antirabiques qui seront testés dans la suite du travail.

2.10. Résultats des tests IDR des différents vaccins antirabiques tissulaires inactivés

Les résultats du vaccin de référence S.122 testé dans les 4 premiéres cupules de
chaque boite sont les mémes quelque soit le test et sont identiques a ceux utilises pour tracer
la courbe d’étalonnage (cf Tableau 24). Les résultats des autres vaccins sont regroupés dans

les tableaux donnés en annexe 11.
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2.11. Résultats des tests IDR d’un groupe de vaccins avant contréle par le test des NIH

Les diametres des anneaux de précipitations formés par les 6 vaccins ainsi que les

valeurs antigéniques correspondantes sont regroupés dans le tableau 25.

TABLEAU 25 : Diamétres des anneaux de précipitations et valeurs antigéniques des vaccins
testés avant controle par le test des NIH

Cuples Vaccins Diametres des anneaux | Valeurs antigéniques
antirabiques de précipitation (mm) correspondantes
Al S.122 Pur 14 1,36
A2 S.122 au 1/2 10 0,68
A3 S.122 au 1/4 7 0,34
Ad S.122 au 1/8 ) 0,17
Bl S.149 11 0,84
B2 S.150 10 0,69
B3 S.151 10 0,69
B4 S.152 10 0,69
C1 S.153 10 0,69
C2 S.154 11 0,84

Apres lecture des résultats du test des NIH, Nous constatons que sur les 6 vaccins

testés, 4 d’entre eux concordent avec les résultats de I’'IDR.

3. Résultats des tests des NIH

Les résultats de tous les lots de vaccins antirabiques testés par le test des NIH sont
regroupes dans les tableaux donnes en annexe 12.
4. Analyse des résultats et traitement des données

4.1.Classification des vaccins

Sur la base des tests des NIH et de I'IDR, les vaccins ont été classés en trois
categories: forts, moyens et faibles. Le nombre de vaccins qui découle de cette classification

est porté sur le tableau 26 (les détails sont donnés en annexes 12 et 13).
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TABLEAU 26 : Nombre et pourcentage de vaccins classés par catégories
selon le test des NIH et IDR

NIH IDR
Classement des
] Nombre de | Pourcentage | Nombre de Pourcentage
vaccins _ i

vaccins (%) vaccins (%)
Vaccins forts 22 29 34 44
Vaccins moyens 40 52 32 42
Vaccins faibles 15 19 11 14
Total 77 100 77 100

La classification des vaccins selon les résultats de I’IDR a donné 44% de vaccins forts,
42% de vaccins moyens et 14% de vaccins faibles. A partir des résultats du test des NIH, la
classification a donné 29% de vaccins forts, 52% de vaccins moyens et 19% de vaccins

faibles.

4.2 Variabilité et profils des vaccins dans le test des NIH

4.2.1. Variabilité et comparaison des VA des vaccins dans le test des NIH

Le calcul des moyennes des VA (Figure 32a), fait ressortir un rapprochement des trois
catégories de vaccins, ceci est également validé par le test non paramétré étant donné que les
trois catégories de vaccins (forts, moyens et faibles) ne montrent aucune différence
significative (Kruskal.test, p.value = 0,1087).

Le profil des trois catégories mis en évidence par la variabilité des VA (Figure 32b),
fait ressortir une donnée incohérente qui met en cause les vaccins S.145; S.146 ; S.0.74 et
S.0.73 du lot moyen ; Ceci nous laisse supposer que les VA de ces derniers ont une influence
sur le profil unique de ces trois catégories puisque les vaccins moyens sont non conformes a
la loi gaussienne (Shapiro -W.test ; p.value = 0,023) contrairement aux vaccins faibles et forts

(respectivement, Shapiro-W.test ; p.value = 0,67 ; 0,31).
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La déclassification des quatre vaccins du lot moyen a permis de modéliser et confirmer

le profil originel des trois catégories de vaccins dans le test des NIH (Figure 33a et 33b) entre

lesquels une différence significative est relevée (ANOVA, p.value = 0,026).
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A travers les résultats issus de la comparaison par paire, le test de Newman et keuls a

fait ressortir deux groupes homogeénes A et B. Il existe une différence significative entre le

groupe A, qui représente les vaccins forts et le groupe B qui représente les vaccins moyens et

faibles. Cependant aucune différence significative n’est décelée entre les vaccins du groupe B

(Tableau 27 dont les détails sont donnés en annexe 14).
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TABLEAU 27 : Comparaison des vaccins dans le test des NIH par le test de Newman-
Keuls avec un intervalle de confiance de 95%

Modalité | Moyenne estimée Groupes
NIHFO 0,757 A

NIHM 0,639

NIHFA 0,625

4.2.2. Variabilité et comparaison des DLs des vaccins dans le test des NIH

Les résultats de la variabilité des DLsg et de la moyenne des trois catégories de vaccins
dans le test des NIH (Figure 34a, 34b) montrent une différence hautement significative
(Kruskal.test : p.value = 5,72 10™). Les DLs, des vaccins forts sont les plus élevés des trois
catégories de vaccins et celles des vaccins faibles sont les plus basses. Cette différence, qui
apparait entre ces trois catégories de vaccins dans le test des NIH est maintenue méme avec la
nouvelle configuration des vaccins moyens, puisque les DLsy des vaccins déclassés (S.145 ;
S.146; S.74; S.73) n’influencent en aucun cas cette variabilit¢ et que les données
incohérentes présentes (Figure 35b) sont relatives a I’absence de corrélation (Figure 35a, 35b,
35¢ ; 0,206<R?<0,256) entre les DLs, de chaque catégorie de vaccins.
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4.2.3. Répartition et dépendance entre VA et DLso des vaccins dans le test des NIH

Les DLsp augmentent avec les VA des trois catégories de vaccins, c’est ce qui ressort
des reésultats de la tendance des répartitions cumulées de ces derniers (Figure 36).
Effectivement, dans la majorité des cas ou la VA a été trouvée élevee, elle correspondait a une
DLso élevée, c’est une forte coincidence qui ne peut étre qu’en faveur d’un bon pouvoir
antigénique de ces vaccins. Toutefois, il est & noter qu’il existe une indépendance (KHI?:
p.value=1) et une dispersion entre la tendance de répartition de ces deux parametres
(Kolmogorov-Smirnov test : p < 0,0001).
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FIGURE 36: Tendance des répartitions des VA et des DL 5, des trois catégories

de vaccins dans le test des NIH
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4.3. Variabilité et profils des vaccins dans le test d’IDR

Les valeurs des VA font ressortir clairement les trois catégories de vaccins et montrent
une différence hautement significative (Kruskal.test : p.value = 2,305 10™°). Néanmoins, il
n’existe aucune variabilité des VA dans ces catégories de vaccins (Figure 37a, 37b), en raison
de leurs constances, excepté pour les vaccins forts geénérant une deuxiéme VA moins

fréquente mais plus élevée (Figure 37a, 37b).
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dans le test d’IDR

(IVFO: VA des vaccins forts ; IVFM: VA des vaccins moyens ; IVFA: VA des vaccins faibles)

Le profil (fort, moyen et faible) des vaccins dans le test de ’IDR est confirmé par
I’apparition de trois groupes homogenes A, B et C (Tableau 28) et par le test de comparaison

par paire de la méthode d’Holm (Tableau 29).

TABLEAU 28 : Comparaisons multiples par paires suivant la procédure
de Dunnet / Test bilatéral

) ) Somme des| Moyenne
Echantillon Effectif Groupes
rangs des rangs
IDR | IVFA 11 66,000 6,000 A
IDR | IVM 32 880,000 27,500 B
IDR | IVFO 34 2057,000 60,500 C
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TABLEAU 29 : Comparaison des vaccins dans le test d’IDR par la méthode d’Holm

Catégories de vaccins IVFA I VFO
IVFO 2.810 -
IVM 2.110% 4610

4.4. Comparaison des résultats des deux tests NIH et IDR

La comparaison des vaccins entre les deux tests (NIH-IDR) « par paire » par la méthode

d’Holm (Tableau 30 ; Figure 38a et 38b) (cf annexe 15) fait ressortir qu’il n’existe aucune

différence significative (p > 0,05) entre les vaccins :

- [NVFA (NIH faible) et IVFA (IRD faible)] ;
- [NVFA (NIH faible) et IVM (IRD moyen)] ;

- [NVFA (NIH faible) et NVFO (NIH fort)] ;

- [NVM (NIH moyen) et IVFA (IDR faible)] ;

- [NVM (NIH moyen) et IVM (IDR moyen)] ;
- [NVM (NIH moyen) et NVFA (NIH faible)] ;
- [NVM (NIH moyen) et IVFO (IDR fort)].

Toutefois, il existe une différence significative (p < 0,05) entre les vaccins :

- [IVFA (IRD faible) et IVFO (IRD fort)] ;

- [IVM (IRD moyen) et IVFA (IRD faible)] ;
- [IVFO (IRD fort) et IVM (IRD moyen)] ;

- [IVFO (IRD fort) et NVFA (NIH faible)] ;
- [IVFA (IRD faible) et NVFO (NIH fort)] ;
- [NVFO (NIH fort) et IVFO (IRD fort)] ;
- [IVM (IRD moyen) et NVFO (NIH fort)] ;
- [NVM (NIH moyen) et IVFO (IRD fort)].



Résultats

TABLEAU 30 : Comparaison des résultats des techniques NIH et IDR par paire
selon la méthode d’Holm

Catégories de vaccins IVFA IVFO IVM NVFA | NVFO
IVFO 3,7 107 - - - -
IVM 1,4 10° 2,310 - - -
NVFA 0,64292 5,310° 1,00000 - -
NVFO 0,00113 0,00150 0,01257 | 0,22234 -
NVM 0,25780 0,00023 1,00000 | 1,00000 | 0,6429

IVFA : vaccins faibles par IDR

IVFO : vaccins forts par IDR
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Discussion

Les techniques utilisées pour le contrdle de 1’activité des vaccins antirabiques produits,
qu’ils soient a usage humain ou vétérinaire, sont réalisables in-vivo et consistent a vacciner
des souris puis a les mettre en contact avec un virus vivant (virus d’épreuve). Ces techniques
présentent des inconvenients, ce qui a pousse les laboratoires de recherche a mettre en place
des techniques in-vitro pour contréler 1’activité des vaccins, parmi elles, la technique
d’immunodiffusion radiale qui est utilisée pour le controle de D’activité des vaccins
antirabiques cellulaires.

