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COMMISSION EURUPEENNE DE LUTTE CONTRE LA FIEVRE APHTEUSE

HEUNION DU GROUFE DE RECHERCHE DU COMITE TECHNIWUE PERMANENT

tenue au Virus Research Institute,
3 Pirbright, du 14 au 16 septembre 1966

INTRODUCTION

A la suite de la décision prise au ocours d'une réunion des membres du Groupe
de recherche du Comité technique permanent & Lyon en 1965, une réunion a été tenue &
1'Animal Virus Research Institute, Pirbright, Grande-Bretagne, du 14 au 16 septembre
1966. La réunion a été organisée et présidée par le Dr J.B. Brooksby, Directeur de
1'Animal Virus Research Institute.

L'Ordre du jour suivant a 4té approuvé :

1. Innocuité et efficacité des vaccins inactivés

2. Production de vaccin a partir de cultures cellulaires
3. Epizootologie

4. Structure du virus aphteux

5. Tmnunisation du poro

6. Immunisation du mouion

Une grande partie de la réunion a été consacrée i des démonstrations de labora-
toire et & la discussion du travail de recherche actuellement en coura dans les diffé-
rentes sections de 1l'Institut. Outre les membres du Groupe de recherche (Dr. J.B. Brooksby,
Prof. R. Willems, Prof. B. Ubertini, Dr. E. Michelsen et Dr J.C. van Bekkum), étaient
présents le Dr G.i. Moosbruyger, Secrétaire général de la Commission permanente de 1'0OIE
pour la fiévre aphteuse, la plupart des chercheurs de 1l'Animal Virus Research Institute,
les représentants des laboratoires nationaux de Belgique, France, Oréce, Turquie et
Etats-Unis, une délégation des laboratoires de 1'IFFA, ainsi que quelques observateurs.

Le Secrétariat de la réunion était formé du Dr G.M. Boldrini, de Sir Thomas Dalling et
de Mademoiselle D. Quarino.

Vingt documents ont &té discutés au cours de la réunion.
SEANCES PLENIERES

1., Innocuité et efficacité des vaccins inactivéa

Le Dr Mackowiak (IFFA) a présentd un rapport sur le contrdle quantitatif ohez
les cobayes des vaccins aphteux inactivés monovulents et trivalenta. Ce dooument
compléte la série de rapports sur ce sujet : les rapports précédents avaient €té présen-
téa au cours des réunions du Oroupe de recherche & Amsterdam en 1964 et & lyon em 1965.
La Commission avait chargé le Groupe de recherche de traiter ce point en vue d'évaluer
la poasibilité d'utiliser des cobayes dana les épreuves normales d'efficacité des
vaccing antiaphteux.

L'édquipe de 1'IFFA a été en mesure de confirmer 1l'exisisnce d'une corrélation
direcie entre la réponse des bovines et celle des cobayes & la vaccination avec le
vacoin antiaphteux et d'établir le nombre des doses de vaccin (DP 50) susceptibles de
protéger 50 pour cent des cobayes, oontenues dans une dose bovine de vacoin inactivé.
4 partir ue cette valeur, exprimant l'efficacité moyenne du vaccin pour le cobaye, il
eat possible de déduire l'efficaoité moyenne pour les bovins et, par conségquence, le
pourcentage moyen de proteotion pour ces derniers. La relation entre la dose de pro-
teotion 50 pour cent pour le cobaye et la dose de protection 50 pour cent pour les
bovins varie selon les souches et doit, par oonadguent, &tre établie pour ohacune des



souches utilisdes dans la composition du vaccin. En tenant compte de ces conditions
ot en utilisant des cobayes appropriés (race de Pirbright), il est possible de réduire
dans une large mesure le nombre de bovins nécessaires pour effectuer le contrdle des
vaccina dana le cas des vacoins trivalents.

Au cours de la discussion, il a été admis que la corrélation cobaye-bovin
implique une stabilité parfaite des souches de virus et par conséquent exige un contrdle
sorupuleux et périocdique des souches utilisées dans la production du vaccin.

Le Dr Lucam (Lyon) et le Dr Gayot (Alfort) ont illustré les résultats des épreuves
officielles des vaccins antiaphteux, effectuds aux laboratoires de Lyon et d'Alfort.
Les deux chercheurs ont déclaré que l'extension des épreuves d'innocuité et d'efficacité
4 la grande majorité des vaccins produits en France a contribué & l'amélioration de la
qualité moyenne des vaccins frangais. Exprimée en valeurs, conformément & l'indice
d'évaluation K (épreuve de Lucam), la qualité s'est progressivement améliorée a partir
de 1960, atteignant la valeur de 2,3 en 1961, 2,35 en 1962, 2,55 en 1963 et 3 en 1964 .
En 1965 on a enregistré une amélioration ultérieure, correspondunt & une protection des
bovins de 98 pour cent. D'aprds le Dr Lucam, grdce & l'emploi de cobayes pour les
épreuves de contrdle effectuées conformément aux dispositions en vigueur en France on
peut éviter de se servir de bovins dans 70 & 80 pour cent des cas. Aucun lot de vaccin
n'a 6té refusé au cours des épreuves de contrdle effectudes sur les 150 lots produits
par 1l'Institut de Lyon en 1965.

Le Dr Oayot, rendant compte des résultais des conirdles effectués & Alfort sur
87 lots (campagne 1965/66) a confirmé les déclarations du Dr Lucam en ajcutant quelquee
observations sur 1'interprétation statistique des résultats obtenus. Il a confirmé
1tinnocuité totale de tous les vaccins présentés au contrdle. D'une étude comparée des
valeurs de 1'indice K effectue enm 1965 pour les valences O (K = 2,97), A (K = 2,81) et
¢ (K = 2,94) on a tiré la conclusion que la variance de la valence A est nettement plus
grande que celle des valences C et O, dfolr il apparait que les valeurs de l'indice K
pour la valence A sont plus largement variables gue pour les valences O et C.

Cette conclusion semble 8ire confBirmée par les expériences effectudes par 1'IFFA,
4 savoir que la variabilité de la réponse i1mmunitaire est plus grande pour le vaccin
du type 4 que pour les vaccins des types O et C.

Le Dr Fagg (Pirbright) a présenté un rapport préliminaire sur l'emploi de lapins
pour essayer les vaccins antiaphteux inactivés. Il a été démontré gue la réponse du
lapin aux antigénes aphteux inactivités est proportionnelle & la quantité incoulée.
Pour gue les expériences futures puissent &tre comparées, il est essentiel d'avoir
recours 3 des lapins d'une race unigue; cependani pour les lapine d'une méme race, le
gexe et 1'Age ne semblent pas devoir influencer la réponse. La quantité d'anticorps
formés par le lapin en réponse & l'antigdne inactivé est proportionnelle & celle qui
est formée par les bovins en réponse au mdme antigbne. Etani donné gque le taux d'anti-
corpe correspondant & la protection des bovins est connu (color test), on peut conclure
gu'un vaccin donnant lieu & une réponse en anticorps supérieure a4 un minimum est
capable de protéger des bovins contre un virus virulent. Les résultants communiqués
jusqu'i présent ne s'appliquent gqu'id une seule souche de virus. Des travaux complémen—
taires seront nécessaires pour déterminer s'il existe une oorrélation similaire avec
d'autres types de virus entre lapins et bovins.

2. Produotion de vaccin antiaphteux sur cultures cellulaires

Les progres réalisés au cours des années récentes par les Instituts de Pirbright
ot de Brescia dans la production de vaccin antiaphteux sur les cultures de cellules
BHK 21 en suspension profonde, ont été illustrés respectivement par le Dr Capstiok
(Pirbright) et le Dr Nardelli (Brescia). A l'exception de quelques détails secondaires,
par exemple l'emploi de méthodes d'agitation différentes, la oulture de cellules BHK 21
en spuspension profonde dans les deux Instituts eat basée sur les mémes prinoipes,
notamment en ce gqui concerne la lignée des cellules, les milieux de oultures et le



contréle automatique de la température et du pH. La préparation du vaccin présente
aussi une certaine différence, Pirbright utilisant 1'acéthyléthyldneimine (ABI) comme
inactivant, tandis que Bresocia utilise la formaline. Les deux Imstituts ont trouvé que
la culture de cellules BHK 21 en suspension profonde permet d'obtenir rapidement un
substratum cellulaire qui peut 8tre stooké pendant longtemps sous forme de banque de
cellules. Les cellules pouvent, & partir de cette banque, &ire facilement multiplides
& une échelle industrielle dans un dispositif stérile nécessitant relativement peu de
main-d'oeuvre. Les antigénes produits par cette méthode sont des agents immunisants
effiocaces, comme le prouvent les résultuts des épreuves d'efficacité effectuSes &
Pirbright sur les bovina et a Brescia sur les cobayes.

Le Dr Fardelli a lui aussi rendu compte des récentes expériences effeotudes &
Brescia sur la possibilité d'effets cancérogbnes sur le hamster syrien de 1'inocculation
de cellules viables BHK, d'extraits exempts de cellules, de cellules traitées au formol,
de cellules traitées par le chloroforme, de virus inactivés cultivés sur ces cellules
et de vaccins inactivés préparés & partir des mémes cellules. Les résultats ont démon-
tré que seules les cellules BHK intactes et viables étaient susceptibles de produire des
tumeurs ohez le hamater; aucune réaction cancéreuse n'a ét§ observée aprés l'injection
de n'importe laguelle dea préparations mentionnées.

Au cours de lu discussion sur ces deux documents, le Dr Capstick a déclaré que
bien qu'on ait utilisé du sérum de cheval pour la culture de virus, aucun symptdme
d'anaphylaxie n'a été observé jusqu'a présent (150 000 doses appliquées), et que le
prélévement de virus pour la production de wvaccin est effectud au moment ol la courbe
ascendante du pouvoir de fixation du complément croise la courbe descendante du titre du
virus (c'est-&-dire peu ae tempas aprés que l'infectivité maximale a ét6 atteinte).

Aprés une discussion sur les problémes posés par l'emploi des cellules BHK en
médecine vétérinaire, illustrée par des références bibliographiques et des informations
sur les recherches récemment effeciuées sur ce sujet, le Groupe de recherche est parvenu
aux conclusions suivantes :

Congidérant :
(a) La facilité avec laguelle on parvient désormais & obtenir une intense
multiplication des ligndes de cellules BPHK 21 en suspension;

(b) La sensibilité de cea cellules au virus aphteux, ¢e qui permeti de préparer
des suspensions virales ayant un titre 4'infectivité et un pouvoir de
fixation du complément plus dlevés;

{(0) Lla valeur immunogéne des antigénes obtenuss
(d) Lla simplicité de l'appareillage et de sa manipulation;

(e) Le fait que l'emploi de vaccins dérivés des cellules BHK est dépourvu de
tout danger prour les animaux, comme le prouvent les rédsultats expérimenteuux
Buivants :

1. Le fait que l'aciivité cancérogéne des cellules ne se manifeste que ches
les hamsters et l'absence de toute activitéd ocancérogéne loresque les
cellules sont inoculées aux bovins, aux moutons, aux porcs, aux rats,
aux lapins, auxr cobayes et aux souris;

2. L'abeence d'activité cancérogéne chez le hamster lorsque lea cellules
sont tudes, ou lorsque les extraits ocellulaires sont débarrasaés des
cellules viables}

3. L'innoouité pour les hamsters et pour lea bovins de vaccing antiaphteux
traités par le bétapropiolactone ou par le formols
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le Groupe estime que l'emploi des ocellules BHK 21 est valable et important pour
la préparation des vaccins antiaphteux et estime que cette nouvelle technique pourra
compléter les méthodes actuellement employées dans les laboratoires pour produire des
vacoinag .

Le Dr Lucam a rendu compte des résultats obtenus par lui-méme et par son équipe
dans la oulture de virus aphteux dans un milieu stationnaire de cellules rénales de
veau, Confirmant les résultats poeitifs qui avaient déja &té obtenus par d'autres
chercheurs, le Dr Lucam estime qu'un supplément d'information est nécessaire sur ocer-
tains facteurs qui affectent d'une manidre ou d'une autre la production du virus par
cette méthode. Cependant son équipe n'a rencontré aucune diffioculté dans la oculture
du virus aphteux avec la méthode en question. Le titre du virus, apres une croissance
de 18 4 28 heures dans la culture de tissus, avait atteint la valeur de 1075 DI 50/m1.

Pour obtenir du vacein ayant une activité correspondant au minimum requis en
Prance pour le vacoin de la classe I (indice K d'au moins 1,2), il est nécessaire que
le virus ait 10795 DI 50 par dose vaccinale.

Commentant ces résultats, le Dr Willems a déclaré qu'il a dii soumetire les oul-
tures & une agitation suffisante pour obtenir des virus ayant un pouveir antigénigue
considéré comme satisfaisant d'aprds la mesure du coefficient de fixation du complément.
Aveoc la technigue des suspensions cellulaires stationnaires, il a obtenu des résultats
moins prometieurs.

Répondant au Dr Brooksby, le Dr Lucam a rappelé qu'il serait prématuré de recom—
mander un emploi généralisé de la technigque des suspensions cellulaires stationnaires

pour la culture du virus destiné & la production des vacoins.

Le Dr Girard a fait un rapport sur le travail de reoberche qu'il a effectud &
AnkaTa avec ses colligues turcs sur les épreuves de fixation du complément appliquées
aux antigbnes traités par l'Arcton. Cette recherche avait pour objet de meitre au point
une méthode permettant de déterminer le titre antigénique d'une oulture virale, cetie
détermination étant plus sfire que la mesure du titre d'infectivité et des données
fournies par l'application de la fixation du complément au virus non traité par l'Aroton.
Un résultat positif a €té obtenu et les vaccins expérimentaux préparés aves des virus
cultivés sur tissus ne contenant que de la saponine comme adjuvant, ont révélé une
activité antigénique comsidéruble, qu'il faut metire en corrdlation avec le coeffioient
de fixation du complément appliqué au virus traité par 1'Aroton.

3. Epizootologie

Le Dr Moosbrugger a présenté quelques cas singuliers observés au cours de la
dernidre &pizootie en Suisse (octobre 1965 & avril 1966) concernant 1l'apparition de
types de virus autres que ceux de l'épizootie en cours (type 0)3 oes cas semblent
corroborer 1'hypotheése formulée au cours d'observations précédenties, &4 savoir la possi-
bilité que le virus aphteux ait subi une mutation en cours dtépizootie. Pour éviter
toute équivoque dans la classification des sous-types, le Dr Moosbrugger & rappelé gque
0 Lausanne, O Brent (Bile) et O Suisse (Pirbright} sont le méme sous—type.

Le Dr Davie (Pirbright) a présenté un document sur la situation actuelle des
sous-types de virus aphteux. Il a notamment porté son attention sur la souche ot
sur les teohniques appliquées aotuellement & Pirbright pour différencier les souches.

Le Laboratoire de référence mondial a démontiré 1'affinité, malgré les différences
secondaires, entre les sous-types du virus O observés depuis 1962 en Europe occidentale,
en Syrie, en Isra¥l, en Turquie et en U.R.S5.S.

Les mémes affinités ont 616 mises en lumidre également pour les sous-tiypes du
virus 4 et plus récemment pour ceux du virus SATy. La recherche sur les sérums préle-
vés sur le terrain en différentes régions du monde a oomplété 1'étude épizootologique
de la maladie et tend de plus en plus & orienter la prophylaxie gpéoifique vers l'emploi
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de vaocins homogogues. FEn comparant les souches de virus du terrain, les épreuves de
séro-peutralisation oroisde, effectudes aveo lea wérums spécifiques de la souche pro-
duits sur les ccbayes ou les bovine convalenacents, présentent un grand intérét pour

-

le choix des souches de virus deatindes a la production de vacoin.

Le Dr Hedger (Pirbright) a illustré les résultats d'études sur le terrain
effeotudes au B&tohouanaland en vue de déterminer 1'état d'immumnité du cheptel dans
trois zomes différentes. En partioulier, le degré de répomse hétérotypique & la
vacoination a &t8 dvalué dans des zones ol existait une sensibilisation des bovine aux
virus SAT; et SAT; du fait de l'infeotion ou de la vacoination. Les résultats obtenus
suggérent que la Pormation d'anticorpe hétérotypiques peut avoir lieu avec les deux
souches de virus. La méthode consistant & employer du vacoin sur des groupes d'essai
d'une population animale apparait dfune valeur particulidre pour l'évaluation des
résultats probables de la vaccination préventive de populations entidres dans diffé-
rentes régions écologiques.

Au cours de la discussion, on a demandé au Dr Hedger s'il avait remarqué des
différences selon les groupes d'dge. Il a répondu que le systéme d'élevage tel qu'il
est pratiqué au Bétchouanaland, de méme que la maturité sexuelle retardée de Bos indicus,
ne permettent pazs d'établir une corrélation avec les bovins européens pour les groures
d'4ge de moins de trois ans.

Le Dr Burrows (Pirbright) a rendu compte d'une série d'observations fort inté-
ressantes effectuées sur 1'état de porteur de wvirus suivant le contact avec le virus
aphteux.

Utilisant l'appareillage mis au point par le Dr van Bekkum pour le prélevement
d'échantillons & partir de la région rétropharyngée de bovins infectds par incoculation
intradermolinguale et chez lesquels s'était développée une forme grave et généralisée
de la maladie, le Dr Burrows a pu isoler le virus du type 4 119 sur un des dix bovins
examinés au bout de quinze mois apris 1l'infection et sur deux des quatre autres animaux
examinés, quatorze mois apr¥s l'infection (4 Turquie). D'autres types de virus n'ont
pas montré une persistance aussi longue. La virulence et les caractéristiques anti-
géniques des virus isolés cheg ces animaux porteurs ont été également étudides. Le
virus isolé chez des porteurs de souches A a montré un pouvoir infectieux réduit pour
la langue de bovin, mais n'a révélé aucune diminution de la gravité des lésions secon-
daires : d'autres types sont apparus en pleine virulence. Omn a noté l'apparition d'une
variation antigénique de la souche A)jg chez un animal, entre la l4e et la 19 semaine
suivant 1l'infeotion. Au cours d'une étude préliminaire on a &tudié la persistance des
virus modifiés sur des animaux utilisés pour des tests d'innocuité et d'efficacité
pour essayer des vaccins i virus vivant modifié. Les résultats de oes travaux font
apparaitre qu'un petit pourcentage aeulement de bovins scnt restés porteurs de virus
aprés inooculation intramusculaire de virus modifié. Aprés inoculation de la langue ou
pulvérisation au niveau du rétropharynx, il est apparu jusqu'a 50 pour cent de porteurs
avec certaines souches modifides. Des moutons ont été &galement infectids avec des
souches de virus virulents et les résultats ont fait apparaitre que la majorité de oces
animaux n'étaient plus porteurs de virus quatre mois apres l'infection. La persistance
du virus virulent chez 56 porcs n'a pu &tre mise on évidenoce au bout d'un délai de dix
jours apres infection (on avait utilisé quatre souches de virus).

Au cours de la discussion qui a suivi son rapport, le Dr Burrows a ajouté que le
premier préldvement du virus s'est effectud sur une oculture de tissus {cellules BHK),
que lea pores avaient 616 infectés par ocontact, que des souris avaient été utilisées
pour le préldvement du virus modifié et que tous les porteurs présentaient des anticorps
sériques. 4 ce propos, le Dr Brooksby a rappelé les résultats du travail de recherche
effectué par le Dr Henderson, qui a comstaté que des veaux nés de mére vaccinée aveo
du vacoin vivant modifié présentaient une persistance du viruse, bien qu'on n'ait pu
démontrer la présence d'antioorps.
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Le Dr Lucam & ddcrit les résultats d'une étude comparée des variantes O Flandres
(1947) et O Lausanne (1965), aves une interprétation statisiique des valeurs obtenues
au cours d'expériences de protection oroisée. La conséquence pratique de ces cons ta—
tions est gu'un certain nombre de vaccins préparés avec la seule souche O Flandres est
dont 1'activité contre cette souche est égale ou peu supérieure a llactivité minimale
requise, (K = 1,2) pour les vaccina antiaphteux en France, ne donneront qu'une protec-
tion nettement insuffisante contre la souche O Luusanne. A4u cours de la discussion sur
ce point, on a fait remarquer gque 1'interprétation de 1'indioe K pourrait ne pas
s'appliquer & toutes les variantes d'un type de virus donné .

4. Structure du virus aphteux

Le rapport du Dr Brown (Pirbright) est une revue de 1l'état actuel des connais~
sances sur la structure du virus aphieux.

Un rapport a été présenté par le Dr Cowun (Plum Island) qui, avec le Dr Qraves,
a démontré 1'existence d'un nouveau composant antigénique (dénommé VIA ou "virus
infection-associated antigen! ~ antigdne du virus associé a 1'infection) dans des
liquides provenant de tissus infeotés avec du virus aphteux, ce composant n'apparaisaant
pas faire partie intégrante du virus. On a formulé 1'hypothdse qu'il pourrait s'agir
d'un &1ément entrant dans la synthdse du virus.

Une discussion et des démonstrations sur la siructure du virus ont eu lieu dans
le laboratoire du Dr Browm.

5. Immunisation du porc

La relation du Dr van Bekkum (Pays—Bas) portait notamment sur les résultats des
campagnes de vaccination de porcs effectuées & l'occasion de la récente et grave épizootie
porcine aux Fays-Bas (octobre 1965 - printemps 1966) et dont l'agent causal était le
virus du type C. Au cours de la premidre campagne (municipalité de Deurne), 56 000 porcs
ont 4t vacoinés en une semaine (9 - 17 novembre), le dernier cas d'infection ayant €16
signalé le 24 novembre (entre-temps, 26 exploitations agricoles avaient été infectées) .
Au cours de la deuxi®me campa;me, 14 300 porcs ont é1té vacoinés en un seul jour (village
de Schayk) et onze jours aprés un autre foyer avait &té décelé. Dans les autres zones
atteintes par la maladie, la vacoination unique ou de rappel (intervalle de quinze jours)
a donné des résultats qui, tout en étant d'une interprétation difficile, étaient en
général nettement favorables. Des vaccine concentrés ou normaux (dose bovine) ont été
utilisés; aux essais de laboratoire, le vaccin concentré s'est montré mettement plus
efficuce. En général des cas de maladie ont continué de se manifester jusqu'a 10 jours
aprés l'application sur le terrain de chacun des types de vacoin. La rapidité aveo
laguelle ces vaccinations ont &té effectudes sur le terrain et le pourcentage de poroes
susceptibles d'infection ayant subi la vacoination ont contribué d'une maniére détermi-
nante au succés des campagnes, succés qui aurait été aléatoire sans une action adéquate,
rapide et coordonnée.

Le deuxidme rapport sur l'immunisation des poros a 6té présenté par le Dr McKercher
et a 616 le résultat d'expériences effectuées avec le Dr Giordano & Plum Island en vue
d'obtenir un supplément d'information sur la réponge immunitaire du porc inoculé avec du
virus aphteux virulent, avec du virus aphteux traité par des produits chimigues combinés
avec un adjuvant huileux et avec des virus aphteux {raités ohimiquement avec un adjuvant
au gel d'hydroxyde d'aluminium. Au cours des expériences, on a notamment observé les
faits suivants : 1. Les porcs guéris & la suite de 1l'infection expérimentale par la
fisvre aphteuse peuvent &tre réinfectés par le virus homologue. 2. Les gérums de porcs
inoculéa avec le virus aphteux traité par un produit chimique (glycidaldéhyde ~ GDA, ou
acétyléthyléneimine — ABI) et assooié avec un adjuvant huilesux ont présenté un taux
d'anticorpa persistant et les porcs ont résisté & 1l'épreuve de mise au ocontact avec des
pores infectés pendant au moins 90 jours. 3, Le taux d'anticorps a été notablement
plus élevé chez lee unimaux inooculds avec le virus traité et associé avec l'adjuvant
huileux que chez ceux inoculés avec le virus traité et associé avec 1'hydroxyde
dtaluminium.
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Le troisidme rapport sur cette question a été présenté par le Dr Burrows
{(Pirbright) qui a traité des résultats d'expériences effectuées a Pirbright en utilisant
des vaooine & base de virus aphteux inactivéa par traitement & 1l'aoétyléthyléneimine
(AEI). Ce rapport confirme la diffioulté d'obtenir une réponse immurnitaire ohez le
porc, susceptible de lui permettre de résister & 1'inooulation expérimentale de virus,
Cependant les résuliats font apparaitre une corrélation certaine entre le titre d'anti-
corps et la réaction consdcutive & la dose d'épreuve (inoculation podale). Le taux
d'immunité 50 pour cent est approximativement de 1,5, valeur semtlable & celle trouvée
pour les bovins éprouvés par inooulation lingusle.

Le rapport du Dr lLucam, le quatritme de la série, oonsiste on deur parties. La
premiére est une revue bibliographique des matériels et mdthodes utilisds dans la
vaocination du porc. La conclusion est qu'il est impossible de préoconiser la vaccination
sur la base des données et des opinions trouvées dans les références bibliographiques
consultées. La deuxidme partie traite d'une expérience effectude & Lyon en vue de
déterminer la dose protectrice 50 pour cent (DP 50) susceptible d'empécher chez le porc
' apparition de lésions secondaires par suite de l'inoculation de virus d'épreuve viru-
lents. Interprétant les résultats obtenus, le Dr Lucam estime qu'il serait illusocire
d'espérer obtenir une immunisation correcte du porc avec les vaccins dont on dispose
actuellement.

Au cours de la discussion qui a suivi aur la vaoccination du porc, de nombreuses
remarques ont 6té exprimdes contre les conclusions assez pessimistes que le Dr Lucam
a tirées de ses recherches bibliographiques et de laboratoire. Le Dr Ubertini (Bresocia)
a estimé que 1

1. Le fait que la vaccination des porcs ait donné de meilleurs résultats sur le

terrain qu'au laboratoire n'est nullement paradoxal, si l'on tient compte de la moindre
gravité des riasques d'infection sur le terrain. 2. En Italie, la vaccination de grandes
porcheries formées d'unités sdpardes a réussi i enrayer la maladie &4 l'intérieur méme de
la porcherie, toutes les fois qu'elle a &été pratiquée & temps. 3. La double vacocination
(2 un mois d'intervalle) donne une excellente protection méme contre des risques graves
d'infection. 4. Lorsgu'on infecte les animaux dans des conditions expérimentales,
l'infection devrait 8tre tranemise par contact, en utilisant la méme souche de virus gque
celle ayant servi & la préparation du vaccin.

Le Dr Leunen (Pruxelles) a participé 4 la discussion en présentant une analyse dee
résul tate obtenus en Belgigque au laboratoire et sur le terrain notamment & 1'occasion
de la dernidre épizootie (virus C). Il a été en mesure d'obtenir au laboratoire une
résistance de 90 & 100 pour cent et de presque 100 pour cent sur le terrain sur des porcs
en utilisant une dose bovine de vacoin belge (produit & cette occasion & partir d'un
virus d'origine porcine). L'efficacité du vucoin a été essayée sur les porcs par injeo-—
tion de 1 000 DI S0 duns le sillon coronaire et la protection est restde trés satisfaj-
sante au bout de douze semsaines. De vastes campagnes sur le terrain effectudes pendant
l'hiver 1965-66 dans deux différentes régions du pays en appliquant deux différentes
méthodes ont démontré clairement que l'on peut attendre d'excellents résultats d'une
vaccination obligatoire rapide de tous les porcs expoaéds & des risques d'infection. Le
vaccin doit &tre injecté par voie sous-cutanée, l'injection pratiquée dans la cuisae
donnant les meilleurs résultats.

Le Dr vun Pekkum a déclaré gqu'il partageait cette opinion et a expliqué pourquoi
les réaultats de la vacoination sur le terrain sont meilleurs que ceux de la vacocination
effectuée au laboratoire. Il & mentionné l'expérience trés utile acquise au cours de
ces derniéres années dans les Laboratcires d'Etat & la suite de l'emploi généralisé de
la vaccination des porcs.

Le Dr Moosbrugger a oonolu en affirmant que le danger de contamination, facilité
par ltintemsité croissante du trafic des animaux, de méme que les résultats obtenus
jusqu'a présent sur le terrain, font de la vaccination des poros une mesure indispen~
sable toutes les foie qu'une épizootie porcine se manifeste. Il a donné quelgues
exenples de 1'élimination de foyeras infectieux grice & la vaocinution des porcs dans
une zone infectée.



6. Immunisation du mouton

le rapport du Dr Fontaine (IFFA) sur la vaccination antiaphteuse du mouton
résume une série d'expériencea dont 1'exécution avait été recommandée par la Commission
eurcpéenne au Jroupe de recherche en vue d'établir le dosage du vaccin pour lea ovins.

Se basant sur le contrble de la virémie, il a été possible d'établir la DP 50
du vaccin & différents intervalles aprés la vacoination. La conolusion a été que 1/3
ou 1/4 de la dose utilisée couramment chez le bosuf devrait conférer une sclide immunité
au mouton pendant au moins cing ou six mois aprds la premidre vaccination. Il est
important de noter que le degré de réponse immunitaire du mouton & la vaccination,
mesuré & différents intervalles aprés la vaccination, ne correspond pas aux données
relevées chez les bovins (la dose protectrice 50 est 1/273 de la doase bovine 20 jours
apres la vaccinution et 1/139 25 jours aprés la vacoinution).

Au cours de la disocusgion, le Dr Fontaine a déoclaré gu'il n'a jamais observé
d'infection généralisée sans virdmie, mais que la virémie peut &tre transitoire chez le
mouton, qui est une modification de la technique de Henderson appliquée & la langue du
mouton (4 points d'inoculation par dilution). Cette méthode permetirait de calculer
facilement la DP 50 par cobservation directe de la langue.

VISITE DES PARTICIPANTS AU LABORATOIRE

Cultures de tissus

Une démonstration a été effectude sur la consiruction des cuves en acier inoxy-
dable pour les cultures des cellules en suspension. La production des cellules comporte
un systéme de cultures qui commence par 1 litre et arrive progressivement & 5, 30 et
100 litres. On fait passer les ocellules de l'une & l'autre de ces cuves au moyen de
tubes en acier inoxydable, de manidre i maintenir un circuit fermé en agitation. La
technique de 1'infection des cellules a été décrite. On a estimé utile de faire une
gédimentation de cellules et de changer le milieuw de culture pendant la nuit précédant
l'infection.

Le probldme de la stérilisation de l'air évacué a été résolu grice &4 l'emploi
de fours & moufle maintenus & 350°C,

Lea vaccins produits & partir de virus préparéds suivant cette méthode ont donné
des réaultats aussi bons, veire meilleurs, que les vaccine similaires Frenkel provenant
des mémes souches virales,

Visite & la Section dea vacoins

L'appareil de Silverson pour la préparation des suspeneions de tissus a fait
l'objet d'une démonstration. Cet appareil permet d'émuleionner les tissus dans une cuve
hermétiquement fermée, de manidre i empécher toute fuite d'adrcscls infectieux. On a
également effectué des démomstrations sur la technique de traitement des souris sous des
hottes hermétiquement fermées, de manidre & empScher toute fuite d'aérosols infectieux.
On a également effectué des démonsirations sur la technique de traitement des aouris
sous des hottes hermétiyues, qui permettent d'opérer avec différentes souches virales
dans le méme laboratoire en réduisant au minimum les infections orcisées; dans une pidce
dtenviron 10 m x 3 m, on peut manipuler 18 différentes souches. L'appareil déorit
par Fagg en 1965 et servant & étudier l'inactivation des virus a également fait l'odbjet
d'une démonstration,

Virus transmis par les arthropodes

La ceroigsance du virus de la Forét de Senliki sur les cellules BHK varie suivant
le olone du virus utilisé. Le virus naturel original produit un composant interférant
qui emp&che d'obtenir des titres élevés. En sélectionnant les clones, on peut préparer
normalement des suspensions ayant un titre élevé et exemptes de composant interférant.



Epizootologie

Des démonstrations ont 4t6 faites sur les procédures aciuelles de typage et de
sous—-typage des virus. On a mis au point un micro-test qui a donné des résultats
satisfaisants. Des oultures de cellules de thyroide bovine semblables & celles déorites
par Snowden, sont actuellement utilisées pour isoler le virus & partir d'échantillons
prélevés sur le terrain. Cette méthode permet de mieux sélectionner par région les
échantillons provenant d'outre-mer., Pour ce qui est des titrages comparés, ces culiures
sont de guatre & plusieurs centaines de fois plus sensiblea que les autres cultures de
cellules BHK utilisées pour l'inoculation des souris ou de la lasngue des bovins,

On a donné quelquea détaile sur le cas d'un ouvrier agrioole infecté par la
figvre aphteuse dans le Northumberland.