Dans notre travail nous avons appliqué cette technique pour le controle de I’activité
des vaccins antirabiques tissulaires. Trés peu d’études voir aucune, a notre connaissance,
n’ont été publiées concernant I’application de I’'IDR aux vaccins antirabiques tissulaires, c¢’est
pourquoi, dans la discussion de nos résultats nous nous référons essentiellement aux travaux

réalisés sur des vaccins antirabiques inactives cellulaires.

L’utilisation de la technique d’immunodiffusion double d’Ouchterlony pour la
recherche des anticorps specifiques dans les immuns sérums antirabiques nous a permis de
faire un screening des immuns sérums et des virus a utiliser dans la technique
d’immunodiffusion radiale de Mancini. Nous avons ainsi appliqué la technique de
précipitation d’Ouchterlony a cinq immuns sérums antirabiques purifiés (immun sérum
antirabique IPA, Butantan®, Vinrab®, Favirab® et SII®) mis en présence de quatre virus (CVS,
ERA, LPS et le mélange ERA/LPS). L’ensemble des résultats obtenus nous a conduit a
sélectionner I'immun sérum antirabique IPA pour [I’utiliser dans la technique
d’immunodiffusion radiale.

Le test de précipitation mené avec I’immun sérum antirabique Butantan® et le virus
ERA a toujours donné un résultat positif (formation d’un double arc de précipitation au bout
de 24 heures), nous avons donc fait le choix de le prendre comme témoin positif. Ainsi, a
chaque test, un doublet pour I’immun sérum Butantan®/virus ERA est fait en haut de chaque
boite comme témoin positif précoce pour s’assurer que tous les autres parametres sont
correctes.

Concernant les immuns sérums Favirab®, Vinrab® et SII®, ces derniers n’ont pas pu
étre testés vis-a-vis de toutes les souches virales en raison de la faible quantit¢é d’immun
sérum dont nous disposions au niveau du laboratoire.

Pour tous ces tests de précipitation nous avons utilisé des réservoirs de 4 mm de

diamétre distants les uns des autres de 1 cm ; selon les expériences de Villemot et Provost
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(1958), des lignes de preécipitation sont observées plus facilement et plus rapidement si on
utilise des réservoirs de 7 mm de diamétre et distants les uns des autres de 7 mm.

Dans les tests d’immunodiffusion radiale, I’'immun sérum est incorporé dans la gélose
et le vaccin est introduit dans le puits central, la quantité d’anticorps antirabiques dans la
gélose ainsi que la concentration d’antigénes vaccinaux présents dans le puits sont trés
importantes pour la réaction de précipitation. En effet, ces quantités doivent étre suffisantes

pour atteindre la zone d’équivalence qui permet la formation des anneaux de précipitation.

Plusieurs essais ont été réalisés pour déterminer la quantité optimale d’immun sérum
qui permet la formation des anneaux de précipitation, c’est ainsi que différents volumes d’IS
antirabique IPA ont été incorporés dans la gélose jusqu’a I’obtention d’un résultat positif. Au
dela de 100ul d’immun sérum incorporé, la quantité de gélose est modifiée de facon a avoir
un volume final (gélose + immun sérum) de 2,8ml.

Avec 500ul d’IS incorporé (soit un taux de protéine de 5,5 pg/ml), la gélose ne se
solidifie pas, ce qui nous a amené a augmenter la concentration de la gélose de 1 a 2% en
PBS. De nouvelles quantités d’IS antirabique IPA ont été par la suite incorporées a la gélose
de 2% jusqu’a I’apparition d’anneaux de précipitation.

L’immun sérum antirabique IPA qui est incorporé dans 1’agarose est le résultat de
I’immunisation des chevaux avec la souche LPS qui n’est en réalité que la souche productrice
utilisée pour la fabrication du vaccin tissulaire produit localement, c’est ce qui nous a permis
d’avoir des résultats fiables car selon Ferguson et Heath (1992) I’utilisation de sérums

produits différemment affecte les valeurs obtenues.

Nous avons par la suite procédé a plusieurs tests afin de déterminer le nombre de
flacons de vaccins a reconstituer pour permettre la formation d’anneaux de précipitation
mesurables et ayant des diametres proportionnels a la concentration en antigenes vaccinaux
présents dans le puits.

Pour cela, le premier test a été fait avec deux vaccins classés forts selon le test des
NIH, nous avons fait le choix de reconstituer 4 flacons de chaque vaccin dans 1 ml de tampon
PBS afin d’avoir une forte concentration d’antigénes vaccinaux dans les puits.

Par la suite, en conservant les mémes parametres, nous avons pris un groupe de
vaccins contenant des vaccins faibles, moyens et forts (selon le test des NIH) que nous avons
testés pour déterminer leurs valeurs antigéniques

Les résultats obtenus étaient pratiquement tous identiques (diametre équivalent), ils ne

permettaient donc pas de distinguer un vaccin fort d’un vaccin faible ou moyen. Cette absence
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de différence entre les trois catégories de vaccins peut étre expliquée par le fait que la
concentration en antigenes vaccinaux dans le puits est trop importante, par consequent la zone
d’équivalence est atteinte avec les 4 flacons de vaccins faibles reconstitués (mais dont la
valeur antigénique est supérieure a 0,3).

C’est ce qui explique la forte probabilité de la formation d’anneaux de méme diametre
avec tous les vaccins au vue de la charge en antigénes ramené par les vaccins, c¢’est également
ce qui nous amené a diminuer le nombre de flacons de vaccin a reconstituer a trois puis a
deux et enfin a un flacon de vaccin reconstitué a chaque fois avec 1 ml de tampon PBS.

Notre choix a porté sur la reconstitution de deux flacons de vaccins du fait que cette
reconstitution permet [’apparition d’anneaux de précipitation proportionnel a la charge

d’antigénes vaccinaux dans les puits.

Pour tracer la courbe d’étalonnage nous avons choisi comme vaccin de référence le
S.122, qui est un vaccin du méme type (tissulaire inactivé) mais sélectionné pour étre utilisé
comme référence interne au laboratoire dans le test des NIH.

Cette approche est en accord avec les travaux de Ferguson et al en 1987 qui proposent
’utilisation de réactifs spécifiques pour la technique d’IDR. En effet, ces auteurs ont
démontré dans leurs travaux que 1’utilisation de souches différentes est un élément suffisant
pour affecter les valeurs de I’activité des vaccins mesurées par la technique d’IDR si les
vaccins de référence et les vaccins testés possédent des antigénes hétérologues. Selon les
mémes auteurs, ces différences antigéniques entre les souches de virus rabique utilisées pour

la production de vaccins peuvent étre démontrées en utilisant des anticorps monoclonaux.

La gamme des concentrations utilisées pour tracer la courbe d’étalonnage doit
impérativement comprendre des valeurs extrémes susceptibles d’étre retrouvées par le dosage

des autres vaccins. C’est pourquoi nous avons utilisé ce vaccin de référence.

Cette approche nous permet également de garder la méme référence pour les deux
techniques dans 1’étude comparative, ce qui est en accord avec les travaux de Sligmann
(1973) qui suggére que les corrélations entre les résultats obtenus dans 1’épreuve NIH et les
tests d’IDR dépendent de la souche de virus utilisée pour la préparation des réactifs de travail
dans le test d’IDR. En effet, différentes souches rabiques sont utilisées pour la préparation des
vaccins antirabiques partout dans le monde alors que les références internationales pour les

tests sont faites avec une seule souche ; la souche Pitman moore (PM) (WHO, 1979, 1983).



Discussion

Selon Ferguson et Schild (1981), les antigenes utilisés pour le test IDR doivent étre
traités au préalable par un détergent : le Mulgofen a une concentration de 2% pendant 30
minutes a température ambiante afin de libérer la glycoprotéine de la particule virale. Cette

étape n'a pas été réalisée lors de notre expérimentation faute de disponibilité de ce détergent.

Un temps d’incubation de 48 a 72 heures a été nécessaire pour une meilleure
visualisation des zones de précipitation, alors que Wood et al. (1977) et Ferguson et al. (1983)
ne recommandent que 24 heures ou un minimum de 18 heures.

Ce long temps d’incubation peut étre expliqué dans la technique d’Ouchterlony par le
faible diamétre des réservoirs (4mm) et la distance qui les sépare (lcm), en effet selon
Villemot et Provost (1958), les arcs de précipitation sont observées plus rapidement lorsque
on utilise des réservoirs de 7 mm de diametre et distants de 7 mm. Dans la technique de
Mancini, le dép6t de nouveaux complexes Ag-Ac contribue a ’accentuation des anneaux de
précipitation, ce qui rend plus aisé et plus facile la mesure des diametres de ces anneaux apres
ce temps de diffusion.

Mancini (1965) a examiné les effets du temps de diffusion, il a démontré qu’il y avait
une limite pour les zones de précipitations dépendant de la quantité d’antigénes.
L’accroissement des zones de précipitation dépend essentiellement du poids moléculaire, de

la température d’incubation et de la densité de 1’agarose.

L’outil de mesure des diametres est important, le plus simple reste le pied a coulisse
gue nous avons utilisé, des appareils trés sophistiqués reliés a un ordinateur permettent une
lecture plus précise et plus précoce. Ce sont des appareils intégrés de visualisation et de
mesure des anneaux de précipitations. C’est le cas du «transidyne calibration viewer »
(Transidyne General Corporation, Ann Arbor, Mich., U.S.A) couplé a un autodata caliper
(autodata, hitchin, U.K) (Ferguson et Schild, 1982).

L’analyse de certains paramétres propres a chacune des deux techniques NIH et IDR
fait apparaitre que dans le cas du test d’IDR, test in-vitro, le virus vivant n’intervient pas alors
que dans le cas du test des NIH, test in-vivo, 1’utilisation du virus d’épreuve CVS méme
calibré ne suffit pas vu que le nombre de DLsp injecté peut varier d’un test a un autre et la
dose de virus injectée peut elle aussi varier. C’est pour cette raison que nous avons pris en
considération la DLsg et la VA correspondante obtenue en temps réel pour le choix du seuil de
classification des vaccins dans le test des NIH. Cet avantage de la technique d’IDR a aussi été
cité par Ferguson et al (1984) qui déclarent que les estimations de I’activité des vaccins par le

test IDR peuvent étre obtenues sans 1’utilisation de virus infectieux.
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Il faut aussi noter que la micropipette utilisée lors du test IDR est plus précise que la
seringue utilisee dans le test des NIH, en effet la qualité de la seringue et le modele
(graduation trés dense) impliquent des petites variations dans les doses qui seront injectées par
voie intracerébrale, elle méme trés difficile a maitriser. Aussi, la variabilité peut étre liée au
manipulateur qui travaille longtemps sur un grand nombre d’animaux (risque de perte de
vigilance). L’état de ’animal peut modifier les résultats du test des NIH, I’état de sant¢ et la

variabilité méme tres faible du poids des animaux sont a retenir pour des études comparatives.