Peate porcine africaine

L'épreuve de Pixation du complément a ét8 appliquée & la détection de l'antigéne
viral dans les nodules lymphatigues de la rate des porcs infectés de peste porcine
africaine. On a obtenu une bonne fixation et, une fois qu'on aura amélioré les tech-
nigues permetiant de supprimer les effets non spéoifiques, ocette méthode pourra étre
appliquée au diagnogtic de la maladie.

Bioohimie

Les méthodes actuellement utilisdes dans 1'étude biochimique des virus ont fait
1'objet d'une démonstration. Elles comprennent notamment la centrifugation fractionnéde
dans une solution de saccharose ainsi que des études sur la synthdse de 1'ARN au moyen
de traceurs radicactifas.

Pathologie

Quelques~uns parmi les facteurs influengant 1l'infection généralisée de la maladie
ont été discutés.

REUNION DU GROUFE DE RECHERCHE

Les Membres du Groupe de recherche (les Dr J.B. Brooksby, R. Willems,
B. Ubertini, J.G. van Bekkum et E, Michelsen) ont participé & la Réunion.

les activités du (roupe de recherche ont été pasads en revue ot les Membres du
Groupe ont exprimé lewr satisfaction guant au travail entrepris et mené & bonne fin au
cours de ces dernitres années en collaboration avec les chercheurs provenant d'autres
laboratoires.

On est généralement oonvenu que l'activité future du Groupe devrait se concenirer
surtout sur les visites aux laboratoires et sur les discussions avec les chercheurs,
conformément aux activités entreprises par le Groupe auseiidt apres son institution.

la requéte présentée par la Délégation danoise au cours de la treizidme session
de la Commission, visant & l'amélioration de 1'échange intermational 4'informations sur
la fréquence de la maladie et les résultats du typage, a 6té examinde et discutée. Le
Dr Brooksby a rappelé que le Laboratoire de référence mondial faisait de son mieux quant
4 la distribution des informations sur les types et les sous-types identifiés A partir
des échantillons provenant des pays en voie de développement ou des laboratoires. Les
laboratoires européens ont été en mesure d'effectuer le typage normal d'une maniére
trés satisfaisante et le Laboratoire de référence mondial est prét &4 donner son assistance
toutes les fois qu'un probléme particulier se présentera. Ce qui importe surtout, c'est
d'améliorer le rassemblement et l'éohange des informations entre les laboratoires et
les services vétérinaires; le Groupe continuera de travailler en vue de résoudre ce
probléme.
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Ayant accepté ltinvitation officielle qui lui avait §té communiquée par le
Directeur de 1l'Institut de Plum Island, le Oroupe de recherche a déoidé de tenir sa
prochaine réunion & Plum Island en septembre 1967. L'ordre du jour définitif de ocette
réunion sera établi aprés consultation avec le Dr Callis.

Laes travaux effectués par les différentes seotions de 1l'Institut de Plum Island
dans le domaine de la fiévre aphteuse devraient servir de sujets de discussions et
d'éohanges de vues entire les chercheurs américains et européens.
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ANNEXE 1

CONTROLE QUANTITATIF DU VACCIN ANTIAPHTEUX INACTIVE

MONOVALENT ET TRIVALENT SUR COBAYES

ETUDE DE La LOI DOSE-EFFET ET EQUIVALENCE ENTRE LES DOSES VACCINANTES 50 %

CHEZ LES COBAYES ET LE POUHCENTAGE DE PROTECTION CHEZ LES BOVINS

par

J. Terre, C. Stellmann, P. Bornarel, M. Roumiantzeff,
H. Favre, J. Fontaine et C. Mackowiak *

Depuis 1960, nous nous sommes attachés & mettre au point une technique de contrdle
quantitatif du vaccin antiaphteux sur cobayes dont les différentes étapes ont &été rela-
tées dans plusieurs notes (2, 3, 5, 7).

Au Comité technigue permanent de lutte contre la fisvre aphteuse en 1965, nous
avons présenté un rapport faisant le point des résultats alors obtenus pour le contrdle
des vaccins antiaphteux inactivés, monovalents, sur cobayes et la corrélation existant
entre lea Doses Vaccinantes 50% établies sur cobayes et sur bovins. L'établissemeni des
normes de oontrdle exposées & cette réunion avait nécessité 1l'emploi de 15 000 cobayes
et 1 000 bovins.

Ces normes ont &§té appliquées depuis une année au contrdle de routine de tous
nos vacoins monovalents, nous avons ainsi utilisé environ 4 500 cobayes et 400 bovins
4 titre de vérification du systdme au lieu des 1 OO0 gu'auraient exigés les contrdles
de notre production,

Le but du travsil présentéd ici était double :

~ compléter et confirmer noe précédentes conclusions concernant le contrdle
dtactivité du vacoin monovalent sur cobayes.

- étudier la possibilité du contirdle d'activité du vaccin trivalent et, le cas
échéant, en préciser les normes.

Au cours de ces expériences, nous avons été amenés & comparer l'activiié du
vacoin monovalent & celle de la valence correspondante dans le mélange trivalent.

Nos conclusions seront tirées de 1'analyse des résultats correspondant & l'utili-
sation d'environ 20 Q00 cobayes et de plus de 1 600 bovins.

%* Inatitut Frangais de la Fidvre Aphteuse, Lyon.
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A - MATERIEL

l. Vacoins

~ Les vaccins monovalents de rroduction industrielle sont fabriqués suivant la
techrique déja exposde (1). La dose bovine est de 1,66 ml. En pratique nous
utilisons 1,6 ml.

- Les vaocing trivalents sont oblenus en mélangeant 2 parties égales des vacoins
monovalentis des trois types Oy A et C. La dose bovine est 5 ml, soit trois
doses monovalentes.

(DV050 : Dose vaccinante cobayes protégeant 50 pour cent des cobayes lors de .
ltépreuve”virulente aveo 10 000 doses infectieuses 50% pour le cobaye, 10 jours apres
la vacoination.

DVBs50p : Dose vaccinante bovine protégeant 50 pour cent des bovine lors de l'épreuve
virulente avec 10 000 doses infectieuses 50% pour le bovin, 22 jours apres la vaccination),

Composition des vaccing trivalents utiliads :

No 2 067 : vaccin momovalent 0 No 1 119
" " A No 5 220

n " ¢ No 5 319

= No 2 102 : vaccin monovalent O No 5 140
" ] A No 5 233

1" " C No 5 324

= DNo 2 123 : vaccin monovalent O No 5 140
il i A No 5 240

" " ¢ No 5 338

- No 2 125 : waccin monovalent 4 No 5 245
" ] C Ko 5 338

2. Scuches de virus

Les souches de virus utilisdes bour la production du vacoin et pour l'épreuve des
animaux sont les souches classiques de 1'Institut i

O  Flandres
4 Allier 1960
C Vosgea 1960
la technique de préparation du virus d'épreuve reste inchangée ,

3. Cobayes

Il s'agit toujours de cobayes Albinos (souohe de Pirbright) élevés dans des
conditions parfaitement ocodifides (1).
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4. DBovins

Nous utilisons toujours des bovins provenant du Finistére (7).
B ~ METHODES

l. Vacoination

a) Vaccing monovalents

Si rien n'a été changé dans le cas des bovins, par contre une modifiocation est
intervenue pour la vaccination des cobayes, en effet, & partir de février 1966, on a
pris un intervalle plus grand pour la dilution du vacoin : de 3 en 3 au lieu de 2 emn 2.
De cette fagon om n'utilise que 4 groupes de 8 covayes pour couvrir une zomne de dilution
finalement plus étendue. Ce point sers repris dane la discussion.

ler groupe : 0,54 ml ( #=f _1.5_6. soit 1/3 dose entidre)
2dme groupe 3 0,18 ml ( # -:-l'-é-é soit 1/9 dose entidre)
3dme groupe : 0,06 ml ( &£ -%%é soit 1/27 dose entidre)
4ome groupe : 0,02 ml ( += 116 goit 1/81 dose entiére)

b) Vaccins trivalents
les voies d'inoculation sont les mémes que pour les vaccins monovaleunts.

- Bovins : Quatre groupes de 5 bovins regoivent sous un volume comstani de D ml

ler groupe : 5 ml de vaooin pur : 1 dose

23me groupe : 1,25 ml de vacecin pur : 1/4 dose

3bme groupe : 0,31 ml de vaooin pur : 1/16 dose

4bme groupe : 0,078ml de vacoin pur : 1/64 dose

Ces bovins sont gardés 22 jours en observation dans nos fermes avant de subir 1t'épreuve
viruleante.

- Cobayes : Le vaocin No 2 06T n'a pu &tre titré.

Pour le vaccin No 2 102, l'intervalle de dilution a é%é de 2 en 2. Cing groupes
de 8 cobayes ont regu, sous un volume constant de 1,6 ml par la voie intramusculaire,
respectivement s 1,6 ml, O,E ml, 0,4 ml, 0,2 ml, et 0,1 ml de vacoin pur.

Pour les vaccins No 2 123 et 2 125, l'intervalle de dilution a été de 3 en 3.
Quatre groupes de 8 oobayes ont regu, par la méme voie et sous le méme volume oonstant
de 1,6 ml, respectivement : 1,6 ml, 0,54 ml, 0,18 ml, et 0,06 ml de vaccin pur.

Tous ces cobayes ont été gardés 10 joure avant l'épreuve virulente.

2. Epreuve — Lecture — Méthode de calcul

Auoune modification de technique n'a eu lieu depuis la précédente publication.
Nous oconservons la méthode de Litohfield comme méthode de caloul des titres et des
parandtres (6).
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3. Mode d'expression des résuliats

Afin de rendre possiblesles oomparaisons entre les DVe, des vaccins monovalents
et celles des valences correspondantes des vaccina trivalents, nous exprimonas les DV
de chaque valence des vaccins trivalents en volume de vaocin monovalent et non en volume
de vacoin trivalent. (Fig. 11). D'unme fagon générale, pour éviter les confusions, nous
préférons parler de "puissance moyenne" d'un vaccin, c'est-a~dire du nombre moyen de
DV50_oontenues dans une dose bovine entiere telle gu'elle est définie par le producteur.

C - RESULTATS

Vaceing monovalents

Tous les lots industriels sont contrdlés sur cobayes.
Sur bovine ont été titréas

-~ 9 vaocoins monovalents de type O : voir Fig. No 1 et 2
- 8 vaccins monovalents de type A : voir Fig. No 3 et 4
- 6 vaccine monovalents de type C t voir Fig. No 5 et 6

Vaogina trivalents

Les résultats des contrdles sur bovinas, valence par valence, des vaocins trivalents
No 2 067, 2 102, 2 123 et 2 125 sont présentés respectivement aux Pigures No 7, 8, 9
et 10.

La figure No 11 rassemble les valeurs des différents paramdtres obtenus sur boving

et cobayes pour chague vaocin monovalent, et la valence correspondante dans le mélange
trivalent.

D - ANALYSE STATISTIQUE

1. Relation dose-effet sur bovine

a) YVaccins monovalents

Les résultats obtenus aveo 23 DVBr, oonfirment les conclusions précédentes (1).
A saveir, il n'y a pas de différence signifiocdtive (& p = 0,95):entre les relations
dose-effet des différents vacoins d'une méme valence, enire lea relations dose-offet
des différentes valences de vacoines mounovsalents.

la "fonction de pente", moyenne pondérée Sp' (5) pasee de 2,06 & 2,11 et la
précision fS ' sur cette valeur eat de 1,09, Cette préoision fSp' correspond & celle
d'une moyenne calculée & partir de 23 titrages. La préoision fSi pour un titrage sera
de la forme :

log £Sy = log fS,' x V23 = (log 1,09) x V23
£S5y demd 1,49

Les valeurs extrémes (& p = 0,95) de la pente d'un titrage sont comprises entre

%.%,soit 1,42 et 2,11 x 1,49, 80it 3,14.
’

Ces résultats sont tout & fait en accord avec ceux du rapport précédent oi les
valeurs extrémes étaient : 1,52 et 3,14.
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FIGURE: N° 1

MONOVALENTS O RESULTATS DIES DOSES VACCINANTES 50 % SUR BOVINS
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| - - FIGURE N* 3
I MONOVALENTS A : RESULTATS DES DOSES VACCINANTES 50 % SUR BOVINS
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FIGURE N° 5

MONOVALENTS C RESULTATS DES DOSES VACCINANTES 50 % SUR BOVINS
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FIGURE N° 7

RESULTATS DU CONTROLE SUR BOVINS DU VACCIN N°* 2067
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FIGURE N° 8

RESULTATS DU CONTROLE SUR BOVINS DU VACCIN 2102
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FIGURE N° 9

RESULTATS DU CONTROLE SUR BOVINS DU VACCIN 2123
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FIGURE N° 10

RESULTATS DU CONTROLE SUR BOVINS DU VACCIN 2125
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N.B. Une analyse de variance (4) par zilleurs plus préoise, a permis de confirmer

entidrement les conclusions précédentes obtenues par applioation de la méthode de
Litohfield.

b) Vacoins trivalents

Les vaccine trivalents sont composés de vacoine monovalents titrés sur
bovins et sur cobayes. Leur composition exacte est indiguée au chapitre "Matériel"”.

Daneg nos conditicns nous n'avons pu mettre en dvidence awoune différence eignifi-
cative (3 p = 0,95) dans la relation dose—effet, c'est-a~dire dans les pentes i

entre lee différents vacocins trivalents analysés valence par valence,
~ entre les différentes valences des vaccins trivalents,

- entre les différents vaccina monovalents et les valencese correspondantes
des vaccins trivalents,

~ entre les différents vaccins monovalents et les vacoins irivalents quells
que s80it la valenoce.

la pente moyenne pondérée établie & partir des 10 vzocins monovalentis et des
11 valences des trivalentis est de 2,10 aveo une préoision de 1,1 ce qui eat tout & fait
comparable aux rdésultate obtenus avec les 23 DVB50p des vaooins monovalents.

¢) Vaccins monovalents et trivalents

Caloulée & partir de 34 DVBgg ayant nécespité l'utilisation de plus de
700 bovine, la relaution dose-effet, c'esat-d-dire vacoin antiaphteux - protection des
bovina, est un systbme de pente moyenne, dans le systéme de Litohfield: Sp' * 2,153
la précision £Sp' sur cette moyemnne est de 1,075.

les valeurs limites de 34 pour un titrage (4 p = 0,95) sont, pour I35 = 1,51
2,15
T:'B% = 1,42 8; <Z,15 x 1,51 = 3,24

Autrement dit, dans nos oonditions, on & 95 chances sur 100, lors d'un titrage de
vaoein sur bovins, d'obtenir un "S" compris dans ces limitea. Les pentes 5 de ncs
34 titrages sont d'ailleurs comprises enire 1,6 et 3,1.

2. Relation dope—~effet sur cobayes

Dana notre précddente publication, la relation dose—aeffet avait é1té dtablie &
partir de 75 emsais. L'information étant suffisante, l'Stude n'a pas &té reprise. La
relation dope~effet obtenue avec les vaccins trivalents n'eet pas statistiquement
différente de celle publiée l'amnée derniére Sp' = 2,15, Le hasard fait que la wvaleur
Sp" = 2,15 est commune aux relations dose-effet sur bovins et sur cobayes.

3. Comparaison des DVBso des vaccine monovalents et trivalents

L'analyse de variandge et la technique des "séries apparides" (5) ont montré qu'il
n'y a pas de différence entre les DVB50 dea vaccins monovalents et trivalents, compards
valence par valence (& p = 0,95).

La corfélation DV350 des monovalents et DVBg) des itrivalents est hautement signi-
fioatiw): r = 0,978 (pour ddl = 9}, et 1'équation de la droite est : T = X - 0,07
(Pig. 12).



=27 -

Par conséquent, la puissance d'un vaccin trivalent pour une valence déterminéde,
ou aa DVB5o exprimeée en volume de vaocin monovalent, est pratiguement identigue & 1a

puissance ou a la DVB5n,du vaccein monovalent correspondant.