La technique d’immunodiffusion radiale est rapide, sensible et facile a réaliser, elle
nécessite l'utilisation de réactifs de qualité et de stabilité prouvée, mais reste tributaire de
I’appareil de lecture qui permet d’avoir une valeur précise grace a un logiciel de calcul.
Cependant le coflit de cet appareil reste élevé pour des petits laboratoires, c¢’est d’ailleurs un
des inconvénients de cette technique. Le test des NIH, quant a lui, méme s’il nécessite
beaucoup de temps reste le test de référence de I’OMS et les valeurs qu’il fournit sont

précises.

Apres avoir discuté des méthodes et matériels utilisés, nous allons passer dans cette
partie a la discussion des résultats.

L’absence d’arcs de précipitation entre certains immuns sérums et virus lors des tests
de précipitation pour la recherche des anticorps spécifiques dans les immuns sérums
antirabiques (notamment entre I’IS IPA et le virus ERA et CVS, I'IS Butantan® et le virus
LPS ainsi que les IS Vinrab® et Favirab® et le virus ERA) est retrouvée dans le travail de
Ferguson & Heath (1992), qui mettent en cause le fait que des extra-protéines masquent les
arcs de précipitation, ils avancent aussi la possibilité d’un taux faible en particules virales.
Drailleurs le virus ERA que nous avons testé avec I’IS IPA possede un titre plus faible que
celui du virus LPS, qui lui donne un résultat positif avec cet immun sérum, c’est ce qui
explique I’absence d’arc de précipitation entre le virus ERA et I’IS IPA. Ce méme virus ERA
donne des arcs avec des IS anti-ERA récolté sur des souris hyperimmunisées avec le virus
ERA, ainsi I’étroite spécificité favorise la formation des arcs.

Ces résultats négatifs sont aussi expliqués par les travaux de Grasset et Atanasiu
(1961) qui ont constaté que la réaction d’immunoprécipitation ne donne de résultats cohérents
que si P’antigéne et 1’anticorps se trouvent en proportion convenable. Ce qui rejoint les
travaux de Thiéry (1960), qui déclare, que si les réponses positives sont sans ambiguité, les

réponses négatives peuvent étre dues a la disparité entre les proportions d’antigénes et
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d’anticorps entrant dans la réaction. L’absence d’arcs de précipitation peut aussi étre

expliquée par 1’absence d’anticorps spécifiques dans les immuns sérums.

Concernant les doubles arcs de précipitation observeés lors de certains tests, ils peuvent
étre expliqués par la présence d’au moins deux anticorps spécifiques différents qui
reconnaissent deux déterminants antigéniques différents ainsi le nombre d’arcs de

précipitation visibles correspond au nombre de complexes antigénes-anticorps formés.

D’un autre coté, le test réalisé avec la matiere cérébrale de souriceaux ne contenant pas
de virus rabique, nous a permis de conclure que les résultats obtenus avec la souche virale
LPS produite par inoculation de souriceaux sont dus a la formation de complexes entre le
virus LPS et ses anticorps spécifiques contenus dans I’immun sérum antirabique IPA et non a
la réaction des protéines cérébrales avec I'immun sérum IPA malgré les rappels de

vaccination et les quantités de matiéres cérébrales administrées aux chevaux.

Pour les tests d’immunodiffusion radiale, I’absence d’anneaux de précipitation a de
faibles dilutions de vaccins est probablement dle au fait que la concentration en antigenes
vaccinaux dans le puits est tres faible par rapport a la concentration en anticorps dans la

gélose. La zone d’équivalence n’est donc pas atteinte.

Selon Ferguson et al. (1984), le dosage des vaccins antirabiques selon la méthode
d’IDR comporte certaines limites. Certains vaccins ne peuvent pas étre doses par cette
méthode comme les préparations de faible titre telles que les vaccins dérivés de tissu cérébral,
ce qui n’est pas le cas dans notre travail car les vaccins testés sont conformes aux normes et
leurs valeurs antigéniques sont supérieures a 0,3. 1l est fort possible que si on avait a tester
des vaccins avec des valeurs antigéniques inférieures & 0,3, nous n’aurions peut étre pas
abouti a la méme conclusion, une étude dans ce sens pourrait vérifier cette hypothese (étude
en perspective).

Selon ces mémes auteurs, les préparations dans lesquelles 1’antigéne rabique est
adsorbé sur I’hydroxyde d’aluminium ne peuvent pas étre dosées par IDR, ceci va dans le
méme sens que Mc Elhinney et al. (2012) qui ont discuté de la faible corrélation entre le test
IDR et le test des NIH et de I’incapacite de I’IDR a étre utilisé pour les vaccins avec adjuvant.

Les vaccins que nous avons testés sont sans adjuvant.
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Les valeurs antigéniques que nous avons obtenues par les tests d’IDR sont comprises
entre 0,56 et 1,00, ce qui en accord avec les travaux de Miceli et al. (2000) qui démontrent
que I’IDR permet de déterminer des valeurs comprises entre 0,6 et 1,5.

La comparaison des trois catégories de vaccins dans le test d’IDR selon leurs valeurs
antigéniques a montré une différence hautement significative (p=2,30510"'°) et aucune
variabilité n’existe entre les trois catégories en raison des valeurs constantes des VA

exception faite pour les vaccins forts.

Concernant les résultats des tests des NIH, initialement les VA des trois catégories de
vaccins ne montraient aucune différence significative (p=0,1), ceci est d0 aux quatre vaccins
de la catégorie moyenne qui auraient engendré un profil unique pour les trois catégories de
vaccins, mais une declassification de ces vaccins a permis de modéliser le profil des trois

catégories de vaccins entre lesquels une différence significative est révélée (p=0,026).

L’étude de la variabilité et de la moyenne des DLsy des virus d’épreuve utilisés dans
les tests des NIH des trois catégories de vaccins montre une différence hautement significative

(p=5,7210"3), cette différence est maintenue méme avec la nouvelle configuration.

Les DLsg des virus d’épreuve utilisés dans les tests des NIH augmentent avec les VA
des vaccins testés, seulement il existe une indépendance (p=1) et une dispersion entre la
tendance de répartition de ces deux parametres (VA des vaccins, DLsy des virus d’épreuve)
(p<0,0001).

La classification des vaccins selon les résultats de I’IDR a donné 44% de vaccins forts,
42% de vaccins moyens et 14% de vaccins faibles, a partir des résultats du test des NIH, cette
classification a donnée 29% de vaccins forts, 52% de vaccins moyens et 19% de vaccins
faibles. La comparaison des vaccins par paire entre les deux techniques NIH et IDR par la
méthode d’Holm fait ressortir qu’il n’existe aucune différence significative entre les vaccins
moyens (p=1) et faibles (p=0,64) des deux techniques, par contre une différence significative
est observée entre les vaccins forts des deux techniques (p=0,001).

Le rapprochement des résultats obtenus dans cette étude comparative est probablement
da a I'utilisation de réactifs trés proches dans la technique d’IDR : la souche rabique LPS du
vaccin et inductrice de I'immun sérum IPA, ainsi qu’a l’utilisation du méme vaccin de

référence dans les deux techniques, vaccin produit avec la souche rabique LPS.
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Ferguson et al. (1984), Gairola et al. (2012) ont discuté de la mauvaise corrélation
entre les deux techniques et n’encouragent pas le remplacement du test des NIH par celui de
I’IDR pour déterminer 1’activité du vaccin final mais proposent plutdt 1’utilisation de I’'IDR
dans le contrdle de D’activité in process des lots de vaccins en vrac. Il faut souligner
néanmoins que ces travaux concernent les vaccins antirabiques produits sur culture cellulaire
et ne concordent donc pas avec notre étude sur les vaccins produits sur matiere cérebrale de

souriceaux, travail qui montre que I’IDR et le NIH donnent des résultats assez proches.

De plus, lors de I’application de la technique d’IDR sur six vaccins avant controle par
le test des NIH, dans le but de prédire les reésultats des NIH, nous avons constaté que les

résultats de quatre d’entre eux concordaient avec ceux du test des NIH.

Fitzgerald et Needy (1986) ont rapporté les résultats d’une enquéte sur un lot de
vaccins humains périmés qui n’ont pas répondu au test des NIH mais qui par contre ont
fonctionné avec succes dans le test d’IDR, dans notre travail tous les vaccins testés étaient en

cours de validité et stockés convenablement a +4°C.

De méme Lyng et al. (1992), lors d’une étude sur la stabilité des vaccins, ont montré
une faible corrélation des résultats du test d’IDR et du test des NIH, nous n’avons pas été
confronté a cet aspect qui n’a pas été I’objet de notre travail, d’ou I’impossibilité de comparer

nos résultats.

Ferguson et Schild (1982) ont conclu que les tests d’IDR sont simples, rapides,
reproductibles et susceptibles d’étre d’un intérét considérable pour le dosage in-vitro de la
teneur en glycoprotéine des vaccins antirabiques. Toutefois les tests in-vitro ne fournissent
pas de preuves irréfutables de 1’antigénicité et doivent étre complétés par des tests in-vivo ;
cependant, une fiabilité des tests in-vitro présente I’avantage de réduire la dépendance aux
tests in-vivo qui sont souvent soumis a une grande variabilité.

Ces auteurs mettent aussi 1’accent sur le fait que le test IDR ne peut pas faire de
distinction entre les deux formes de la glycoproteine G contenues dans le vaccin antirabique,
mais il peut étre utilisé en cours de fabrication d’un vaccin pour contrdler la teneur en
glycoprotéine totale. En effet, le contrdle du produit fini par des méthodes in-vitro nécessite
I’identification et I’utilisation de réactifs appropriés comme un anticorps monoclonal avec une

spécificité pour I’épitope de neutralisation de la forme trimére de la glycoprotéine G.
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La validation des tests in-vitro de remplacement devra comporter 1’identification des
lots faibles. Selon Stokes et al, 2012, pour valider les méthodes in-vitro dans les tests
d’activité des vaccins contre la rage humaine, il peut étre nécessaire de comparer les résultats
obtenus in-vitro avec des titres sérologiques adéquats chez I’homme, un travail dans ce sens
est en cours dans le cadre du suivi du vaccin tissulaire et sa réponse chez I’homme (Brahimi
& Belkaid, 2013, travaux non publiés).
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Conclusion et recommandations

Lors de ce travail nous sommes parvenus a atteindre notre objectif principal qui
consistait en la mise au point de la technique d’immunodiffusion radiale pour le controle de

’activité des vaccins antirabiques tissulaires inactivés a usage humain produits par I’IPA.

Pour cela nous avons eu recours a la technique d’immunodiffusion double
d’Ouchterlony pour la recherche des anticorps spécifiques dans les immuns sérums
antirabiques qui reconnaitraient les déterminants antigéniques de la souche LPS, souche

utilisée pour la production du vaccin antirabique tissulaire IPA.

C’est ainsi que I’immun sérum antirabique IPA a été sélectionné pour étre utilisé dans
la technique d’immunodiffusion radiale de Mancini pour déterminer la valeur antigénique des
vaccins. L’incorporation de cet immun sérum dans la gélose avec un taux de protéines de
15,40ug/ml a permis I’apparition d’anneaux de précipitation mesurables, permettant ainsi la
détermination des valeurs antigéniques des vaccins par le report des diameétres des anneaux de

précipitation sur la courbe d’étalonnage établie a partir du vaccin de référence.

Un pied a coulisse a servi pour la mesure des diametres des anneaux de précipitation.
Cette mesure aurait été plus précise si un matériel adéquat avait été disponible. Investir dans
un appareil de lecture des plaques IDR serait intéressant pour I’IPA car le nombre de lots de
vaccin produits par an est assez important d’autant plus que cette technique est aussi utilisée

pour controler d’autres vaccins.

Notre étude a portée sur soixante-dix-sept vaccins antirabiques tissulaires inactivés
fabriqués et commercialisés par 1’Institut Pasteur d’ Algérie. Les résultats des tests de I'IDR et
des NIH ont permis le classement de ces vaccins en trois catégories (vaccins forts, moyens et
faibles). D’autre part, les résultats obtenus par la technique de I’IDR ont fait ’objet d’une
étude comparative avec le test des NIH, réguliérement utilisé pour le contrdle des vaccins
antirabiques au niveau de I’IPA. L’étude statistique a révélé que les deux tests ont conduit a
des valeurs assez proches, en effet aucune différence significative n’a été notée entre les
vaccins classés faibles et moyens des deux techniques (p = 0,64 et p = 1 respectivement), par
contre une différence significative est notée entre les vaccins forts des deux techniques (p =
0,001).

Pour un meilleur suivi des lots de vaccins produits, il serait judicieux de faire une
étude sur une longue période durant laquelle les tests des NIH et IDR seraient lancés
simultanément, on pourrait ainsi vérifier la fiabilité de la technique IDR pour prédire les

résultats du test des NIH en un temps beaucoup plus court.



Conclusion et recommandations

La technique d’immunodiffusion radiale étant essentiellement utilisée pour le
controle de I’activité des vaccins antirabiques cellulaires inactivés, il serait intéressant de faire
une étude expérimentale sur les vaccins de culture cellulaire de I’IPA a usage vétérinaire

apres leur inactivation.

Etant donné que les vaccins antirabiques tissulaires produits par I’IPA sont a usage
humain, il serait intéressant d’envisager une collaboration avec d’autres laboratoires afin de
déterminer la concordance entre les résultats de I’IDR et le taux d’anticorps antirabiques chez

I’homme par controle sérologique.

Nos résultats sont encourageants et méritent d’étre poursuivis et approfondis pour faire
de I’IDR une technique de contrdle de I’activité du vaccin antirabique tissulaire inactivé sur le
produit fini, ou du moins pour prédire les résultats du test des NIH, car peu couteuse et fiable

elle permet d’avoir une idée sur I’activité des vaccins en un temps trés court (96h maximum).
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Annexe 1 : Origine des principales souches fixes de virus rabiques (génotype 1) utilisées pour la préparation de vaccins (Tordo, 1996)
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PV : Pasteur Virus ; PAS : Souche Louis Pasteur ; PM : Pitman-Moore ; CVS : Challenge Virus Standard ; Av0l : Variant Avirulent 01 de CVS ; mutant tsG1 : mutant
thermosensible Gif 1 (mutation sur la glycoprotéine du résidu leucine 132 en phénylalanine) ; Beijing-31 : souche issue d'un chien enragé en 1931, a Beijing ; SAD : Street
Alabama Dufferin ; SAD-B19 : souche atténuée allemande clonée a partir de la souche SAD-Berne (Suisse) ; SAGL et SAG2 : Street Alabam a Gif 1 et Gif 2 (mutants de la souche
SAD-Berne, portant une ou deux mutations sur une ou deux bases du méme codon 333) ; ERA : Evelyn-Rokitnicki-Abelseth ; Vnukovo-32 : souche issue de SAD en ex-URSS ;
Fleury HEP et LEP : souches avianisées Hight Egg Passage et Low Egg Passage. Le lien indiqué en pointillé sur la figure entre la souche a l'origine de PM et CVS, et celle a
I'origine de PV est remis en cause par les récentes études de biologie moléculaire, qui rapprochent plut6t la souche PV des souches SAD/ERA et Beijing (Smith et al, 1992).
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Annexe 2 : Test de Habel

Un groupe de 60 souris (souris Swiss blanches, dgées de 4 a 6 semaines d’un poids
équivalent) regoivent 0,25 ml d’un vaccin dilué de fagon a obtenir une préparation a 0,5 % de
tissu cérébral de depart. Les inoculations sont faites par voie intra péritonéale 3 fois par
semaine pendant 2 semaines consécutives (six inoculations au total).

Trente souris mises a part au début serviront de témoins au moment de 1’inoculation
d’épreuve qui est effectuée le 14°™ jour apreés la premiére injection du vaccin.

Le virus d’épreuve CVS est dilué¢ de fagon & obtenir une suspension a 10™. Des
dilutions en série de raison 10, de 10™ & 107 sont faites en utilisant comme diluant une
solution a 2% dans de I’eau distillée de sérum de lapin ou de cheval décomplémenté par la
chaleur (56°C pendant 30 minutes).

Des groupes de 10 souris vaccinées sont alors éprouvées par voie intracérébrale avec
0,03 ml des dilutions & 10™ 10, 10, 102, 10™. Les souris témoins sont inoculées avec les
dilutions 10" 10°® et 10° du virus a fin de déterminer quelle dilution représente la DLsp. Si le
virus d’épreuve est pleinement actif, ces 3 dilutions donneront généralement de 100% a moins
de 50% de survivant.

Pour que I’épreuve du pouvoir immunisant soit considérée comme valable, il faut que
le point 50% (dilution correspondant a 50% de mortalité de rage) soit situé au-dela de la
dilution 10™ chez les souris témoins.

Toutes les souris sont observées pendant 14 jours et seules les morts survenant apres le
5% jour sont considérées comme dues & la rage. Les souris doivent étre observées
quotidiennement et les symptdmes enregistrés. Pour le calcul de ’activité du vaccin, les souris
survivant a la fin des 14 jours mais montrant des symptémes nets de rage sont considérées
comme des souris mortes de rage.

L’activit¢ du vaccin controlé est exprimée par 1’indice de Habel qui est obtenu en
effectuant la différence entre les logarithmes des doses entrainant la mortalité a 50% des animaux

vaccinés de celui des animaux témoins (Habel, 1940).
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Annexe 3 : Sensibilité des divers dosages immunologiques (Rose et al, 1986 et 1997)

Dosage

Sensibilité * (ug anticorps/ml)

Reéaction de précipitation en milieu liquide

20-200

Réactions de précipitation en gels

Immunodiffusion radiale de Mancini 10-50
Immunodiffusion double d’Ouchterlony 20-200
Immunoélectrophorese 20-200
Electrophorése en fusée 2
Réactions d’agglutination
Directes 0,3
Agglutination passive 0,006-0,06
Inhibition d’agglutination 0,006-0,06
Dosage radio-immunologique 0,0006-0,006
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) <0,0001-0,01
ELISA utilisant la chimioluminescence <0,0001-0,01
Immunofluorescence 1,0
Cytomeétrie en flux 0,06-0,006

La sensibilit¢é dépend de D’affinité de [’anticorps, ainsi que de la densité et de la
distribution de I’épitope
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Annexe 4: Protocol de préparation de vaccins antirabiques souriceaux
inactivés a la BPL

Volume initial : 15 L ‘
Souche virus rabique : L.P.Saigon 20°™ passage
Diluants :

- solution Enders pH=7,2

- solution de saccharose 1500g/15 L de vaccins

Stérilisation :
- solution de Enders filtrée sur millipore 0,22 u et autoclavée 1 h a 120°C.
- solution de saccharose filtrée sur millipore monté d’un préfiltre et membrane : 0,8-
0,4et0,22 u

Centrifugation : 1 h a 3000g/min
Inactivation : B propiolactone (BPL) environ 4 ml
Conservateurs :

- Thiomersal : 1 gr

- Kanamycine : 3 gr
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Annexe 5 : Notice de 'immun sérum antirabique I1PA

"{'J Institut Pasteur d'Algérie
W W roveourel Stmousl- DelyBrahim-Ager
SERUM ANTIRABIQUE IPA

Sérum Antiviral Purifié
DESCRIPTION :
&6 rum antiviral d'équidés hyperimmunisés avec 1 virué rabique (soucha L-P Saigon), ef purifié par voig anzymaiique.
COMPOSITION :

1 mi du sérum antrabigue IPA rontient des fragme~is Fiab)'? dlimmunogiobuines Equines rabiques ayant un it
nétralisant minimum o 200 UL
Liste des excipients . Chlorure de sodium, Merthioiats, Sedium bizarbonats, Eau PPI

FORME PHARMACEUTIQUE ET PRESENTATION ©
Solution Injectzble en M.
Bolke de 08fiacons e 5 ml.