Cela prouve une nouvelle fois que les résultats du contréle du vaoccin monovalent
rermettent de prévoir ceux du vacoin trivalent. Dans nos conditions, nous n'avons mia
en évidence ni synergie, ni antagonisme entre les différentes valences d'un mélange
trivalent (& p = 0,95).

4. Comparaison des DV050 des vaccins monovalents et trivalents

Il n'y « pas de différence significative (p = 0,95) entre les DVCc, des vaccins
monovalents et les valences correspondantes des vaccins trivalents. Mais, par contre,
il y a une différence significative entire valences a p = 0,95.

La corrélation DVC des vacoins monovalents en DVC5Q des trivalents est hautement
significative : r = 0,890 (pour ddl = 6) et 1l'équation de la droite est :

Y= 0,94 X + 0,02 (Fig. 13).

Tratiquement la puissance d'un vaccin trivalent pour une valence donnée ou sa DVC50

exprimée en volume du vaccin monovalent, est équivalente & la puissance ou & la DVCro
du monovalent.

Cette notion est trés imporitante puisque des résultats de oontrdle des vaccins
monovalents, on peut prévoir ceux du vaccin irivalent. Comme chez les bovine, sur
cobayes (2), nous n'avons mis en évidence ni synergie ni antagonisme entre les diffé~
rentes valences d'un mélange trivalent (a4 p = 0,95).

$. Comparaiscn des DVC5049t des DVBSO

Compte tenu du fait que lu relation dose-effet est commune aux vaccins monovalents
et trivalents, et qu'il eximte une corrélatiocn entre les valeurs obtenues avec les
vacoins monovalentis et celles des valences correspondantes des vacoins trivalents, tant
sur bovins que sur cobayes nous avons utilisé tous les résultats expérimentaux dé ji
présentés, ne faisani qu'une étude valence par valence.

Depuis l'an dernier, 1l'homogénéité acorue de noire production se traduit par des
résultats trés groupés donnant sur le graphique de corrélation, un nuage de points tres
resserrés., Cette méthode ne nous ayant pas permis de préociser davantage les normes
publides précédemment, nous avons 6té amenés & choisir un autre test statistique : les
séries apparides (4).

Afin d'augmenter le nombre d'observations et d'affermir nos conclusions, nous avons
utilisé également les résultats des contrdles semi-quantitatifs (5 bovins inoculés avec
une dose de vaccin et 5 bovins avec 1/4 de dose) aprés estimation de la DVB 0 (pour une
pente moyenne de 2,15). Dans la valence 0, 13 valeurs ont été ainsi estiméds et 19 pour
chacune des valences A4 et C. En outre, pour les deux vaccins O no 5 134, 5 135 et les
deur vaccins C No 5 329, 5 330 on avait utilisé 5 bovine inoculés avec une dose,

5 bovins avecid de dose et 5 bovins aveo 1/16sme de dose, oe qui a permis de calculer
la DVBsg.Le nomire de IVB5o caloulées est ainel parté & B, ot oshi des DIVB5o estimées est de 48.

la figure No 14 présente pour 26 vaccins 0, 30 vauccine A et 30 vaccins C, la
différence algébrigue entre les log des DVC50 et lsa log des DV?B50. Les vuleurs des
DVso sont exprimées en 1/100%me de ml.

Le test des séries apparidea (4) a permis de mettre en évidence une différence
systématique et signifiocative entre les valeurs de la DVCrn et la DVBsg pour les
valences O et A, Pour la valenoce C la différence enregisirée est trdés faible et ntest
ras significative.
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D'autre part, l'analyse de variance (5) de ce tableau montre qu'il existe wme
différenoe hautement significative

2 - _”"-3 .
FE3 - 30,28 (ce qui correspond & p*\\&o ) entre 1'équivalence DVBﬁn = DVCs0

d'une vulence & l'autre, ce qui démontre formellement pour notre systdme la nécessité

d'une norme par souche de virus,

E ~ NORMES - APPLICATIONS PRATIQUES

La figure No 15 présente, en fonction du pourcentage moyen de protection des
bovins, les équivalences entre les différentes valeurs moyennes obtenues tant gur
bovins que sur cobayes en fonotion du type de vaccin.

la puissance moyenne d'un vacoin est le nombre de dozes vaccinantes 595 contenues
dang une dose entiere de vaoccin, tel que le producteur 1lia définie .

Selon l'espdoe sur laquelle est obtenu le titrage, onm parlera de puissance moyenne
sur bovine ou de puissanoe moyenne sur cobayes. De la figure No 14, on pout déduire

que, pour obienir un pourceniige moyen donné de protection bovine correspondant & une
puissance moyenne bovine donnée, la puissance moyemne sur cobayes sera @

— 1,67 fois plus petite pour la valence O

- 2,25 fois plus grande pour la valence A

- 1,10 fois plus grande pour la valenoce C
que oelle sur bovins,

Dans le tableau d'équivalence (Fig. No 15) nous avons rassemblé, valence par
valenoe, tous les réauliats de contrdle sur ¢obayes en les olassant en Ponction du
pourcentuge moyen de protection sur bovins,

A partir du pourcentage moyen de protection choisi comme norme et pour chaque
type de vaccin, il est facile de déterminer la puissance moyenne et la DV ¢orrespon-—
dante ohez le cobaye. Dans notre précédent travail nous avionms choigi pour les vaocina
monovalente :

= O Flandres, une norme de 0,40 ml soit une puissance de 4,0

~ 4 Allier, une norme de 0,15 ml s0it une puissance de 10,7

~ © Vosges, une norme de 0,30 ml s0it une puissance de 5,3.

Ainsi le pourq?ptage moyen de protection bovine comtre l'épreuve par le virus
homologue n'était-il jamais inférieur & 97% au 228me jour aprés une vaccination & dose
entibre.

De fagon & vérifier la cohérence entre les résultats obtenus sur cobayes et sur
bovine, nous avons classé les vaocins en fonction du pourcentage moyen de protection,
d'une part estimé d'apres les résultats bovins et, d'autre part d'aprés ceux obtenus
sur cobayes (Fig. 16).

Pour la valence O, 1 vacoin sur 26 a é6té légérement avantagé par le contrdle sur
cobaye, mais cette légbre divergence porte sur un pourcentage de protection trés &levé.

Pour la vulence A, au-dessus de 95% de proteotion, on trouve 27 vaocins sur 30
d'aprés le contrSle bovins et 29 sur 30 pour les cobayes.
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DIFFERENCE ENTRE  log DVCjy - log DVB,
- ANALYSE  STATISTIQUE

Valence G Flandres éValence A Allier 1960 : Valence C Vosges1960
N° Différence I n o= Différence e Différence
vacecin ! DVCsg - DVBsg | vaccin | DVC5q - DVBs5g ! vaccin DVCsg - DVBs5q
| en log : en log en log
1105 (1) ‘ - 0,13 15220 ! - 0,50 1317 - 0,10
1105 (I1) + 0,08 5224 r +0,15 5319 - 0,22
1118 : + 0,09 5226 +0,23 5320 + 0,22
1119 (1) ! 0 [5227 i - 0,25 5322 - 0,40
1119 (1) | + 0,04 15228 : 0 5324 - 0,20
5131 | - 0,20 5233 i - 0,38 5338 - 0,45
5132 (I) +0,77 5240 i - 0,33 5329 - 0,32
5132 (II) | +0,70 :5245 : - 0,65 15330 + 0,15
5140 i +0.15 12102 j - 0,30 :2102 - 0,15
5134 ' +0,13 12123 - 0,58 2123 - 0,26
5135 ! +0,13 2125 - 0,60 2125 + 0,12
2102 ; +0,19 1210 s - 0,54 1307 - 0,08
2123 | + 0,22 1212 | - 0,74 l1308 0
1109 i + 0,03 11213 , - 0,59 11309 - 0,34
1110 i +0,20 1217 i - 0,55 1313 +0,20
1111 : +0,26 1218 ; - 0,49 5325 - 0,19
5124 i - 0,19 1219 i - 0,39 5332 - 0,30
5139 | + 0,06 5221 - 0,30 5334 - 0,54
1108 ; + 0,40 5230 : - 0,67 . 5335 - 0,34
1116 | + 0,51 5234 ! - 0,74 5336 - 0,23
1117 | + 0,43 5235 5 - 0,55 1311 + 0,10
1120 ! + 0,14 5236 ; - 0,89 | 1312 + 0,40
1122 | +0,14 5237 ! - 0,49 1315 + 0,05
5128 . + 0,60 5239 | + 0,07 11316 - 0,10
5137 |m . +0,54 1208 | - 0,10 | 5326 +0,40
5141 ! + 0,56 11209 : +0,10 | 5327 - +0,28
| 1211 ; - 0,20 | 5328 + 0,28
: 1216 , - 0,10 5331 +0,28
f 15231 | - 0,30 il 5333 +0,10
l: 5238 : +0,10 | 5337 | +0,25
N = 26 ,! N = 30 | N =30
Moyenne des différences IfMoyenne des différences ' Moyenne des différences
(en log) ] s;an log) f {en log)
+0,225 +0,107° " -0,35 +0,11°% . -0,046 +0,09%
t=4,36 i| t=6,46 | t=0,95
Significativité: p '~'f’_10*4 II‘ Significativité: p <10_8 II Non significatif
: i ] ! L
Rapport arithmétique ’I DVBsg i DVBsg
1 DVCqg = 1,67 DVBg,, | 1DvCg WL !i 1 DVCs0 = 4

i Puissance moyenne bovine = ! Puissance moyenne bovine = j| Puissance moyenne bovine =

puissance moyenne cobayexl,G?j[puissance moyenne cobaye xz-ﬁl puissance moyenne cobaye 'xl—Tl-
t! 3 ' b

s Limites & p = 0,95 de la moyenne
I des différences exprimées en log

Figure N° 14
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Les vacoins No 5 220 et 2 067, valence A, protbgent lem bovine & 90% d'aprds les
titrages sur ces animaux, et & 95% d'apres l'unique titrage sur ocobayes.

Pour le No 1 213, seule l'estimation sur boving a été faite.

En définitive, le nombre de divergences observées est parfaitement en accord avec
le risgque atatistigque d'erreur que nous acceptons {5 sur 100).

Afin d’obtenir 4 dose entidre chez les bovins un pouroentage moyen de proteotion
contre le virus homologue voimin du 100% biologique (puissance bovine moyenne 3 7},
nous nous proposons d'utiliser les normes suivantes sur oobayes

= Valence O Flandres : puissance moyenne sur oobayes 1 4,2 soit uwne DVC infé-
rieure a 0,38 ml pour le vacoin monovalent & 1,6"ml, et
inférieure & 1,20 ml pour le vacoin trivalent & 5 ml.

- Valence A Allier
1960 ! puissance moyenne sur cobayes : 15,8 socit une DVC
inférieure 4 0,10 ml pour le vaooin monovalent a“1,6 ml,
et inférieure & 0,31 ml pour le vaccin trivalent &4 5 ml.

= Valence C Vosges
1960 + puissance moyenne sur ocbayes : 7,7 soit une DVC50
inférieure a 0,21 ml pour le vacoin monovalent & 1,6 ml,
et 0,65 ml pour le vacoin triwalent & 5 ml.

Ces normes sont valesbles uniquement pour les 3 souches oitéea ci-dessus. Pour le
virus O Lausanne 1965, par exemple, l'établissement de ces normes est en cours et elles
sercnt vraisemblablement différentes de celles de O Flandres.

¥ - DISCUSSION

1. Changement de l'intervalle de dilution chez le oobaye

Nous avons 6té amenés & oe ohangement dana le but de réduire le nombre de cobayes
par titrage. Cependaant il faut remarquer que cetie dcomomie de 20% se traduit par ume
légore augmentation de fD, o'esi-~-d-dire une faible diminution de le précisiom 3 le
fD moyen de 1,7 est pasaé & 1,8, Dans noe conditions, oe risque était acceptabdble.

2. Pouvoir séparateur

Le pouvoir aéparateuxgtk m d'un sysidbme est fonotion de sa variance e?. Pour une
probabilité de 0,95, le log du pouvoir séparateur est égal & » Vz '82-'.

Connaissant £ on peut déduire & par la relation 3

8 = log £D
2

Pour le cobaye, aveo un fD moyen de 1,8, le pouvoir aéparateur moyen (& p = 0,95)
sera de 2,3.

Pour le bowvin, la valeur du fD moyen passe de 2 & 2,1. Le pouvoir séparateur
moyen (& p = 0,95) passe de 2,7 & 2,9.

3. Contrdle des vaccins trivalents sur cobayes

Notre expérience actuelle est encore faible, et il eat possible que pour la
valence 0, nous soyons conduits & modifier la gamme des dilutions.
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4. Cas aberranta

En 1965, nous avions obtenus 3 cas aberrants sur 47 obaervations, ce qui d'ailleurs
pouvait &ire expliqué paur les risques statistiques (5%) comme nous allons le confirmer.

Le vaccin O No 5 132 a 6té "réoupéré" au deuxidme titrage sur bovins (DVB50 =
U,08 ml au lieu de 0,05 ml, ce qui n'est pas statistiquement différent du premier titrage).

Pour le vaccin A No 5 233, la DVB5) avait été estimée & 0,75 ml & partir d'un
contrdle semi~quantitatif défectueux; "le titrage complet sur bovin a donné 0,15 ml,
ce qui permet de "récupérer" cette wvaleur.

Le dernier cas aberrant enfin, &tuit en bordure des limites de la corrélation, il
n'a pas 6té répété.

5. Estimation du pourcentage minimum de protection des bovins

Nous savons que la "pente" moyenne du systéme vaccin antiaphteux-réponse du bovin
a4 l'épreuve virulente, provoquant la généralisation aux 4 pieds de 100% des témoins,
est de l'ordre de 2,15. Dans ces oonditions la puissance du vacoin doit étre suffisante
pour obtenir un pourcentage minimum donné de protection bovine.

Pour un pourcentage minimum de 85%, il est clair que la puissance du vaccin doit
étre au moins de 2,2 (Fig. No 17). Compte tenu du fait que l'erreur moyenne du systéme
bovin est fD = 2,1, dans le moins favorable des cas (& p = 0,95) la puissance moyenne
bovine devra donc &tre au moins de 2,2 x 2,1 = 4,6 ce qui correspond 4 un pourcentage
moyen de protection de 97,5.

CONCLUSIONS QENERALES

Un systéme de contrSle d'activité sur bovine et sur cobayes du vaccin antiaphteux
inactivé est déorit. Il consiste, dans des conditions expérimentales définies, & déter—
miner le nombre de doses vaccinantes 50% pour le cobaye contenues dans la dose bovine
de vaccin. De cette vuleur qul exprime la puissance moyenne pour les cobayes, on peut
déduire la puissance moyenne pour les bovine, et par suite le pourcentage moyen de
protection bovine. Un animal est protégé lorsgu'apréds inoculation du virus d'épreuve,
dans des conditions expérimentales données, il résiste 2 l'infection généralisée au
pieds,

Au oours de ces expériences on a €té amenéd A préciser la relation "dose de
vaccin-réponse des bovins" et le pouvoir séparateur moyen (& p = 0,95) qui est de
2,9 pour les bovine et de 2,3 pour les cobayes. Tant sur ocobayeas que sur bovins on
n'a pas pu metire en évidence de phénoménes de conocurrence ou de synergie entre les
différentes valences d'un vacoin trivalent par rapport aux vacoine monovalents sntirant
dans sa composition (4 p = 0,95).

Ce sysidme, dont les normes ont été préoisdes, est utilisé depuis un an pour le
contrdle courant de notre production de vacein monovalent. Les conolusions des
expériences présenides danas ce travail nous autorisent & l'utiliser pour le contrdle
du vaccin trivalent,.

Cette technique de titrage d'activitéd du vacoin inactivé nous permet d'aborder
toute une série d'études immunologiques : variantes, comparaison de vaccins expéri-
mentaux, etc.

Sous réserve de vérifications périodiques sur bovin, qui demeurera l'animal

de référence, nous disposons d’une solution éoonomique et précise & nos probldmes de
contrdles,

Il convient de souligner que les "normes cobaye" publides ne sont valables dans
noe conditions expérimentales que pour les souches O Flandres - A Allier 1960 -
C Vosgeas 1960, Pouwr toute nouvelle souche une grille d'équivalence devra &tre établie
dane le méme esprit. i
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ANNEXE 2
RAPPORT PRELIMINAIRE SUR L'EMPLOI DE LAPINS POUR

ESSAYER LES VACCINS ANTIAPHTEUX INACTIVES

par R.H. Fagg*

De nombreux chercheurs ont essayé d'utiliser de petits animaux pour contrdler
l'efficacité des antigénes aphteux inactivée en vue du remplacement des tests couran‘s
effectués sur des bovins. Mackowiak et mes collaborateurs ont présenté, & la dernidre
réunion de la Commission européenne de lutte contre la fidvre aphteuse, une communication
relative & un test ol les vaccins sont essayés sur des oobayes, le résultat obtenu sur
ces animaux étant utilisé ensuite pour évaluer l'efficacité des vaccins chez les bovine ,
Une telle méthode n'est applicable que si 1l'on n'emploie que quelques souches de wvirus
rour produire le vacoin et 8i le rapport entre ll'efficacité sur les cobayes ot celle
sur les bovins peut &tre déterminé pour chaque smouche. Lorsqu’il est nécessaire de
rroduire un vaccin & partir de nombreuses souches différentes pour pouvoir lutter oontre
rlusieurs foyers d'infection duns diverses parties du monde, une telle méthode ne peut
avoir qu'une portée limitée,

Plusieurs chercheurs ont démontré que le lapin répord au virus inactivé de la
poliomyélite et que lea anticorps qu'il forme sont proportionnels & la quantité d'anti-
gtnes inoculés. On sait aussi que le lapin réagit au virus aphteux et forme des anti-
corps méme sans dtre atteint de la maladie. On a donc penad qu'il pourrait &tre
posgible d'utiliser le lapin pour contrdler les vaccins antiaphteux inactivéa, les
résultats étant évalués au moyen du taux d'anticorps formés par l'animal .

La présente communication a pour objet de décrire certains des facteurs qui
influencent la réponse du lapin aux antigdnes inactivée et de la comrarer a celle des
bovinas.

MATERIEL ET METHCDES

le vacoin a ét6 prépuré & base du virus 0, de soushe Iaradl 1/63, du Yeme au
12%me passage sur culture de tiseu d'épithélium lingual, et inactivé avec 0,05 pour
cent d'acéiyléthyleneimine & 25°C, 4 un pH de 7,6, 48 heures avant d'étre absorbé &
1'hydroxyde d'aluminium, Son imnocuité a été déterminde par titrage d'échantillous
pendant 1l'inactivation et par inooculation du produit inaotivé sur des souriceaux avant
1'adjonotion d'hydroxyde d'aluminium (Fagg, 1965). Une quantité égale d'hydroxyde
d'aluminium a ensuite été ajoutée pour compléter le vaccin. Des dilutions de vaccin
ont ensuite été prépardes dans un vaccin fictif ne contenant ras de virus, chaque
dilution contenant la méme quantité d'hydroxyde d'aluminium.

Les lapins provenaient de différents élevages et, sauf les exoeptions mentionnées,
étaient tous de jeunce adultes de 6 &4 9 mois. Sauf dans les cas ol 1'on & voulu faire
des oomparaisons entre différentes races, toutes les expériences ont été effectudes sur
des lapins de Hollande pesant 3 & 4 livres, Ils dtaient logés individuellement ou par
paires dans des cages dont le sol 6tait en treillis métallique et mourris & base 4'une
alimentation composée spéciale, complétée par du foin, du fourrage vert et de l'eau &
volonté.

* Animal Virus Research Inatitute, Pirbright, Angleterre.
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Cing ml de vacocin ont été inooculés par voie intramusoulaire sur un memhre
postérieur des animzux. Des éohantillons de sang ont &§té prélevés sur une veine
marginale de l'oreille avant la vaccination et & intervalles aprbs celle-si. Le sang
a 6té inoubé & 37°C pendant 30 minutes, puis & +4°C pendant la nuit. lLe sérum a &té
décanté, centrifugé pour éliminer tout dépdt, puis stooké & wme température de +4°C
jusqu'au moment olt i1 a été contrdld.

le taux d'anticorps neutralisants des sérume a é1é testé au moyen du test sur
souris, du test de réduotion de plaques sur couches monocellulaires de EHK et du test
d'inhibition métabolique sur oulture de tissus. Les sérums soumis aux tests sur souris
et de réduction de plaques ont 616 dilués & 1:5 dans une solution physiologique t>mpon-
née sur phosphate, de pH 7,2-7,4, et inactivés pendant 30 minutes & 56°C. 0,5 ml d'une
dilution virale appropriée a éié ajouté & 0,5 ml de sérum inaotivé, & raison de 5 dilu-
tions virales par sérum. Le mélange sérum-virus a &té soumis pendant 30 minutes & v =
température de 37°C, puis soit titré sur 20 souriceaux de souche 'P' dgés de § jours par
échantillon de sérum, soit déposé en plaques sur couches monocellulaires de BHK dans
des boites de Petri de 6 om, & raison de 10 couches monccellulaires par échantillon.
Les couches monocelliulaires ont été inoubées & nouveau pendant 30 minutes & 37°C, puis
rooouvertes d'un milieu de gélose semi-liquide. Les plaques ainsi obtenues ont &té
interprétées 48 hewres plus tard. Du sérum de lapins normaux provenant d'animaux
témoins a 6té ajouté chague fois et les résultats ont été exprimés en tant que différence
de titre en logarithme 4 base 10 entre le sérum de témoin et le sérum testé. Lle teat
d'inhibition métabolique sur oulture de tissus a été déorit en 1961 par Martin et
Chapman.

RESULTATS

Avant de pouvoir poursuivre les travaux, il a fallu démontrer que le lapin &tait
capable de répondre & l'antigbne aphteux inactivé de fagon quantitative, soit en déter—
minant la quantité d'anticorps formés. Une série de dilutionas doubles de vaccin a é6té
préparée et inoculée aux lapins, & raison de deux lapins par dilution. On a inclus des
lapine témoine auxquels on a jinoculé une dilution simple seulement. Des prélévements
en série ont permis d'observer ohez les animaux un accroissement rapide des anticorps,
wis en évidence vers le quatridme jour aprés la vaccination et oulminant entre le
21dme et le 283me jour (Graphique 1).

le taux d'anticorps est maintenu pendant plus de 56 jours. On a obaervé une
réponse quantitative linéaire & l'antidne dans des sérums prélevés a 10, 21, 28 et 35
jours (Graphique 2).

Comme il n'est pas facile d'obtenir des lapins de méme ‘Tace, sexe et ige en
nombre suffisant, il a fallu effectuer des expériences préliminaires pour déterminer
la différence de réponse melon la race, l'dge et le sexe.

Héponse individuelle

La réponse d'un groupe uniforme de lapina & un antigdne commun a été étudide en
inoculant du vaccin 3 24 lapins miles et en leur prélevant du sang 10, 21 et 2B jours
plus tard. Lea antioorps ont é%6é soumis au test sur souris. En analysant les résultats,
on a irouvé une déviation type de 0,36, 0,41 et 0,42 respectivement pour chaque pré-
ldvement, avec des errewrs types de 0,064, 0,066 et 0,062. Il semble par oonséquent
que les lapins réagissent assez uniformément & l'antigdne inactivé. Au cours de ocetts
expérience et dans un autre cas encore, l'un des lapins n'a pas réagi & l'antigéne, et
n'a formé que peu ou pas d'anticorps., On n'a pas détermind si cela était imputable
aux inoculations de vaoccin ou & 1'animal méme.
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Varjations dues au sexe ou & 1'age

Pour déterminer toute différence de réponse due & 1l'dge et au sexe du lapin,
des groupes de lapins de 3-4 mois, 8-9 mois et 12 mois et plus ont été vaccinés aveo
une dose unigue d'aniigéne inactivé. Des échantillons de sérum ont été prélevés pour
déterminer la réponse en anticorps au moyens du teat sur sourie 10 jours aprés la
vaccination. Les résultats montrent qu'il n'y a pas de différence notable entre 1'un
queloonque des groupes d'dge (Tableau 1). Les résultats ont également été analyséds
pour déterminer s'il y avait les différences de réponse entre les deux sexes {Tableau 2),
Aucune différence sensible n'a 6té observée. Alors que, comme il est indiqué ci-aprés,
il a été nécessaire d'utiliser une race type pour obtenir des résultats comparables, il
ne semble pas indispensable que tous les animaux scoient du méme sexe ou du méme 5ge.

Variations dues & la race

De Jeunes lapins adultes de guatre races ont été examinés pour déteruiner leur
réaction A& un antigéne inactivé commun., Les races utiliséea étaient la race paine des
Flandres, d'un poids variant entre 2 et 3 livres, hollandaise, de 3V/2 & 4 livreas, le
lapin tlac de Nouvelle-Zélande, 8 & 10 livres et le lapin de Californie, 7 & 8 livres,
Des prélévements de sang en série ont &1é effectuds aprés la vaccination et les résul-
tats (teet sur souris) analysés (Tableau 3). On a observé ume différence imporiante
de la réponse suivant les races. C'est lu race naine des Flandres qui répond le mieux,
gsuivie par le lapin blanc de Nouvelle-Zélande, le lapin hollandais et le californien.
Il est donc important, pour gue les résultats d'un test soient comparables awes ceur
d'une autre expérience, d'utiliger des lapins d'une seule race et provenant si possible
d'un méme é€levage. Les lapins nains des Flandres n'étaient pas disponibles eG nombrs
suffisant pour la suite des travaux et la taille du lapin blanc de Nouvelle-Zé&lands
pose des problémes de place pour un nombre aussi élevé d'animaux. BEtant doané que 1la
réponse du lapin hollandais est encore assez bonne, bien qu'inférieure & celle dem deur
autres races, que sa tallle est satisfaisante et qu'il est facile & obtenir, c'eat
cette race gui a été choisie pour tous les travaux conséoutifs.

Comparaigon des tests d'efficacité enire bovins et lapins

Pour pouvoir comparer les résultais des contrdles d'efficacitd chez les bovins
avec les résultats obtenus sur les lapins, 6 vaccins préparés par diverses méthodes
ont été expérimentés sur des bovins, 3 raison d'une dose sous-cutanée de 15 ml, 8t aur
des lapins 3 raison d'une dose intramusculaire de 5 ml. Des prélevemenis ont &té
effectués sur les deux espbces & plusieurs intervallea aprés la vaccination et les

bovins ont &t testés 20 jours plus tard par la méthode intradermolonguale courants.

Les vaccine testéds étaient identiques, sauf en ce qui oconcerne la tachnigue
d'inactivation appliquée. Aucune différence importante n'a éié trouvée entire les gir
vacoina au cours de 1l'un queloongue des tests effectuds soit sur les bovins, soit rur
les lapins,

la doge protectrice moyenne de vaccin & 50 pour cent était de 0,28 ml. Pour
les bovins ayant regu la doase proteotrice & 50 pour cent, le taux d'anticorps du sérum,
Tévélé par le teat sur souris, était de 1,0, tandia qu'il était de 1/19 dans le tewmt
coloré. Pour les lapins ayant regu la dose protectrice bovine & 50 pour cent, le taur
d'anticorps était de 1,75 dans le test sur souris et de 1/11 dans le test coloré.

(n a observé un rapport linéaire entre les anticorps produits par les bovina
et ceux forués par les lapins en réponse au méme antigéne (Graphique 3).
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CONCLUSIONS

Il a été démontré que le lapin répond & l'antigbne aphteux inactivé proportion—
nellement & la quantité inooulde. Pour que les expériences futures puissent &tre com-
parées, il sera essentiel d'avoir recours & des animaux d'une race unique dont le choix
dépendra des disponibiliiés en espace auen animaux, Pour les lapins d'une méme race, le
sexe et 1'Age ne semblent paa devoir influencer la réponse.

La quantité d'anticorpa formés par le lapin en réponse & l'antigine inactivé est
proportionnelle i celle qui est formée pur les bovina en réponse au méme antigéne.
Etant donné que le taux d'anticorps correspondant & la protection des bovins est connu,
s0it plus de 1/45 dans le test colord, il est possible de déterminer quel est le taux
d'anticorps forwé par le lapin qui correspond & celui qui est néoessuire pour assurer
la proteotion des bovins. Par oconséquent, & comdition qu'un vaocin, lorsqu'il est
inoculé & des lapins, donne lieu & une réponse en anticorps supérieure % un minimum
déterminé, on peut affirmer qu'un tel vuccin sat capable de protéger des bovims contre
un virus virulent. Il est donc possible de concevoir l'utilisation du lapin pour
évaluer rapidement l'efficacité des vaocine antiaphteux inaotivés lorsqu’il n'est pas
prossible d'avoir recours aux contrdles courants d'efficacité sur les bovins mémes.

Il est intéreasunt de noter la différence de ocorrélation entre la réponse en
anticorps des bovims d'une part et des lapins d'autre part si le taux d'anticorps est
adterminé par deux tests de neutralisation différents, & savoir le test sur souris et
le test coloré. la réponse en aniicorps des lapine a toujours été d'environ 1 log
supérieure & celle des bovins lorsqu'elle est déterminée par le test de neutralisation
sur souris. Dans le teat ocoloré, cette différence est inversée, une pariie importante
des antiocorps contenus dane le sérum du lapin n'étant pas mise en évidence par ce test

(Graphique 4).

Les résultats commniqués jusqu'd présent ne s'appliquent qu'a une seule
souche de virus. Des travaux complémentaires seront néceseaires pour déterminer slil
existe une corrélation similaire avec d'autres types de virue entre lapins et bovins.

les résultats obtenmus jusqu'd présent justifient la poursuite de recherches relatives
4 l'utilisation des lapins pour le contrdle des vaccins inactivés.
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TaBLEAU 1. Incidences de 1'Sge sur la réponse des lapins & l'antigéne aphteux inactivé

ake 1 3 - 4 mois 8 - 9 mois 12 mois +

Réponse en anticorps :

x! (x|)2 xt (xll)a Xt (xtll)z
2,62 6,8644 1,87 3,4969 2,25 5,0625
1,12 1,2544 2,62 6,8644 1,62 2,6244
2425 5,0625 2,37 5,6169 1,37 1,8769
2,5 64,2500 2,25 5,0625 2,62 6,8644
2,5 642500 2,0 4,0000 1,75 3,0625
2,37 95,6169 2,37 5,6169 2,84 8,0656
2,5 6,2500 2,0 4,0000 2,37 556169
2,12 4,4944 2,5 6,2500 1,12 1,2544
2,87 8,2369 2,62 6,8644 2,37 95,6169
2,37 5,6169 2,25 5,0625 2,37 56169
2,12 444944 2,37 5,6169
T 25,57 27,47 25,55
* 2,3155 2,2892 2,1292
$x? 60,9589 63,5789 57,5283
gi = gomme des carrés = 182,0661
§2 = TIX' 4 PRI 4 PR - 176,2612
g3 - % - 176,1785
msqy - ({1 - {2)/(11 - k) - 0,1814
msqy = (2 - (3)/(k - x) - 0,04135

msqp 0,04135

= 0,228. Insignifiant,
msqy 0,1514 ¢ £

Taux de variance F =
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TABLEAU 2. Incidences du sexe sur Ja réponse des lapine & 1'antigbne aphteux inactivé

Femelles Miles
Réponse en 2 Réponse en 2
anticorps x! (x*) anticorpe x'! (x*')
2,5 6,2500
2,62 6,8644 2,37 5,6169
1,12 1,2544 2,5 64,2500
2,25 5,0625 2,12 4,4944
2,25 5,0625 2,87 8,2369
2,5 642500 2,37 596169
1,87 3,4969 2,37 556169
2,62 6,8644 2,0 4,0000
2,5 6,2500 2,5 6,2500
2,37 5,6169 2,62 6,8644
2,25 5,0625 2425 5,0625
2,0 4,0000 2,12 4,4944
2,25 5,0625 2,84 B, 0656
1,62 2,6244 2437 556169
2,5 6,2500 1,12 1,2544
1,37 1,8769 2,37 55,6169
2,62 6,8644 2437 55,6169
1,75 3,0625 2,37 5,6169
Totaux 36,46 42,03
(T)
$x? 81, 5252 100, 5409
gl somme des carrés = 182,0661
2‘2 Tlil + Mergee = 176’3353
53 T = 175,8098
s
maqy ¢ - Q2)/(N=-k) = 0,1792
meqp (52 = é3)/(k -1) =  0,5260
Taux de wvariance P Taux de variance I = .I.E(.lB_ - 2,937 Ineignifiant.