FABRICANT :
Irtitt Pasteur d'Algeris (annexs EI-'iammia)-Alger

INDICATIONS :
Le s6rum antirabigue IPA ast indiqué dans le cas de morsures graves par un animal suspect, quel que saft |e temps
gooulé depuis la morsite. Le Sérum Antirabique IPA est & administrer exclusivement en assoclation avec [a vaceination
rabiqua, selon les recommandations du Comitd OMS d'experts de la rage & Funique exception des patients déja
immunisés par une vaccination rabique &t pouvamt présender des documents aitestant la vaccination par un vacein
rabigue clest-a-dire uné vaccination pré-exposition compiéte dans |'année précédents. une Injection de rappel
conseUtive & 1a prime-vaceiation dans ks cing années précédentas si vaccination efestuda aves un vacsin prodult par
culture cedulaing. !
Ces parsonnes peuvent recevoir ba strum seul

POSOLOGIE:

La sase & atministrer st de 40 Ul'kg sans jamais #tre (nféreurs & 800 U
Prust datermingr ke volume 2 injeciey, 58 néférer au poids Ge ka personna mondue et au titne du sérum inscrt sur la bode,

MODE DADMINISTRATION
1 &5t recommande 62 ne pas injecter en une seule fols la dose caloulés. Tester d'abord fa sensibilits du sujet en injectant
0.10 ml & |a face antériedr du bras.
Aftendre 15 minutes ©
- Si au bout o8 ce laps da temps aucuna réaction zllergique n'est observde, Injocter Iz dose de sérum calculée, par
voie Intramusculaire,
- Si une réaction allergioue st constatée, appliquer la méthode BESREDKA

NB ; Dans le cas de morsure profonds et apess nettoyage de la plae, || 95t recommande .
- d'applinuer du sérum antirebique par instillation prudente en profendsur dars la blessure par ifiltration autour de la plaie.
- de ne pas suturér immédiatament k plale ; sl la suture est nécessaire, (aisser agir e sérum antirabique quelgue instants.
MISES EN GARDE :
Linjection de sérum ne doit pas 8né répétés.
M pas administrer par vole Intraveineuse {risque de chac),
Risque de reaetion d'hyparsensinilits ; traitement @ administrer en service spécialisé,
L& sérum antirabigue ne dait pas tre a0ministré aves la meme seringus que calie utlisée pour injecter e vaccin rabique
ni &itre adminisirde au mBrme $ie AnANGMIYE: que 12 vattin rabique.
Sl possinle Ie sérum antirabigue Bolt #re injctd contre latéralemant aw; sites d'administrations des immunoglodulings.
L8 traftement doit @tre compiéter par un tratement anlitélanique 5| nécessaire et un trakement antibistigue afin &
prevenir I'appantion o infections autres que la rage,
CONTRE-INDICATION :
Anaolug | Aucune contra-indication absalue en cas dindication vitale.
Belative ; Hypersansibilitg aux protéines hétrologues ' origing dguine.
GROSESSE ET ALLAITEMENT :
LYinnocuité du prodisit au cours oe la grossesss n'a pas &1é #tablie lars (fessais clinigues chaz I'hamme.
Compte teny 0U risgue morts! lié 4 13 rage, Ja grossesse n'esi pas une contre-Rdication & |mstauration du traltemen
arfirablgus an post-exposition.
Les immunaglobulines pouvaN #1re Bxcrétées dans je |ait maternel. Iallaisarent sera interrormpu pendant le-traitement,
EFFETS SECONDAIRES :
Hypotension artérglle, Dyspnée, Urticaire, (Edéma de Duincke (Rare), Ghoc anaphyiactious (Rara), Maladie sérique
Figvre, Prurit. Enythéme cutang, Aénopathie, Douleur arficulalre,

CONSERVATION :
A I'abri ga ka lumigre, 4 une tempéraiure comprise entre +2° et +8°C. Ne pas congeler.
Dans ces conditions la durde de conservation du s&rum antirabigue IPA est de 3 ans,

Institut Pasteur d"Algdrle
Date de nivision de la notice : Janvier 2013 0305 0113 ] Route gu Petit Staouéli - Dely-Brahim - Alge
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Annexe 6 : Notice de I’'immun sérum antirabique Butantan®

SECRETARIA E
DE ESTADO

T SAUDE k
INSTITUTO 1
BUTANTAN SERUM ANTI-RABIQUE bt okl el

FORME FARMACEUTIQUE ET PRESENTATION

Le sérum anti-rabigue ast présanté sous forme de flacons de 5 mi, en solution injectable de la fraction Fab')y; d'mmuno
gobulines spécifiques et punfides, ablenues & parSerdu plasma équin hipenmmunisé ‘corn virus fine”, échantifon PV,
répliqué en culture cellulare.

UTILISATION PEDIATRIQUE ET ADULTE
COMPOSITION
Chaque flacon de 5 mL contient:

* Fraction F(ab’)z dimmunoglobulnes équivalent au minimum & 1.000 Urités Imernationales (nevtralisation par sdnum avec
des souris)

* SORItON PHYSIOIOQIGUE 08556 G800 ... cecs e iceremsramsaiumasesssyyesrarastrestyros ety ee oA snts e perets T oy o LN S5ml
INFORMATION AU PATIENT

LE SERUM ANTI-RABIQUE NE DOIT PAS ETRE LAISSE A LA PORTEE DES ENFANTS

Conserver e au réfrigérateur entre 2 °C & B °C. Ne pas le congeder, Le conteny du flacon doit étre Smpide of ransparent,

Ne pas 'utiliser en cas de lurbdité ou précipitation,

LA DATE LMITE D'UTILISATION st Ja NUMERO DE SERIE sont s sur 'emballage et sur ka Hacon.

Dés 'ouverture du flacon, le serum doit &fre utilisé Immédiatemant. Ne pas 'utiliser aprés 1a date limite d'utlisation.

Une fois administré, Feffet du sérum commence immédatemant en retardant le dgébut da |a malade dans les cas les plus

m: re ainsl plus de femps au développament de limmunilé acquise par le vaccin. Litiisation du SERUM
UE n'est pas contre-inciqué pandant la grossesse. Cependant le médecin doit &tre mis au courant de catle

condition. Infiltrer dis que possible une partie du volume total du SERUM ANTI-RABIQUE sur la mordure.

Le voluma restan! daoil dre toyours appiqus par voia intra-musculaire. sur les fesses, selon lee doses prescrites

(vair POSOLOGIE). Avart I'application du sérum, # ast important da faire une analyse sur fapparition de possiblas effets

indésrables cormme affets anaphylabquas (voir EFFETS INDESIRABLES). Ne pas intarrompre le traltement sans Favis

de votre médecn.

LE SERUM ANTI-RABIQUE es! efficacs kirsquiil est administré précocamant et ainst i doit ére appliqué méme aprés les

mepas ou ingeston de bossons alcooksées. Lassociaion du sérum avec d'autres médicaments n'est pas déconseilld,

RECOMMANDATIONS

* NE PAS ADMINISTRER DES BOISSONS ALCOOLISEES;

* MAINTENIR LE PATIENT AU REPOS ET HYDRATE; 4

* NE PAS UTILISER CE MEDICAMENT SANS LAVIS DE VOTRE MEDECIN, CELA PEUT ETRE DANGEREUX POUR
VOTRE SANTE. EN CAS D'ACCIDENT APPELER LE PLUS VITE POSSIBLE UNE ASSISTANCE MEDICALE.

« INFORMER VOTRE MEDECIN EN CAS D'CCURRENCE DEFFET INDESIRABLE,

INFORMATIONS TECHNIQUES

INDICATION

La SERUM ANTI-RABIQUE est indqué surlout 8n cas de blessires mportantes provoguies pas la marsure de fanimal an
nusstiee, LA pravied pesentislle o i biessure ast B4n A I3 rizhasse 5e trminalsons nensusas dstamas Jans 1a régnn
da la morsure {ou du lapament). Les morsures & la face, sur la 1ite, les mains e les pieds; des biessures mulliples
ou étandues; des blessures peolondes; des lapements des muqueuses sont considdres graves, Dans de telles
circonstances, ladministration du SERUM ANTI-AABIQUE dilate la péricde dincubation de la maladie, ce qué permet
un temps plus long pour finstallation de immunité active induite par % vaccin qui doit étre appligué simultanemmant.
Le potentiel therspeutique sera dautant plus fort que I'adminstration du sdrum dans les dosas et conditions stipulées
sera précoce,

CONTRE-INDICATIONS

Pratiguement nexistante. Les patients avec des anldcodents allérpiques ou sensibles aux sérum d'origing equine
I'application du SERUM ANTHRABIQUE doll #tre suhvie par una assistance madicale stricte.

INTERACTIONS MEDICAMENTEUSES
Aucun autre traitement concomitant a ['wiilisation du SERUM ANTI-RABIQUE ne sera dézonseils. Copendant tout
traitement doit &tre signalé au médecn.
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REACTIONS WDESIRABLES

Fuisqu'il 8'eqit d'un sérum hateoloou s, || =51 pessible I'ap)

a) Réactions

¥$ Précoces
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POSOLOGIE
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DOSES ET VOIE O ADMINISTRATION

Adminztner le SEFUM ANTI-ABIGUE on dose unigue de 40
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Annexe 7 : Notice de 'immun sérum antirabique Vinrab®
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Annexe 8 : Notice de I’'immun sérum antirabique Favirab®

Jénomination du médicament
FAVIRAB, solution injectable, fragments F(ab'), d'immunoglobuline équine rabique
Incadré
Veuillez lire attentivement I'intégralité de cette notice avant d'utiliser ce médicament.
» Gardez cette notice, vous pourriez avoir besoin de la relire,

« Si vous avez toute autre question, si vous avez un doute, demandez plus d'informations & votre
méedecin cu A votre pharmacien

« Ce médicament vous a été personnellement prescrit. Ne le donnez jamais a quelqu'un d'autre,
méme en cas de symptébmes identiques, cela pourrait lui &tre nocif.

« Sl I'un des effets indésirables devient grave ou si vous remarquez un effet indésirable non
mentionné dans cette notice, pariez-en a votre médecin ou & votre pharmacien.

sommaire notice
2ans cefte notice :

1. QUEST-CE QUE FAVIRAB, solution injectable, fragments F(ab"): d'immunoglobuline équine rabique
ET DANS QUELS CAS EST-IL UTILISE ?

2. QUELLES SONT LES INFORMATIONS A CONNAITRE AVANT D'UTILISER FAVIRAB, solution
injectable, fragments F(ab')z d'immunoglobuline équine rabique ?