meq,



B P

TABLEAU 3. Analyse de la variance de la réponse des différentes races de lapins &

l'antigéne aphteux inactivé

+ (x'z")2 90000 xn2

= 433,2782

= ‘ilTl+illTl!+'x'llthtl+EIIICT|'II

= 144,8327 : 62,9255 + 111,6297 + 72,0200

= 391,4079

= 7T oy = /N

= 2,43 x 157,12

= 383,3728

Nain des Flandres Hollandais Blanc de Nouv.Zél. Califoernien
x! (Il)z x't (xl 1)2 xV1 (xll!)2 xriete (xnn)a
3,25 10,5625 3,37 11,3569 3,24 10,4976 24,34 54756
3,13 9,7969 2,37 5,6169 3,24 10,4976 245 6,2500
3,62 13,1044 3,25 10,5625 3,12 9,7344 1,37 1,8769
3,62 13,1044 2437 5,6169 3,75 14,0625 3,25 10,5625
4,75 22,5625 3,12 99,7344 345 12,2500 245 6,2500
4,25 18,0625 0,75 0,5625 3,84 14,7456 3,5 12,2500
3,13 9,7969 2,34 95,4756 2,0 4,0000 2,12 4,4944
2,50 6,2500 1,50 2,2500 2,34 5,4756 24317 5,6169
2,62 6,8544 2,84 8,0656 2,0 4,0000 1,62 2,6244
2437 5,6169 1,00 1,0000 1,25 1,5625 2,37 5,6169
3,00 %, 0000 1,75 3,0625 3,25 10,5625 2,37 56169
3,25 10,5625 0,50 0,2500 2,37 5’6169 2,37 5,6169
2,34 5,479 1,50 2,2500 2,37 5,616Y 1,84  3,3856
2,37 5,6169 0,75 0,5625 2,0 4,0000 1,62 2.6244
2,37  5,6169 2,37 5,6169 2,62  6,8644 1,62 2,6244
1,00 1,0000 0,50 0,2500
0,450 042500 1,25 1,5625
2,37 5,616% 0,50 0,2500
To taux 46,57 33,65 40,89 36,01
(:’c 3,11 1,87 2,73 2,00
{1 = (1'1)2 + (1'2)2 LN NN N (I'i) + (I'é)2 + L N ] (I'il)z
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1égende du Tableau 3

Dane les échantillons, le carré moyen = meqy = (ﬁ - {2)/ (V- k)
ot k = nombre total d'échantillons, N = nombre d'observations

= (433,2782 - 391,4079)/66 - 4
avec N - k degrés de liberté = v2 = 62

= 0,6153
Bntre les échantillons, le carré moyen = msqp = (ié —(é)/(K - 1)
avec K — 1 degrés de liberté = vt = 3

= (391,4079 - 383,3728)/3

= 2,6784
Taux de variance = F = meqp/msqy

= 2,6784/0,6153

= 4,35

Trds important & p = 0,05 niveaun

Important & p = 0,01 niveau
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GRAPHIQUE 1

AUGMENTATION DES ANTICORPS NEUTRALISANTS
DANS LE SERUM DE LAPIN APRES VACCINATION A
L’ANTIGENE APHTEUX INACTIVE

X
4-0 /x X
X
X
3-0 x/ \x/
2-0 X
I-O
O 7 14 21 28 38 ‘ 42 49 56

JOURS APRES LA VACCINATION
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ANNEXE 3

BILAN D'UNE CAMPAGNE DE CONTROLE OFFICIEL DB VACCINY ANTIAPHTEUX

O e e E——————————

AU LABORATOIRE CENTRAL DE RECHERCHES VETERINAIRES D'ALFCRT

par

Léone DHENNIN, Georges GAYOT et Louis DHENNIN#

Le oontrdle officiel des vacoins antiaphteux est, en Franoe, réalisé selon les
modalités fixées par les arrdtés minietériels du 8 juin et du 24 décembre 1965 publiés
au Journal officiel de la République frangaise, et qui se trouvent reproduits dans la
premidre partie d'un article réoent de F. Lucam, M. Fedida et (. Dannacher olL par
ailleurs ces auteurs commentent les principalea dispositions réglementaires prises.

Rappelons—en brisvement l'esaentiel :

Pour 0o qui est de 1'innocuité, pour chaque valence, 20 points sont injectés
par voie intradermolinguale & 3 bovidés, puis chaque animal regoit par voie sous-
cutande 3 doases de vacocin.

En ce qui concerne 1'efficacitéd, il s'ugit de déterminer valence par valence
le titre d'une suspension virulente sur des lots de 4 bovidés, témoins d'un odté,
vaccinés de 1l'autre, puis de faire le rapport des deux titres ainsi obtenus. On arrive
ainsi & un indice dit K, exprimé, pour des raisons de oommodité, en logarithmes, et
qui permet d'accepter ou de rejeter le ot de vaccin soumis & l'examen selon que la
valeur du K dépasse ou non 0,6. Par ailleurs, les vaccoins dont le K est supérieur &
1,2 sont acceptés en classe I, les vaccins dont le K est entre 0,6 et 1,2 sont

acceptés en classe II.

Pour chaoun des types O, 4 et C, la gsouche de virus qui sert & 1'épreuve n'est
pas forcément la souche qui a servi & la fabrication, mais la souche qui, pour des raisons
épidémiologiques, est a4 redouter sur le territoire national,.

L'objet de cette note est de rapporter le bilan de la campagne de contrble
cfficiel 1965-1966 au Laboratoire oentral de recherches véterinaires.

Le terme de "campagne 65-66" mérite peut-étre quelques explications; il désigne
les opérations effectuées pendant une période s'étendant de la fin de 1'été 1965 au
aébut de 1'été 1966. La suspension de ces opérations pendant une partie de la période
estivale est rendue nécessalre par 1l'abgence du personnel gqui, & cette époque, prend
son ocongé annuel.

Au cours de cette période 87 vaccins, soit envirom 5 millions de doses, prove-
nunt des grands instituts frangais de fabrication et estimés & &tre commercialisés,
représentant 261 valences, ont &§té examinés tant sur le plan de 1'innocuité que sur
celui de 1l'efficacité, ce qui a nécessité 1'utilisation de plus de 1 500 animaux.

Quels sont les résultats de ces contriles, que peut-on en dire? Nous examinerons
successivement les résultuts des tests de 1tinnocuité, puis ceux de 1'efficacité ol
seront oonsidérés d'abord 11gctivité des virus d'épreuve, puis les vuleurs de K.

# Laboratoire central de recherches vétérinaires, Alfort, France
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Les tests d'innocuité

Les 87 vaccins trivulents examinés se sont révéléa bactériologiquement stériles
et aucun des 1 740 points d'inoculation intradermolinguale n'a révélé la présence de
virus aphteux.

Par ailleurs, aucune réaction alarmante ou excessive et & rlus forte raison
toxique n'a suivi l'injection sous—-cutands des 3 dosea. 4 l'estimation eelon laquelle
aucun des 1 740 points examinés ne as'est révéld virulent, il est tentant de donner wn
intervalle de confiance.

Cet intervalle de confiance & 95% est nul, autrement dit le fait que 1'&chantil-
lon des 1 740 points injectés soient négatifs apporie une oertitude quasi absolue que
la "population" des vaccins dont est extrait l'échantillon est bien inoffensive, sous
réserve, bien entendu, que 1'dohantillon soit représentatif .

Les tests d'efficaciid

Les virus : Le titre moyen de chacun des typres de virus sur les animaux témoins
caloulé selon la méthode de Reed et Miinoh exprimé au 1/10 de ml est le suivant &

0O = 7,20
Az 7,14
C: 7,18

Les titres sont manifestement, en moyenne, les mémes pour chacun des types et
ils sont suffisamment élevés pour les bescins des épreuves.

8i, par ailleurs, on calcule la variance de ces estimations moyennee qui portent
sur 23 titrages pour chague valence, on trouve i

variance de 0 = 0,31
e A = 0,52
L C = 0,24
Le rapprochement de ces ochiffres indique que 8i les variances de O et de C sont
assez voisines 1l'une de l'autre, il n'en est pas de méme pour le virus 4, qui montre
une tendance & la dispersion nettement Plus grande, sans toutefois que les tests de

comparaison scient significatifs.

Les valeurs de K @

Pour chacune des valences vaccinales, les moyennes et les variances calculées
sur les 87 échantillons sont les suivantes :

Valeur de K Variance de K
0 2,97 0,37
A 2,81 0,68
¢ 2,94 0,41

L'examen des valeurs moyennes de )'indioce de protection fait apparaitre tout
d'abord gu'ils sont tres élevés, se rapprochant de la valeur 3,00, ou mieux encore que
le taux de protection contre 1'inoculation de 10 000 DI 50 eat, selon les travaux de
F. Iucam, M. Fedida et (. Dannaoher, de 1'ordre de 98%.
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lorsque ces mémes valeurs de K sont comparées entre elles par analyse de variance,
on constate que, avec F = 1,32 N3 les différences observdes ne sont pus statistiquement
significatives et en conséquence peuvent &ire, en l'absence de preuve contraire, consi-
dérées comme égules.

Mais si par ailleurs, il est procédé & la comparaison des variances, on arrive
4 la oonclusion que la variance de la valence A est significativement différente des
variances des valences ¢ et 0, ce gui améne i dire gue les valeurs de K sont, pour la
valence A4 plus dispersdes que pour les valences O et C., A ces expressions algébriques,
il est poesible de donner une représentation graphique peut-&tre plus parlante en cons-
truisant les histogrammes représentant les distributions des valeurs de K pour les
différentes valences.

la figure ci-jointe montre ces représentations ol 1'échelle de classe a été
intentionnellement choisie &tre de 0,6 et & partir de la valeur zéro.

On y voit que pour la valence O, la distribution est trds centrée et a une allure
symétrique évoquant trés fortement la distribution normale.

Pour la valence A les valeurs sont un peu plus dispersées et l'histogramme est
une excellente représentation de la distribution normale.

Pour la valence C les résultats sont également trés centrés et bien que 1'histo-
gramme revéte au premier abord un aspect particulier semblant montrer une légére
asymétrie, un examen plus poussé montre que la normalité peut &tre raisonnablement
admise .

Enfin, la superposition des histogrammes montre, par ailleurs, que les moyennes
sont les mémes pour les 3 valenoces.

CUNCLUSIONS

Ltanalyse des 261 valeurs de K montre gque la production du vaccin antiaphteux
répond aux normes que l'on attend d‘une production industrielle de qualité : ume
distribution symétrique, harmonisuse, des différentes valeurs, sans pics et eans
A=00Ups .

Les valeurs moyennes obtenues sont élevées et correspondent & un taux de protec—
tion contre 10 000 DI 50 de l'ordre de 98%.

Sans &tre préoccupante, et sans que sa variance plus élevée puisse &tre assmiliée
a4 une hétérogénéité, la valence A, pour laguelle une telle disparité avait déja été
constatée, par le titre des virus d'épreuve, doit peut-8ire faire l'objet d'une
attention plus particuliere.

En conclusion, on peut dire que l'ensemble des 87 vaccins examinés au cours de
la campagne 1965-1966 s'est montré Stre de trés haute qualité.

(?aboratoire central de recherches vétérinaires d'aAlfort : Directeur : Docteur
A, Lucas}.
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i Y

st

o

Trunien
S it

2kt

1

r
: 13




- 54 -

ANNEXE 4
NOTE SUR LES CULTURES DE CELLULES BHK 21 POUR LA PRODUCTION

A ORANDE ®CHELLE DE VIRUS APHTEUX

par

B. Ubertini, L. Nardelli, A. Dal Prato, G. Panini et S. Burei *

La plupart de itous les vacoins antiaphteux inactivés asctuellement disponibles
sont produits selon l'une des méthodes ci-aprés i

1. Virus récolté sur langues infectées de bovins vivants (virus naturel);

2. Virus oultivé sur fragments survivants d'épithélium lingual de bovins
infectés (virus de culture Frenkel);

3+ Virus propagé sur culture de cellules rénales de bovins ou de porcings
(virus de oculture rénale).

Chaoune de ces truis méthodes permet de préparer des vacoins efficaces.

Ces trois sources de virus sont toutefois limitdes par le nombre de bovins
adultes ou jeunes {veaux) et de porcins disponibles dans les abattoirs. Cette limita—
tion revét une grande importance en cas de propagation rapide d'une nouvelle souche de
virus aphteux. Il est donc hautement souhaitable de pouvoir recourir & une mé thode de
production de virus non tributaire des abattoirs. A cette effet, on pourrait produire
des virus & grande échelle sur des cellules BHK 21 selom la méthode mise au point &
Pirbright.

les recherches effectudes & Birbright ont permis d'établir que :
1. Les cellules BHK 21 sont sensibles au virus aphteux (Mowat et Chapman, 1962);

2. Ces cellules ase développent en culture en suspension profonde (Capstick,
Telling, Chapmun et Stewart, 1462);

3. Ces cellules, cultivées et infectdées en suspension, produisent des antigdnes
de virus aphteux (Capstick, Garland, Chapman et Masters, 1965);

4. La cancérogénicité de ces cellules est limitée exclusivement sux hamsters et
et uniquement le fait de la cellule viable intacte (Capstick et Garland,
1965; Kane, Pay et Bracewell, 1965). Deeble et Heymann (1965) ont confirmé
tous ces résultats.

En dehors des recherches préoitdes, d'autres travaux ont donné des résultats
favorables quant & la culture du virus aphteux sur cellules BHK 21. Rivenson et Segura
(1963), ainsi que Polatnick et Bachrach (1964), ont publié des articles sur 1'emploi de
couches monostratifiées de cellules BHK 21 dans des tubes roulants pour la production
de virus aphteux. Amighi (1964), Nottebohm et ses collaborateurs (1964), Bengelsdorff
et Sohneider (1964), et Schneider, Jaeger et Bengelsdorff (1964) ont produit des vaccins
antiaphteux inactivés efficaces & partir de virus obtenus sur couche monostratifide
de cellulea BHK 21.

* TIastituto zooprofilattico sperimentale, Brescia, Italie
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Plus récemment, Mammerickx et Leunen (1966) ont réussi & cultiver & grande
échelle du virus aphteux sur des assises monocellulaires de BHK 21 dans des flacons
rouwlants, ainsi qu'd produire des vaccine efficaces aves de tels virus.

Il y a plus de trois ans, nous avons entrepris &4 notre Institut des recherches
sur la culture de lignées cellulaires de BHK 21 et sur la possibilité de les utiliser
pour produire des vacoins antiaphteux., Nous estimons gue le moment est maRintenant venu
de faire &tat des résultats de nos expériences.

En premier lieu, uous désirons préciser que notre technique s'inspire de la
méthode de Pirbright et nous exprimons notre gratitude aux techniciens de l'Institut
de Firbright qui ont bien voulu nous conseiller.

Le présent rapport traite de la culture en suspension profonde de cellules BHK
dans des cuves de 150 litres, de la culture de cellules BHK dans des flacons tournants,
de la production de virus aphteux sur couche monocellulaire et en suspension cellulaire
profonde, ainsi que sur le contrdle de l'efficacité des vaccins et de leur innocuité
{canoérogénicité).

MILIEU DE CULTUNE

1. Milieu pour culture immergée

Il s'ugit du milieu déorit par Telling et Elsworth (1965).

2. Supplément en acides aminés et en tryptose

Le supplément utilisé est celui qu'd décrit Capstick (1963).

3. Milieu pour cultures en couche monocellulaire en flaoons roulants

Le milieu de culture utilisé est fondamentalement identique & celui déorit par
Polatnick et Bachrach (1964), avec les modifications suivantes :

a) Les vitamines sont remplacées par la sclution vitaminde du milieu de
Telling et Elsworth au taux de 50 pour ocents

b) Le bouillon de phoaphate de tryptose (Difco) est remplacé par le bouillon
4 la trypticase-soja (BBL);

¢) PH = T,5.

4. Milieu d'eniretien pour les couches monocellulaires

Solution d'Earle + 0,5 pour cent d'hydrolysat de lactalbumine (NBC) + 0,1 pour
cent d'extrait de levure (NBC); pH 7,5.

Se Milieu d'entretien pour les cultures immergdes

On utilise le méme milisu que celui décrit pour l'entretien des cultures sub-
mergées, sans sérum ni Bdifas B 50.

6. Antibiotiques

Lea antibiotiques suivants sont ajoutés par liire de milieu : Bacitracine,
2 500 U,3 Colimycine 200 000 U.; Néomycine (base)} 100 mg: Mycostatine, 25 000 U,
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STOCKAGE DES CELLULES BHK DANS DE 1'AZOTE LIQUIDE

Les oellules méres d'ensemencement sont préparées & partir de cultures en sus-
pension de cellules précooement repiquées et maintenues & -=196°C avec du diméthyl-
sulfoxyde & 5 pour cent (Doughtery, 1962; Porterfield et Ashwood-Smith, 1962; Panina
et Dal Prato, 1965).

Les cellules sont conservées dans des ampoules de 1 ml (Wheaton 6201-843),
chzoune de celles-ci contenant environ 3 x 105 cellules. Cette technique permet aux
cellules de demeurer vivantes pendant au moins deux ana., L'équipement est fabrigué
par Linde-Union Carbide Co,

REACTIVATION DES CELLULES BHK CONGELEES ET PREPARATION D'UNE

NOUVELLE CULTURE EN SUSPENSION

Cing ampoules de cellules congelées sont rapidement décongeldes, diludes dans
50 ml de milieu pour culture en couche monocellulaire et servent ensuite & ensemencer
une boite de Roux. Aprés 24 heures d'incubation, le milieu est changé, Trois ou 6
quatre jours plus tard, on obtient une couche monostratifide comptant environ 80 x 10
cellules, qui est ensuite trypeinisée. Les cellules sont centrifugdes et servent &
ensemencer un flacon & agitation magnétigue de 1 500 ml, le volume de la culture étant
de 400 ml. Les cellules sont sousmises, au moyen d'aimants recouverts de Téflon,
a3 une agitation entretenue 4 l'aide d'un dispositif (300 tours/minute) semblable &
celui déorit par Smith et Burrows (1963). Notre appareillage diffdre en ceci que nous
utilisons un bain-marie & 36°C qui peut recevoir & flacons. Aprda la 24éme heure, on
ajoute des suppléments d'acides aminés et de tryptose. Les cellules augmentent de
sept & huit fois environ en l'espace de trois jours.

Les cellules cultivées en flacons soumis &4 agitation magnétique sont transférées
(sans cenirifigation) dans un fermentateur de 5 litrems. 4 l'aide de transferts en
gérie dane de tels fermentateurs, on obtient les cellules servant & ensemencer le
récipient de 150 litres.

Pour les cultures immergées dans les fermentateurs de 5 litres, nous utilisons
le Fermentor Model F-05 et le Fermentor Drive Assembly pour trois fermentateurs
{New Brunswick Scientific Co.)}.

Les cultures sont soumises & une agitation de 3150 toura/minute et, aprés
24 heures d'inoubation, sont aérées au-dessous de la lame hélico¥dale (350 ml d'air
par minute),

Avec cet appareil, aucun systeéme de contrdle automatique du pH n'est nécessaire.

Des suppléments d'acides aminés et de tryptose sont ajoutése aprés 24 heures
d'incubation.

Vers le le ou le 4e jour d'incubation, les cellules ont augmenté de 7 & 8 fois
dans chaque fermentateur de 5 litres.

Plusjieurs facteurs jouent un réle important dans la mise en route et l'entretien
des cultures en suspension, notamment : 1) le nombre initial de cellules par ml @
2-3 x 102 cellules/ml environ est la densité minimum qui permet & la oulture de parvenir
en un temps raisonnable 4 la phase de développement logarithmique; 2) contrdle de 1la
stérilitéd; a4 tous les stades de la préparation des cellules méres, il faut prélever
des échantillons de cultures tissulaires pour en vérifier la stérilité buctérienne.

CULTURE IMMERGEK DANS La CUVE DE 150 LITRES

Notre cuve de 150 litres est oongue & peu prés comme celle de 30 litres décrite
par Telling et Elasworth (1965);3 les seules différences concernent la dimension et la
méthode d'agitation.
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la cuve mesure 45 om de diamdtre et sa partie oylindrique 110 cm de long; le
fond en forme de coupelle & 2 om de profondeur.

L'agitation est obtenue au moyen d'une lame hélicofdale {diamdtre de la lame
24 om, distance entre les pales 13 cm) dont la vitesse de rotation est de 150 tours/
minute.

La méthode utilisée pour contréler le pH est identique & celle décrite par
Telling et Stone (1964) et Telling et Elsworth (1965), & ceci prés que notre équipement
ea3t congu pour 6 ouves. Noue employoms un seul pH-metre industriel de la marque
Jonosis (type pH SC), relié & un enregistreur % six bornes (type SP), un indicateur
(type RD3aD) avee¢ oontact minimum et maximum, 6 chalnes d'électrodes, 2 soupapes de
contrdle pour chaque cuve et plusieurs relais auxiliaires. Tous ces instruments sont
fabriquée et fournis par la firme SIS (Milan).

Avec une cuve de 150 litres, nous pouvons produirg en 4 jours 216 litres environ
de suspension cellulaire d'une densité de 2,2 -~ 2,5 x 10° sellules viables /ml. La
courbe de croissance danes une ouve de 150 litres est indiquée au tableau 1.

Le oyocle de production eat le suivant ¢

Dans la cuve de 150 litres, on verse 100 litres de ?ilieu de culture, puis
8 litres de cellules en suspension d'une densité de 3 x 10 /ml.

Apregs 24 heures d'incubation, on ajoute 6 500 ml d'acides aminés et 1 100 ml de
bacto-tryptose.

Apres 48 heures d'inoubation, on retire 106 litres de suspension cellulaire &
l1luide d'un systéme & air stérile en surpression, que l'on remplace par 100 litres de
nouveau milieu.

Apres 72 heures d'inoubation, les mémes supplémente que précédemment sont ajoutés
ety & la 968me heure, on réoolte toute la oculture cellulaire (environ 116 litres).

La cuve de 150 litres est ensuite lavée et stériliséde, et un nouveau cycle de
rroduction e¢st mis en route avec un inoculum de suspension cellulaire préparé dans les
fermentateurs de % litres.

Nous recommandons ce processus de production afin d'éviter le prodbldme de conta-
mination bactérienne qui rieque de se poser dans le cas des ocultures continues en grande
cuve .

Comme indiqué plus haut, l'inoculum de cellules pour la culture dans 1ls ouve de
150 litres est préparé dans les fermentateurs au moyen de transferts en série dans des
fermentateurs de 5 litres. Ces transferts en série se poursuivent pendant un moia
environga® en ous de contamination bactérienne.

PRODUCTION DE VIRUS

4. SUR COUCHES MONOCELLULAIRES EN FLACONS ROULANTS

1., Préparation des couchee monccellulaires

les cellules en suspension mont diluées, suns sédimentation ou centrifugation
préalables, dans le milieu de culture pour couches monostratifides, puis ensemencées
dans les flacons roulants (Ubertini et al., 1963).

Nous utilisons des ocellules qui se trouvent encore dans la phase de développement
logarithmique («u maximum 48 heures de oroissance en suspenaigg). Dans un flacon de
1 000 ml, on ajoute 200 ml de milieu contenant de 10 & 30 x 10° cellules.
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Bn regle générale, la couche monocellulaire atteint un développement satisfaisant
en oing jours avec la quantité la plus faible de cellules et en irois jours avec la
quantité la plus élevée,

Pendant la période d'inoubation, le milieu de culture n'est pas chungé. 4 la
fin de léinoubation, le nombre total des cellules dans chague flacon est d'environ
250 x 1Q°,

2. Production de virus sur couches monocellulaires

Le milieu de culture est retiré, puis remplacé par 7O ml de milieu d'entretien
contenant du virus (adapté apres 3 ou 4 repiquages sur cellules EHK) présentant un
titre de 0,05 DCT5p par cellule.

Aprées un temps d'incubation variant entre 20 et 24 heures, on recueille le

liguide renfermant le virus. A ce moment, la couche monocellulaire est & peu prés
lysée.

Le'virug (types 0, A et C) obtenu selon cette technique, présente en général un
- titre de 10~1» /ml chez le souriceau non sevré.

B. PRODUCTION DE VIRUS EN SUSPENSION

Les cellules propagées en culture en suspension profonde sont sépardes du
milieu de oulture par sédimentation pendant deux jours & 4°C dans des flacons de 5 &
10 litres.

Apres élimination du surnageant, les cellules sont remises en suapension par
adjonction d'une quantité de milieu d'entretien suffisante pour assurer une concentra-
tion d'environ 3 x 100 callulea/ml, puis elles sont infectdes avec du virus adapté sur
cellules BHK (0,1 DCTyp par oellule).

Le virus d'ensemencement est une préparation frafche obtenue aprés un repiquage
sur couche monostratifide de cellules BEK,

Aprés inoculation, les cellules sont maintenues, sous contrdle gazeux automa—
tigue du pH, dans un fermentateur de 5 litres ou une cuve de 40 litres de méme conception
que la cuve de 150 litres décrite plus haut. Les cellules infectées sont maintenues
4 une température de 36°C et & un pH de 7,6 et sont soumises & une agitation de
150 tours/minute.

Lz courbe expérimentale de la multiplication du virus est semblable & celle
décrite par Capstick, Garland, Chapman et Masters (1965). Aprés 20 & 30 heures d'incu-—

ba?ion, on obtient des titres infectieux (DI50 souris) comprie entire 107/ml et
1015/m1,

MESUHE DE L'EFFICACITE DES VACCINS

Les vaocine sont préparés selon notre technigque habituellej les liguides qui
renferment le virus sont centrifugds puis traités au chloroforme, adsorbés sur hydroxyde
d'aluminium et inactivés au formol (0,05 pour cent) & 25°C pendant 48 heures. Le
nombre de DIsp de virus contenues dans 1 ml de vaccin est indiqué au tableau 2.

Les tests d'efficacité mont effectuds sur le ocobaye.

Des dilutions de vaccine aveo tampon au carbonate-bicarbonate de sodium sont
inooulées par voie sous-cutanée & des groupes de 8 cobayes.

Quinze jours aprés la vaocination, les animaux sont éprouvés par une inoculation
intradermique dans le ccussinet plantaire d'une patte postérieure avec 10% DGgp de
virus homologue adapté aux cobayes aprés 7 repiquages. la DP50 eat caloulée Belon la
méthode de Reed et Muench.

Les résultats sont indiqués auw tableau 2.



Tableau 2 :+ Efficacité des vaccins antiaphteux inactivés préparés

a partir de différentes aources de virus

Sources de virus

9150/-1 *

DPgo/ml *%

Couches monostratifides de celluleas BHK en
flacons roulants

Cellules BHK en cultures en suspension
profonde (mélange de 8 lote vacoinaux
différenta). Virus récoltd 20 heures
apres l'infection.

Comme ci-dessus, le virus étant récolté
30 heures aprés l'infeotion

Cellules BHK en cultures en suspension
profonde. Virus récolté 20 heures
apres l'infection.

Comme ci-dessus, le virus dtant récolté
30 _heures aprés l'infection

Méthode de Frenkel

Couche monostratifiée de cellules rénales
de weau en flacons roulants.

7,50

7,18

6,97

7418

6,95
T355

1515

0,048

0,062

0,028

0,071

0,076
0,085

0,062

* = Log. 10 DIbO (souris)/ml de vaccin

** = Dose de vaccin protégeant 50 pour cent des cobayes.
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Les données de ce tableau permettent de conclure & la possibilité de préparer
des vacoins avec les virus produits sur des cellules BHK {ocouches monocellulaires en
flacons roulants ou en suspension) aussi bons que les vacoins préparés avee des virus
cultivée selon la méthode de Frenkel ou sur couches monostratifides de cellules rénales
de veau.

TESTS D'INNOCUITE (CANCERQGENICITE)

Le fait que les cellules BHK 21 viables intactes peuvent provequer dee tumeurs
chez le hamster syrien (Defendi, Lehman et Kramer, 1963; Tamar, Gotlieb, Stematsky
et Reni Shilo, 1964; Hale et al., 1965) noua a amené & nous demander a'il était
possible d'utiliser ces cellules pour produire du vaccin.

On dispose maintenant de gquelques donndes bien établies & ce sujet.

Capetick et Garland (1965) ont déclaré que les cellules viadbles ne pouvaient
provoguer des tumeurs que chez le hameter, Aucun effet canocdrogéne n'a 6té observd
chez les autres animaux incoulés (bovins, ovins, porcins, rats, lapins, cobayes et
souris).

Kang, Pay et Brucewell (1965) ont confirmé que des doses élevées de cellules
BHK 21 (10°) n'exercent aucun effet sur les bovine au cours d'une période de 16 semmines.
Ils ont également démontré gue du vaccin antiaphteux modifié vivant, préparé i partir

de cellules BHK, ne provoque pas l'apparition de tumeurs ohez le hamster.

Ils signalent qu'environ 5 millions de doses de vacoin inactivé préparé avec
du virus obienu sur cellules BHK ont é1%é administrées & dee bovins. Aucun signe
d'association entre les cellules BHK 21 et des méoplasies n'a été observé chez les
animauxr vaccinés. Keeble et Heymann (1965) n'ont pas réussi & provoquer dee tumeurs
chez le hamster par inooulation de cellules BHK traitées avec de la béta-propiolactone
et aveo du virus de la maladie de Newoastle préparé sur cellules BHK et inactivé avec
de la bé&ta~propiclactone.,

Afin 4'étudier la question de plus prés, on a essayé de provoguer des tumeurs
chez le hamster syrien selon les procédds suivants :

1. Cellules BHK viables intactes. Des cellules ocultivées en suspension ont été
centrifugées et remises en suepension dans du milieu d'Bagle pour obtenir, dans un
inooulum de 1 ml, le nombre des cellules indigué dans le tableau 2 (entre 10 et
10 millions).

2, Extraits exempts de cellules BHK. Des couches monocellulaires (3 x 108 cel-
lules) avec 10 ml de milieu d'Earie plus 0,5% de lactalbumine ont été oongelées
{-30°C) et décongelées i trois reprises. Aprds centrifugation, le surnageant a été
filtré sur une membrane MF Millipore du itype HA. Le filtrat a été incculd nom dilué
aussi bien que dilué au 1/10 et a1#100 (dans du milieu d'Earle + 5% de lactabulmine).

3. Cellules BHK formolées. Des cellules (6 x 106/m1), en suspension dans du
milieu d'Eagle tamponné au glycocolle afin d'ajuster le pH 3 8,2, ont été traitées
avec du formol (concentration finale 0,05%) et maintenues & 25°C pendant 44 heures.
Cette suspension cellulaire a §té inoculde non dilude ainsi que diluée au 1/10.

4. Cellules BHK ohloroformées. Des cellules (6 x 106/m1) en suspension dans
du milieu d'Eagle, ont 6t8 traitfes a 5°C avec du chloroforme & 1,2% pendant 1 heure,
centrifugées, remises en suspension dans du milieu d'Eagle, puis itraitdes aveoc du
obloroforme & 0,8% pendant 14 heures, centrifugées et remises en suspension dans le
méme volume de milieu d'Eagle qu'au début.
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5. Virus inactivé prépard sur cellules BHK. Le virue a été& cultivé sur couche
monocellulaire en flacons roulants (250 x 10° cellules par flacon). On a ajouté une
certaine gquaniité de milieu d'entretien, ainsi que du virus d'ensemencement de manidre
a obtenir, danse 1,5 ml, le virus 1libéré par 18 x 10° cellules. Le virus a été traité
avec du chloroforme & +5°C (& 1,2% pendant 1 heure et & 0,08% pendant 14 heures) et
inactivé avec du formol (concentration finale 0,0%%) pendant 44 heures & 25°C. Le

virus inactivé a été inoculé aussi bien non dilué que dilué au 1/5.