3. COMMENT UTILISER FAVIRAB, solution injectable, fragments F(ab'); d'immunoglobuline équine
rabique ?

4. QUELS SONT LES EFFETS INDESIRABLES EVENTUELS 7

5. COMMENT CONSERVER FAVIRAB, solution injectabie, fragments F(ab’); dimmunoglobuline équine
rabique ?

6. INFORMATIONS SUPPLEMENTAIRES

I. QU'EST-CE QUE FAVIRAB, solution injectable, fragments F(ab')2 d'immunoglobuline équine
abique ET DANS QUELS CAS EST-IL UTILISE ?

-lasse pharmacothérapeutique

C'est une immunoglobuline spécifique de ia rage.
ndications thérapeutiques

FAVIRAB est indiqué dans ia prophylaxie post-exposition de la rage chez les sujets pour lesquels on
suspecte une exposition au virus de la rage, en particulier une exposition grave.

Favirab doit toujours étre utilisé en association avec un vaccin rabique, selon les recommandations du
Comité OMS d'experts de la rage, & l'unique exception des patients déja immunisés par un vaccin
rabique et pouvant présenter des documents attestant ia vaccination par un vaccin produit par culture
cellulaire (c'est-a-dire une vaccination pré-exposition compléte dans |'année précédente, une injection d¢
rappel consécutive dans les cing années précédentes ou une prophylaxie post-exposition compléte) Ces
personnes peuvent recavoir le vaccin seul.

L'administration doit Impérativement atre effectuée sous contréle médical (selon les recommandations
locales) dans un centre anti-rabiaue.



Annexes

2. QUELLES SONT LES INFORMATIONS A CONNAITRE AVANT D'UTILISER FAVIRAB, solution
E.njechble. fragments F(ab')2 d'immunoglobuline équine rabique ?

iste des informations nécessaires avant la prise du médicament
Sans objet.
[Contre-indications

Ne pas utiliser FAVIRAB:

Compte-tenu du risque mortel lié a la rage, il n'existe pas de contre-indication & I'administration
d'immuncglobuline rabique.

|Précautions d’emplol ; mises en garde spéciales

Faites attention avec FAVIRAB
Ne pas administrer FAVIRAB par vole intraveinause.,

En cas d'antécédents allergiques connus aux protéines équines, préférer immunoglobuline humaine
rabique.

FAVIRAB utilisé seul ne constitue pas un traitement antirabique.
Les injections multiples dans |a blessure doivent étre évitées.

FAVIRAB ne doit pas étre administré avec la méme seringue que celle utilisée pour injecter le vaccin
rablque, ni administré au méme site anatomique que le vaccin rabique

En cas d'indisponibilité de I'immunoglobuline humaine rabique, 'administration de l'immunoglobuline
equine rabique doit étre faite sans délai mais sous surveillance médicale stricte, afin de prévenir et traite
un éventuel choc anaphylactique (voir rubrique 4)

Si des réactions allergiques ou anaphylactiques apparaissent, l'injection doit &tre amétée
immeédiatement. En cas de choc, le traitement de I'état de choc devra étre instauré.

Compte tenu de la nature hétérologue de 'immunoglobuline équine rabique, le risque d'effets
indésirables de type anaphylactique devra toujours étre &valué:

= dans le but de détecter les personnes présensibilisées aux protéines hétérologues, un
interrogatoire minutieux sur les antécédents allergiques du patient doit &tre effectué

systématiquement en recherchant tout particuliérement l'existence d'injections antéricures de
protéines hétérologues ayant provoqué {ou non) d'éventuelles réactions.

= les allergies au contact d'animaux. notamment les chevaux, voire les allergies alimentaires seront
aussi recherchées.

Ce risque doit étre considéré comme rare, &tant donné le haut degré de purification de FAVIRAB.

Le traitement doit étre complété par un traitement antitétanique si nécessaire et un traitement
antibiotique afin de prévenir Mapparition d'infections autres que la rage.

Interactions avec d'autres médicaments

Utilisation d'autres médicaments
FAVIRAB ne doit pas étre mélangé avec d'autres vaccins ou produits médicinaux.
Les corticoides susceptibles d'atténuer la réponse immunitaire sont a éviter, en régle générale,

Si vous prenez ou avez pris récemment un autre médicament, y compris un médicament obtenu sans
ordonnance, parlez-en & voire médecin ou a votre pharmacien.

finteractions avec les aliments et les boissons

Sans cbjet.

Lnteracﬂons avec les produits de phytothérapie ou thérapies alternatives
Sans objet

Utilisation pendant la grossesse et I'allaitement
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Grossesse et allaitement

Linnoculté du produit au cows da Ia grossesse n's, pas &é étabie lors d'as5ais cliniguas chaz Mamme.
Compte teru du risque marel i 3 13 rage, |1 grossesse n'est pas une contre-indication 4 l'nstauration
du traitement anticabique en post-expasition

Capandant, & e choix existe, les immunogiobulines hurnaines rabigues sont préférables.

Les immuncglabulngs pouvant étre excrétées dans le lat maternel, Taligitamant sara interrompy
pendant le tratement

Demangez consail 4 votre médecin ou & volre phasmacien avant de prendre tout madicament.
Sportifs

Sans objet
Effets sur I'aptitude & conduire des véhicules ou a utiliser des machines

Conduite de véhicules et utilisation de machines

Aucune étude sur la capactd & conduire des véhicules et 3 utilser des machines n'a & résisée.
Liste des exciplents & effet notoire

Liste des excipients 3 offat notoire:

Sodium (chiarure). Ce médicamant cantent moins <'une millmole {ou 23 mg) ca sodium par unité de
prise,

3. COMMENT UTILISER FAVIRAB, solution injectable, fragments Flab')2 d'immunoglobuline équine
rabique 7

Instructions pour un bon usage

L'administration doit impérativement &re afactude sous bontréle médical (selon i9s racommandations
locales) dans un centre anti-rabigue.

Le trakement doit &tre adapté selon le type de contact (voir Tebleau 1) &1 je statut immuniaire du sujet

Le Tabl;:& 1 c-gessous est un guide pour 1a prophyfasie post-exposition adapié du repport TRS 931 de
TomMs,

Tableau 1: Type de contact et d'exposition

Catégories Nature du contact |'m Traltement recommandé
| Contact ou alimentatian de Autune Aucun gl une anamnase
l'animal. Léchage sur peau fable peut &re cbienue
intacte
] Peau découvarte Mineure Administrer lo vacein
mordibée. Grifluras Immadiatement Arrdter le
banignes ou excanations, trastament si 'animal est en
88N3 saignement, bonne santé aprés 10 jours
dobservation ou 8l spris
euthanaska |a recharche de
|a rage par les techniques
de laboratoire approprides
ext négabve
i Morsure(s) ou griffura(s) Grave Administrer Immédiatement
simple ou multiples, ayant des mmunoglobulines* et le
lraversé @ peau Lachage vactin rabique. Amméter le
SuUr peau abrasee trailernent si l'animal est en
Contamination des banne santé aprés 10 jours
muqueuses par |2 salve d'obearvation ou s aprés
{lechage) Expasnion 3 euthanasie & recherche de
des chauves -souris 8 rape par les technigues
de aboralcire sppropriées
st négalive
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*Les immuncglobonias donant éire njacfées par infilration, En cas d'expasilions muliplas graves, ef 8l
caly esd possitie, MMmmunoglobulne rabique fumawe dait ére utiisée (recommandations OMS TRS
931, 2004) _

Pour la prévention de Ia rage 60 post-axpostion, un ratament associant lmmunoglobulng équine
rabique et le vaccin rabique est recommande, ben que Texpénence ndique que pour les expositions
mineures (catégerie If) le vaccin seul powrrait suffire

Le tratement local et rapide de toutes les plaes provoquésas par morswe ou griffure est wés mportant et
doit &tre réaliss immédiatamant aprds ta marsure ou griffure

Posologie, Mode et'ou voleis) d'administration, Fréguence d'administration et Durée du traitement

Pesologie

FAVIRAB doit &tre inject aussi rapidement que passibie apres expastian

L& dose recommandés ast de 40 Ulkg de poids corporel chez I'aduite et fenfant

Le calcul de ia dose est basé sur une concentration de 200 UVm! dans e flacon,

Lors de blessures multinles, = volume de & dose calculéa da limmunoglabulne équine rablque peut ne
pes atre suffisant pour infiltrer toutes les blessures. Dans ce cas, ia dose recommandée de FAVIRAB
peul &re dilude au 1/2 ou au 1/3 dans une solution de NaCl a 9% afin ¢'cbienir un volume suffisant
permettant 'nfitration de loules les plaies

En rason du nsque d'ntedférance avec ia production d'anticorps BSe A 13 vacaination, || comeant de ne
pas augmenter Ia dose et de na pas administrer de dosas répétées dimmunogiobuine (méme si
linstauration de &a prophylasie simutanée est retancée).

Respecter toujours la posologie indiguée par votre médecin, En cas de doute. consultez votre médecn
ou volre pharmacien

Mode d'administration

InfitraSion autour et dans los biessures. Le surpius dok &tre administrd lemement par vole
intramusculaire,

Les pramiars soins recommandés cansistent a aver of 2 nettayer iImmédiatement et abocndammant
pandant 15 minutes la plaie avec de 'eau ot du sawon, du détergant, de I3 icdine povidone ou tout sutre
substanca ayant une action |&ale prouveée sur le virus de | rage. Si du savon ou un autre agent antiviral
n'est pes disponibia, |a plaie doit &tre javée soigneusement et abondamment avec de l'eau.

Le maximum de la dose dok #tre nfikré autour et dans les blessures 8 cala est anatomigquement
réalisable Towt surplus dot 8tre administré lemament par voi Intremusculiaine, en une saule ingection, 4
un sife anatomique distant de calul ublisé pour Injechar & vaccin rabique. Si possible, i vacsn dolt Atre
injecté contredatéralement aux sites d'aoministraticn de Fimmunoglobuline.

L'infiltration des plaies dans certains siles anatamiques (extrémité des doigts) doit dtre réalsés avec
precaution afn de prévenir une sugmentasion de pression dans le compartimant tissulaira (syndrome
dea logea}

La premigre dose de vaccin est injectde en méme femps gue I'mmunoglcbuline éguine rabique. Dans e
cas o0 lors de ladministration du vaccin rablgue, I'mmunoglobuling rabique équine ne serait pas
disperible, elle peut 84re adminstrés jJusqu'au 7™ ou 8™ jour aprds la premiére dose de vaccin. Passé
2 gédal 1a répanse active due au vacoin rabique est censde s'tre produite.

Symptémes et instructions en cas de surdosage

Si vous avez pris plus de FAVIRAB, solution Injectable, fragments F{ab’); d'immunoglobuline
équine rabique que vous n"auriez di:

Si s posologie recommancde n'ast pas strictemeant respectée (surdosage), il existe un nsque
dimeriérance immunosuppressive avec la vaccin rabique.

Instructions en cas d’omission d'une ou de plusiaurs doses

Si vous oubliez d'utiliser FAVIRASB, solution injectable, fragments F(ab'); dimmunoglobuline
dquine rabique:

L'mmuncgiobuiine équine rabique dot tre administrée méme si linstawration du franamant est retardéa,
quele qu'en scit la ramon, et quel qua soit Fintervalle antre fexpasition au virus de ' rage et le
traitement. L'mmunoglobuline équine rabigue paut étre admnistrée jusqu'au 7™ ou %™ jour aprés 12
premiare dosa ge vaccin

Risque de syndrome de sevrage
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4. QUELS SONT LES EFFETS INDESIRABLES EVENTUELS 7
Descrigtion des effets Indésirables

Comme lous les médicaments, FAVIRAB, solution Injectable, fragments F(ab')2 o'immunogiobuline
Equine rabigue est susceptible d'avor des effats Imdésirabies, bien que tout k& mande ny soit pas sujel
Trouble généraux et anomalies au site d"admindstration.

Effets Indésirables trés rares (c'est-a.dire moins de 1 patient sur dix mille)

Les réactions de type allergiques mmadiates ou retardées surviennent aprés ulilsation de protéines
hétéroiogues (non humaines)

» les réactions immédiates obsarvées sont des réacsons anaphylactoldes avec hypatension,
dyspnée (probléma respiretaire), ruption ou urcare Dans de s rares cas, des réacticns plus
graves tal qu'un cedéme de Quincke (gonfement soudam de la face et du cou d'ongine Rlergicue)
Qu un choc anaphylactigue peuvert s& produre

o lfa réactions ralarddas comparables 3 la maladis senque (malede dus @ une réaction allkrgiqus)
ou l';ademe anglonaurotique décrils aprés adminstration de protéines hétérologues (nen humanes)
pauvent apparaitre armdron six jours aprés le début ou traitement. Elles consisiant en una réaction
infammatoke due 3 une activation du complément et 3 1a formation de complexes IMmmuns (réaction
dhypersensibiité de type |1}, perfois accompagnées de signes ciniques tels que fidvre, prurt.
@rytheme (éruption) ou urticaire, sdénapathie {augmentation ce |a talle des ganglions) et athraigies
{douleurs das amcuations).

Si vous remarquez des effets indésirables non mantonnas dans cetle notice, ou si carlains affels
Indésirablas daviannent graves, veuilez en informer votre médecin ou votra pharmacien

5. COMMENT CONSERVER FAVIRAB, solution injectabls, fragments Fab')2 d'immunogiobuline
égquine rabique ?

Tenv hors de la portéde &t de la vue des enfants
Date de péremption

Ne pas utliser FAVIRAB aprés |a date 0e paramption menticnnée sur la bake.
Conditions de conservation

A conserver entre 2°C et 8°C (au réfrigérateur). Na pas congeler.

Protagar da IR bimidea
Si nécessaire, mises en garde contre certains signes visibles de détérioration

Las madicamants na dovent pas &tre jelés au tout 3 I'dgout ou evec les ordures ménagéres. Demandez
@ votra pharmacien c& qu'l faut faire des médcaments inutiisés. Cas mesures permetiront de proséger
I'enwirannement

6, INFORMATIONS SUPPLEMENTAIRES

Liste compléte des substances actives et des excipients
Que eol!'lom FAVIRAB, solution injectable, fragments F{ab"); d'immunoglobuling équine
rabique
La substance active est:
Des fregments F(ab'); ¢immuncgiobuline équine rablgue (200- 400 Ulimi).

Le palysorbate 80, le chiarure de sodium, 'eau pour préparations injectables, I'ackie chiorhydrique
concentré ou fhydroxyde de scdium peur ajusternent du pH entre 6,0 &t 7,0

Forme pharmaceutique et contenu
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Qu'est-ce que FAVIRAB ot contenu de 'emballage extérieur ?
FAVIRAB est une sclution mjectable en flacon de & mi — Boite de 1 ou 10
Toutes les présentsbons peuvent ne pas &lre commercalsées

Nom et adresse du titulaire de Fautorisation de mise sur le marché et du titulaire de I'autorisation
de fabrication responsable de Ia libération des lots, si différent

Titulalre

SANOF PASTEUR

2, AVENUE PONT PASTEUR
63007 LYON

FRANCE

Exploitant
SANOFI PASTEUR msd s.N.C,
8 RUE JONAS SALK
63007 LYON
FRANCE
Fabricant
SANOFI PASTEUR
ZONE INDUSTRIELLE DINCARVILLE
27100 VAL DE REUIL
FRANCE
Noms du médicament dans les Etats membres de I'Espace Economique Européen
Sans objet
Date d'approbation de la notice
La derniére date a laquelle cette notice a été approuvée est e {date}.
AMM sous circonstances sxceptionnelles
Sans objet
Informations Internet
Des informations détailéas sur ce madicament sorrt dspanibles sur la site Internet de [Afssaps (Francs).
Informations réservées aux professionnels de santé
Sans objet
Autres

Sans objet
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Annexe 9 : Réactifs

Préparation du tampon PBS

Compléter a 1L avec de 1’eau distillée

Solution de coloration au bleu de Coomassie

Bleu de COOMASSIE & 5%0 «.vvinniiii it e
Ethanol @ 5090 ..oovvviiiiiiii e e e s
Acide actique @ 10%0 ..ovviii i e

Eau distillée.....................

Solution de décoration

Y [0 R o= (o [V (=T N OO P
Ethanol @ 50%0 .....ooiiriiii i e

Eau distillée.....................
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Annexe 10 : Certificat de contréle qualité de I’agarose utilisée

LABORATORIOS CONDA, S.A. C/Ls Forja, 9
PRONADISA® 28850 Torrejon de Ardoz
(Madrid)

QUALITY CONTROL CERTIFICATE

Medium: EUROPEAN BACTERIOLOGICAL AGAR
CAT N° 1800

[ eor |670611 8 2015007  QC DATE: 2011/07/30

We hereby certify that the above mentioned peptone has been approved by the Quality Control
Laberatory.

CHEMICAL AND PHYSICAL CONTROL
AP . e TS B0 - eoresviseamnibariaimisbiis i issinsos IO
Particle Size
TR B 1.5% SOLUTION
Before After
Auteclaving | Autoclaving
Over sieve- 20 | Turbidity NTU 4.2 3.4
Over sieve- 40 [ pH in gel 7.33 6.45 |
Over siave- 60 95%
COLORIMETRY
Moisture 8.78% nmu 450 0078 | 008 |
Ashes 2.78%
Arsenic Max. 3ppm | Gel strength (Nikan) 980 glen® | 1010 g/em?
Lead Max. S pom Gel point 35°C
Mercury Max. 1ppom Melting point S0°C
Cadmiun Max, 1ppm
Total heavy
metals * 20pp.m

Laboratory result: Satisfactory q %
(;, oLl D

Carmen Ramirez, QC Manager -



Annexes

Annexe 11 : Résultats des tests IDR des différents vaccins testés : diamétres des anneaux
de précipitations et valeurs antigéniques correspondantes

Numéro de Vaccins Diamétres des anneaux de Valeurs antigéniques
la boite Antirabiques précipitation (mm) correspondantes

S.75 12 1,00

S.89 10 0,69

S.86 10 0,69

S.90 10 0,69

! S.81 09 0,56
S.71 11 0,84

S.107 10 0,69

S.98 11 0,84

S.91 09 0,56

S.76 10 0,69

S.95 10 0,69

S.123 10 0,69

2 S.121 12 1,00
S.101 12 1,00

S.146 11 0,84

S.87 09 0,56

S.142 09 0,56

S.82 09 0,69

S.70.B 10 0,69

S.145 10 0,69

3 S.114 11 1,00
S.140 12 1,00

S.135 11 0,84

S.77 11 0,56

S.116 10 0,56

S.119 12 0,69

S.120 12 0,69

S.136 11 0,69

4 5.139 1 1,00
S.72 11 1,00

S.85 10 0,84

S.92 09 0,56

S.88 09 0,56

S.70.A 11 0,69

S.73 11 0,69

S.112 10 0,69

S S.78 11 1,00
S.111 09 1,00

S.147 10 0,84

S.124 12 0,56




Annexes

S.108 10 0,69
S.138 11 0,84
S.141 10 0,69
S.129 10 0,69
S.148 10 0,69
S.93 11 0,84
S.131 12 1,00
S.134 11 0,84
S.132 11 0,84
S.97 11 0,84
S.126 11 0,84
S.130 10 0,69
S.79 10 0,69
S.80 10 0,69
S.106 09 0,56
S.99 11 0,84
S.100 11 0,84
S.102 10 0,84
S.103 10 0,84
S.104 10 0,69
S.118 10 0,69
S.125 11 0,69
S.127 10 0,56
S.133 10 0,84
S.94 12 1,00
S.110 09 0,56
S.117 10 0,69
S.74 11 0,84
S.115 11 0,84
S.143 10 0,69
S.144 09 0,56
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Annexe 12 : Liste des vaccins classés forts selon le test des NIH

Vaccins Titre initial DEsg VA DLsg réelle
S.120 10780 1012 0.44 100 DLsp
S.097 1070 1042 0.52 63 DLso
S.119 10780 1012 0.61 100 DLsp
S.124 10704 1019 0.61 50 DLso
S.131 107 10" 0.61 40 DL
S.138 1070 101 0.61 > 50 DLsp
S.072 1070 1012 0.71 50 DLso
S.095 10790 104 0.71 31 DLso
S.116 10> 101 0.71 40 DLso
S.130 107 102 0.71 40 DLso
S.136 10710 10%% 0.71 > 50 DLsp
S.134 107°% 10140 0.83 31 DL
S.077 10704 108 0.84 31 DLso
S.114 10> 107 0.84 40 DLso
S.123 1073 104 0.84 50 DLso
S.132 10°% 1018 0.84 31 DLso
S.139 10710 107 0.84 > 50 DLsg
S.140 1078 107 0.84 > 50 DLs
S.121 1070 102 0.98 63 DLso
S.135 10740 104 0.98 31 DL
S.126 1007 10208 1.16 50 DLso
S.154 10790 101% 0,71 50 DLso
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Liste des vaccins classés moyens selon le test des NIH

Vaccins Titre initial DExg VA DLsg réelle
S.104 10> 10*e 0.61 20 DLsg
S.108 10°% 10h" 0.61 20 DLsy
S.090 10°% 1012 0.32 25 DLs
S.118 10>%0 10% 0.32 31 DLsg
S.103 10°% 1014 0.37 20 DLso
S.141 10°% 10t 0.51 13 DLsg
S.107 104 108 0.52 20 DLsg
S.117 104 107> 0.52 31 DLsg
S.133 10°%0 107 0.52 31 DL

S.070 B 10°% 1011 0.71 25 DLs
S.076 10 10740 0.71 20 DL
S.079 10°% 1078 0.71 25 DLsg
S.089 1070 10H# 0.71 25 DLs
S.093 1070 10% 0.84 20 DLs
S.099 10°% 104 0.84 20 DLso
S.100 10°%™ 104 0.84 20 DLs
S.098 10 10H% 0.84 20 DLs
S.075 100 107> 0.99 20 DLsy
S.094 1010 10%% 0.99 20 DLs
S.101 10°% 1074 0.99 25 DLsg
S.127 107" 0% 0.61 15 DLsg
S.129 10" 0% 0.61 15 DLsg
S.147 107"% 107 0.71 16DLso
S.148 10°%0 107 0.71 16 DLs
S.145 10°% 109 1.16 10 DLsg
S.146 10 10H% 1.16 16 DLsg
S.074 100 103 1.16 18 DLsp
S.073 100 1070 1.36 18 DLsp
S.078 1010 10+# 0.61 31 DLsg
S.080 10 100 0.61 25 DLs
S.102 10°% 0% 0.61 25 DLsg
S.125 10°% 100 0.44 50 DLsg
S.071 107"% 1070% 0.51 50 DL
S.115 100 1070% 0.52 40 DL

S.070 A 10°%0 0% 0.84 25 DLsg
S.149 10°% 10% 0,71 25 DLsg
S.151 100 10> 0.61 25 DLs
S.152 10°% 10> 0.61 25 DLsg
S.153 10°%%° 0% 0.37 50 DLsg
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Liste des vaccins classés faibles selon le test des NIH

Vaccins Titre initial DEsg VA DLgo réelle
S.106 10700 104 0.32 13 DL
S.081 107030 107 0.37 13 DL
S.087 10709 107 0.44 6 DL 59
S.110 107040 107 0.52 12 DLsp
S.111 1070 108 0.52 13 DLso
S.092 107" 108 0.61 8 DLso
S.142 1073 108 0.61 13 DLso
S.144 1010 107 0.61 10 DLsp
S.082 10700 10208 0.71 13 DLsp
S.088 1070% 10™% 0.71 6 DLso
S.091 107 1078 0.71 8 DLso
S.112 10708 107 0.71 13 DLsp
S.143 107 1018 0.71 10 DLsp
S.086 10709 10718 0.84 6 DLso
S.085 107040 107 0.98 6 DLso
S.150 107030 107 0,44 25DLso
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Annexe 13 : Liste des vaccins classés forts selon le test I’ IDR

Vaccins Valeurs Antigéniques
S.75 1,00
S.71 0,84
S.98 0,84

S.121 1,00
S.101 1,00
S.146 0,84
S.114 0,84
S.140 1,00
S.135 0,84

S.77 0,84
S.119 1,00
S.120 1,00
S.136 0,84
S.139 1,00

S.72 0,84
S.70 A 0,84

S.73 0,84
S.124 1,00

S.78 0,84
S.138 0,84

S.93 0,84
S.131 0,98
S.134 0,84
S.132 0,84

S.97 0,84
S.126 0,84

S.99 0,84
S.100 0,84
S.125 0,84

S.94 0,98

S.74 0,84
S.115 0,84
S.149 0,84
S.154 0,84
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Liste des vaccins classés moyens selon le test d’IDR

Vaccins Valeurs Antigéniques
S.89 0,69
S.86 0,69
S.90 0,69

S.107 0,69
S.76 0,69
S.95 0,69

S.123 0,69

S.70B 0,69

S.145 0,69

S.116 0,69
S.85 0,69

S.112 0,69

S.147 0,69

S.108 0,69

S.141 0,69

S.129 0,69

S.148 0,69

S.130 0,69
S.79 0,69

S.080 0,69

S.102 0,69

S.103 0,69

S.104 0,69

S.118 0,69

S.127 0,69

S.133 0,69

S.117 0,69

S.143 0,69

S.150 0,69

S.151 0,69

S.152 0,69

S.153 0,69
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Liste des vaccins classés faibles selon le test d’IDR

Vaccins Valeurs Antigéniques
S.81 0,56
S.91 0,56
S.87 0,56

S.142 0,56
S.82 0,56
S.92 0,56
S.88 0,56

S.111 0,56

S.106 0,56

S.110 0,56

S.144 0,56
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Annexe 14 : Tests statistiques

+ Comparaison des vaccins dans le test des NIH par le test de Newman-Keuls avec
un intervalle de confiance de 95%

Contraste Différence D|fferer.1c? V.a!eur Pr > Diff |Significatif
standardisée critique
NIHFO vs NIHFA | 0,132 2,871 2,395 0,015 Oui
NIHFO vs NIHFM | 0,118 2,568 1,994 0,012 Oui
NIHFM vs NIHFA | 0,014 0,303 1,994 0,763 Non

+ Comparaison des vaccins classés forts selon les deux techniques

La comparaison des vaccins forts qui sont au nombre de 22 selon le test des NIH et de

34 selon le test d’IDR montre une différence hautement significative (W. test : p-value =

0,0001668).
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Comparaison des vaccins classés forts selon les deux techniques



Annexes

+ Comparaison des vaccins classés moyens selon les deux techniques

La comparaison des vaccins moyens qui sont au nombre de 40 selon le test des NIH et

de 32 selon le test IDR ne montre aucune différence significative (W.test : p-value = 0,708).

0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6

0.0

+ Comparaison des vaccins classés faibles selon les deux techniques

VM

Comparaison des vaccins classés moyens selon les deux techniques

NVM

14

12

1.0

0.8

0.6

04

VM

NVM

La comparaison des vaccins faibles qui sont au nombre de 15 selon le test des NIH et

de 11 selon le test IDR ne montre aucune différence significative (W.test : p-value = 0,1432).

0.6
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0.4

0.3

0.2

0.1

0.0

IVFA

Comparaison des vaccins classés faibles selon les deux techniques
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Résumé

La technique d’immunodiffusion radiale (IDR) est I’'une des méthodes in-vitro qui commence a se généraliser pour le
contrdle des vaccins antirabiques inactivés in process et sur le produit fini. Dans cette étude, on se propose de mettre en place
cette technique, au niveau de I’Institut Pasteur d’Algérie et de 1’appliquer au contrdle de I’activité des vaccins antirabiques
tissulaires inactivés. Une étude comparative des résultats obtenus a été réalisée avec le test des National Institutes of Health
(NIH), test de référence a I'IPA, afin de mieux définir I’utilisation de cette technique.

Notre étude a porté sur soixante-dix-sept vaccins antirabiques tissulaires inactivés produits avec la souche virale Louis
Pasteur Saigon (LPS). Pour les tests d’IDR, nous avons utilisé I’immun sérum hétérologue purifié¢ IPA, qui est intégré dans la
gélose a une concentration de 15ug/ml.

Les résultats obtenus par les deux techniques ont permis la classification des vaccins selon leurs valeurs antigéniques en
3 catégories (vaccins forts, moyens et faibles).La classification des vaccins selon les résultats de I'IDR a donné 44% de
vaccins forts, 42% de vaccins moyens et 14% de vaccins faibles. A partir des résultats du test des NIH, la classification a
donné 29% de vaccins forts, 52% de vaccins moyens et 19% de vaccins faibles. La comparaison des vaccins par paire entre
les deux techniques NIH et IDR par la méthode d’Holm fait ressortir qu’il n’existe aucune différence significative entre les
vaccins moyens et faibles des deux techniques, par contre une différence significative est observée entre les vaccins forts des
deux techniques.

La fiabilité des résultats observés nous permet de suggérer la technique IDR dans le controle de ’activité des vaccins
antirabiques tissulaires inactivés, ou du moins pour prédire les résultats du test des NIH, car peu couteuse et fiable elle permet
d’avoir une idée sur I’activité des vaccins en un temps trés court, (96h maximum).

Mots clés: vaccin antirabique tissulaire inactivé, valeur antigénique, IDR, NIH
Abstract

The radial immunodiffusion technique (RID) is one of the in-vitro methods wich is beginning to become generalized
for the control of rabies vaccines inactivated during production and on the finished product. In this study, we propose to
implement this technique, at the Pasteur Institute of Algeria and apply it to control the activity of inactivated tissue rabies
vaccines. A comparative study of the results was conducted with the test of the National Institutes of Health (NIH), the
reference test to IPA, to better define the use of this technique.

Our studies is based on seventy seven inactivated tissue rabies vaccines, produced with the viral strain Louis Pasteur
Saigon (LPS). For RID tests, we used a purified heterologous immune serum IPA, which is incorporated into the agar at a
concentration of 15ug/ml.

The results obtained by the two techniques have been classified according to their antigenic values into 3 categories
(strong vaccines, medium and low). The classification of vaccines according to the results of the RID gave 44% strong
vaccines, 42% means vaccines and 14% of low vaccine. From the test results of NIH, the classification gave 29% strong
vaccines, 52% means vaccines and 19% low vaccines. The vaccines comparison by pair between the two techniques NIH and
RID by the Holm method revealed that there was no significant difference between the means vaccines and the lower
vaccines for the two techniques. A significant difference is observed between the strong vaccines in the two techniques.

The reliability of the results obtained allow us to suggest the RID technique in controlling the activity of tissue
inactivated rabies vaccines, or at least to predict the test results of NIH, because inexpensive and reliable it allows to have an
idea about vaccine potency in a very short time (96 hours maximum).

Keywords: rabies tissular inactivated vaccine, antigenic value, RID, NIH.
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