6. Vacecin antiaphteux inactivé. La méthode de préparation oconsiastait & mélanger
une partie de virus avec une partie de gel d'hydroxyde d'aluminium, tamponner avec du
glycocoolle, ajouter du formol jusqu'd concentration finale de 0,05% et conse: ver le
mélange & 25YC pendant 2 jours. Le pH final du vaccin &tait de 8,2. Le virus a &té
préparé sur couches monostratifiées de cellules BEK en flacons roulants, traité &

%°C avec du chloroforme (i 1,2% pendant 1 heure et 3 0,8% pendant 14 heures), puis
centrifugé. L'inoculum vacoinal de 1,5 ml contient le virus libéré par 107 cellules
BEK.

Les animaux d'expérience dtaient des hamsters eyriens pesant de 60 & 70 g. Omn a
adopté la méthode d'inoculation par voie sous~cutande. Les hamsters ont éié observés
pendant une année. Au cours de cette période, quelgues animaux ont succombé, leur
décds étant di & différentes causes. Ces animaux, une fois constatée 1l'abserce de
tumeurs, n'ont pas été retenus dans les résultats.

Les régultats sont indiqués au tableau 3.

On peut conclure que ssules les cellules BHK 21 intactes viables sont capables
de provoquer des tumeurs chez le hapster,

Aucun effet cuncérogéne n'a été observé avec lea cellules BHK 21 formolées ou
chloroformées, ni avec leurs dérivés conme les exiraits exempts de cellules et les
virus inactivés exemptis de cellules.
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TABLEAU 3

Eesais de cuncérisation de hamsters syriens avec des cellules BHK 21
et leurs dérivéa. Résultats obtenus en un an.

Nombre de tumeurs

Inoculum Dose positives' *
l. Celluies BHK viables intaotes 10t cellules o/5
10° " 10/15
103w 8/14
104 t 17/23
100 v 25/25
10° " 25/25
2., Extrait exempt de cellules BHK ml 1 non dil. 0/10
(préparé & partir de 30x107 cellules/ml) ml ) dil. 1/10 0/10
ml 1 dil. 1/100 0/10
3. Cellules BHK formolées ml 1 non dil, 0/117
(6x106 cellules/ml) ml 1 dil. 1/10 0/24
4., Cellules BHK chloroformées ml 1 non dil. 0/42
(6x106 cellules/ml)
5. Virus aphteux inactivé préparé sur ml 1,5 non dil. 0/41
cellules BHK ml 1,5 dil. 1/% 0/17
6. Vaccin antiaphteux inactivé (virus
préparé sur cellules BHK) m} 1,5 non dil. 0/33

* Nombre d'animaux réagissants/nombre d'animaux inooulés.
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ANNEXE
VACCIN ANTIAPHTEUX CONCENTRE PREPARE A PARTIR DE CULTURES CELLULAIRES

par

Girard H.C., Siiteli M., Sentiirk M., Ckay G.,
Yongu 4.D., Bayramoglu 0.S., Unliileblebici N., Boz C.*0ral M,

INTRODUCTION

Depuia que 1a culture de tissu a été utilisée pour reproduire le virus aphti :X:
Sellers (1), Bachrach st al (2), Peterman et al. (3), Weslen et Dinter (4), Mazzaracnlio
et al (b), les progres } dans les techniques ont &té tels que 1l'on peut & présent produire
du virus & grande échelle : Ubertini et al (6), Bachrach et al (7) et méme parvenir 3
une production industrielle du virus grdoe & l'utilisation de flacons roulants : Leunen
et al (6,10), Ubertini et al (9) Polatnick et al (11).

Durant cette période, de nombreux chercheurs (voir référence dans Fontanelli
ot al (i2) ont étudid le comporiement du virus aphteux au cours de sa multiplication
en ocultures de couches monocelliulaires. Ces études ont dégugé les faits suivanta,
généralement admis, s'agissant des facteurs importants qui facilitent 1la culture du
virus aphteux :

1) on obtient une fixation plus rapide du virus aux oellules en retardant 1l'addition
du milieu de culture : Sellers (13), Patty et Noroross (14).

2) La limitation du volume de liquide recouvrant les cellules, permet la concentration
de 1'antigéne: Patty et al (14), Ubertini et al (9);

1) en effectuant la culture de virus, en l'absence de sérum, on obtient une meilleure
multiplication du virus: Sellers et al (15), Graves (17).

Les premiers essais de protection du bétail aveo des vaccins pratiqués &
partir de virus aphteux obtenu en culture de couches monocellulaires ont été rapportéds
par Mazzaracchio et al (17-18) Dinter et Wesselen {19), Armbuster et al (20-21),
Ubertini et al (22), Leunen et al (23).

A l'heure actuelle, des vaccing antiaphteux préparéds en cultures de tissus
sont produits régulidrement dans de nombreux laboratoires et utilisés avec sucocds pour
la prophylaxie de la maladie dans quelques puys. Et on s'accorde, d'une manidre
générale, pour arréter la culture de virus dés la lyse cellulaire, aprids environ 18-24
heures. Cependant, d'une fagon générale, les vaccins de culture de tissu doivent
&tre employés i une dose relativement élevée pour &tre efficaces: 20 ml selon
Mazzaracchio et al (18), 30 ml selon Armbuster et al 220 s 40 ml selon Ubertini et al
&22) (vaccin expérimental), 20 ml selon Leunen et al (23}, 15 ml selon Cardassis et al

24). 11 est sans aucun doute, comme 1l'ont montré Ubertini et al (25), possible de
réduire le volume de la dose en oconcentrant le vacecin, mais on doit utiliser ume
quantité relativement importante de suspension virulente.

D'un autre cété, Randrup (26), Brown et Criok (27) ont montré que les deux
compeosants du virus aphteux 7 mu et 25 mu étaient antigéniques, mais que seul le 25 mu
était immunigbéne. En oonadquence, le test de fixation du oomplément révdle la préamence
de deux composants sans distinotion. Ensuite, Mussgay (28), Brown et Cartwright (29)
ont montré que l'arcton 113 était capable d'éliminer le composant mu, sans altérer le
composant 25 mu, c'est-a-dire la partioule immunigdéne. En consdéquence, le test de
fizxation du oomplément de la suspension virulente traitée par l'arcton devient un indice
de mesure de la puissance du vaooin: Brown et Newman {30). Appliquant la méthode &
1'8tude du virus aphteur Asia 1, Girard et al (31) ont trouvé le moyen de produire un
vaogin correspondant.

# Laboratoire de la fiévre aphteuss, Etlik, Ankara, Turquie.
P ’
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Cet artiole indique l'évolution du composant 25 mu, pendant la multiplication
du virus aphteuxr mesurde par l'antigdne traité par l'aroton fixant le complément, En
outre, sont décrites des expériences dans lesquelles le virus multiplié en cultures
de cellules rénales de veau et recueilli au moment le plus convenable, est transformé
en vacoin et &prouvd,

MATERIEL ET METHODES
Virus
Les virus aphteux suivants ont 4té utiliséa:

1) Une souche Moyen-Orient, Spizocotie 1965, identifié A22 par le Laboratoire mondia
de préférence provenant de Mahmatli, province d'Ankara, passée régulidrement et titrée
sur bovin, Ce virus naturel a §t6 utilieé pour éprouver les vaccinas et pour culture
tissulaire de virus. Dans le cas olt le virus d'origine Frenkel a &1t§ employé comme
virus d'ensemencement pour lee cultures de tissu, ¢e virus naturel a d'abord 4t4
multiplié sept foie sur oulture Frenksl,

2) Virus O, souche locale, venant de Hamadiye, province d'Ankara, de l'épizootie 1965,
trds proohe de O0l, selon le laboratoire de Pirbright. Ce virus a 6t6 aussi multiplié
régulidrement et titrd sur bovin, Il a &t6 utilisé pour Sprouver le vacoin et multi-
plié sur culture de cellules rénales de veau.

Culture de cellules

les cellules ont 616 extraites du rein de veau par la trypsine, selon la m&thode
recommandée par Ubertini et la (9). Des plagques confluentes de cellules ont &té
rroduites en bouteilles de Poviisky de 5 litres pour la production de vaccin, en bouteil-~
lee Povitsky de 2 litres pour le passage du virus, en bouteilles de Blakes pour les
courbes de oroimsance, en bouteilles de prescription de 4 onces pour le titrage du virus,

Le milieu nutritif des ocellules Stait comstitué d'une solution saline de
Earle, oontenant 0,5 pour cent d'hydrolysat de lactalbumine e+ 10 pour cent de sérum.
Le milieu pour la multipliocation du virus était le méme, mais pane sérum., Des antibio-
tiques ont 6t ajoutés auxr oconcentrations suivantes: pénioillime 100 unitée/nl,
streptanyoine 0,1 gr/litre et mucostatine 50 unités/ml.

Ltadsorption du virus apnteux a §t8 effectube & 37°¢ pendant wne heure. Nous
avons utilisé 8 ml de virus par bouteille Povitsky de 5 litres, 4 ml par bouteille
Povitsky de 2 litres, 2 ml par bouteille de Blakes 0,1 ml par bouteille de prescription
de 4~0z, Toutes les cultures ont &1t8 lavdes avant d'asjouter le virus, Aprds adsorption,
e virus inadsorbd a &té enlevs, Le milieu nutritif nécessaire au développement du
virus 8 ensulte §té ajouté, 3 raison de 250 ml pour les Povitaky de 5 litres, 100 ml
pour les Poviteky de 2 litres, 50 ml pour les Blakes, 15 ml pour les bouteilles de
prescription, Les oultures ont enfin &6t6 mises A& l'étuve 3 37°C pendant des durées
différentes,

Darspdires
Nous avons étudié le titre d'infectiosité (IT), le titre antigénique (AT) et
le titre antigénique de la suspension virulente traitée par l'arcton (ATAT).

1) Le IT a 6té déterniné en culture de tissu. Le virus a 6té dilué au 1/10, Hous
avons utiiisé trois bouteilles de presoription pour chaque dilution. Nous avons
sxprimé le IT par le cosfficlent logarithmique/I ml.

2) AT, Pour §tre trde mrécis, le tiire antigénique surait dfl Stre mesuré 1a

recherche de l'hémolyse 50, telle que ia dforit %rooknby (32), ou par 1a mgziodo
spectophotométrique de Oaler, Strauss et Mayer (33), appliquée A la fidvre aphteuse par
Roumabtsieff et al (34), Malhe » pour de nombreuses raisons d'ordre looal

nous avons été obligés d'employer la méthode semi-quantitative selon Traudb et HBhlmnﬁn(35)

Camand (36), En conségusnce, nos courbes de croi
que quantitatives, ’ roissance de virus sont plus indicatives
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3) ATAT, La méme remarque que ci-dessus doit e'appliquer A notre Stude des titres
antigéniques du virus traité var l'arcton. L'arcton 113 a ét8 fourni par ICI Ltd,
London., L'extraction par aroton a 6t effectude par agitation A 1'aide de 1'omnimixer
pendant 2 minutes, en utilisant 15 ml de suspension virulente et 10 ml dtarcton et
ensuite par centrifugation 2000 tours par minute, pendant 5 minutes, et extraction de
la phase aqueuse. Nous avons répété 1'opération jusqu'd oe qu'il n'y ait plus de
précipité, généralement trois fois,

Vaoocin

1) Préparation du vaocin

Nous aveons utilisé la formule suivantes

~ virus de culture de tiseu 4,65 ml
- tampon au glucocolle pH=9 0,05 ml
—~ 8olution de formol & 5 pour cent (concen-
tration finale 0,05 pour cent) 0,05 ml
= saponine & 10 pour cent dans tampon au
glycocolle pH=7 0,25 ml
Dose wvaccinale 5 ml

la gaponine a ét6 fournie par 1'Institut frangais de la fidvre aphteuse,
LYON, Cette saponine étant acide, nous 1l'avons neutraliasée avec une solution tampon
de glycocolle. Ltinactivation au formol a 6té complétée par chauffage & 26°C pendant
48 heures,

2) Contrdle du vaccin

Pour vérifier 1l'efficacité de nos vaccine, nous avons utilisé le test clasaique
de Schmidt et Fogedby (37)e Le virus de bovin correapondant a &t& dilué, selcn son
titre d'infectiosité, pour obtenir 10,000 ID 50/0,1 ml et injecté par voie intradermo-
linguale en deux points (0,1 ml chaoun) aux bovins éprouvés, 21 jours aprds vaccination,
La lecture a 8t6 offoctude los 3dme et 63me~Tdme jour,

La dose vaccinante 50 pour cent (DV 50) a 6t6 en premier &tudide par Henderson
ot Galloway (38) et largement employde par Mackowiak et ses collaborateurs (39,40,41,42,43)
La dose protectrice 50 pour cent est la dose de vaccin néceasaire pour protéger la moitid
d'un groupe de bovins. Seuls les animaur n'ayant pas de lésions secondaires podales ont
été considérés comme protégés et tout animal ayant des léeions secondaires podales, méme
une seule, a 6t6 conaldérée comme non protégé. Le caloul a été effectus selon la méthode
de Reed ot Muench (44), Suivant Henderson et Galloway (38), les vaccina ont 6t6 &prouvés
4 une différence de volume approximativement voisin de 3, En falt, nous ne connaissions
pas la réceptiviiéd de nos bovinga, mais nos résultats montrent ?u'on aurait di (pour

toujours encadrer le DV50) utiliser, oomme Mackowiak et ooll, 41-42), la dilution de
vacoin de volamin 4,

Comme nous avons conaidéré la dose de saponine de 25 mg, Girard et al (31),
comme la quantité de saponine minimun mais nécessaire pour produire le meilleur effet
ad juvant, nous avona toujours utilisé cette quantité pour compl8ter le vaccin dilud,

Le diluant complémentaire a &té le carbonate tampon, tel qu'il a 6té défini par
Mackowiak et al (43),

Quatre groupes de 5 bovins ochaoun ont Tegu sous un volume de 4,95 ml;

- groupe I 4,95 ml de vaocin
= groupe II1 1,66ml w n
- groupe III 0,55ml n w

= &roupe IV 0,183 miy » »
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Leg dilutions de vacoin oni 6t effectudes comme indigué au Tableau Is

Tableau I Dilutions de vaccins antiaphteux

Désignation Groupe I Groupe TI Uroupe III Uroupe IV
Vacoin 4,95 1,65 0,550 0,183
Sol, de 10 pour cent sap. 0,1675 0,2225 0,24085
Carbonate tampon 3,1325 4,1775 4552615
Dose wvacoinale 4,95 ml 4495 ml 4,95 ml 4,95 ml

Vingt et un jours aprds vaccination, les bovins wvacoinds et les bovins témoins
non vaccinés - nous avons utilisé dans notre Spreuve 5 bovins témoins - ont &t inooculéde
par vols intradermolinguale en deux points, avec 10 000 1D 50 du virus approprié, pour
chacun d'eux,

RESULTATS
Expérience I

Les courbes de croissance du virus A ont §t6 étudibes plusieurs fois, en fonction
des trois paramdtres: IT, AT, ATAT, Le diagramme 1 (culture FTA 18 TC 31) le diagramme
2 (culture FTA 22 TC 45) et le diagramme 3 (FTA 27 TC 65), indiquent leur évolution.
D'une fagon générale, IT atteint son sommet A& la 18dme heure, AT est & son maximum vers
la 243me-308me heurs, ATAT atteint le palier vers la 303me-363me heure, Méme aprds
l'effet oytopathogénique et la lyse cellulaire, l'évolution du virus n'est pas terminde.

Expérience 2

Le but était d'étudier IT et AT aprds séries de passages du virus A, loreque
la culture de virus était recueillie i) aprds 24 heures) ii) aprds 48 heuresy i) 48 heu- -
ros aprés qufells ait&6té emsemencde aveo une oulture de 24 heures, Les résultats apparaissent
sur les diagrammes 4,5,6 et 7. Les passages en séries A partir de chaque oulture A
la 483me heure, montrent de grandes variations d'une culture A l'autre, particulidrement
en ce qui concerne AT, Les cultures en série de 24 heures sont plus régulidreas, Les
AT de oulfures en séries ensemencSes avec des cultures de 24 heures, mais récoltées

aprds 48 heures, sont plus élevés que oeux des oultures en série replquées au bout de
24 heures,

Expérience 3

Partant de oultures récoltées 3 la 24dme heure, lorsque 1'IT est encore &levé,
nous passons le virus A en série et récoltons la culture de virus aprds 24, 30, 48
heures. Les AT et ATAT de chaque culfurse ont 6té §tudiésy le diagramme 8 indique que
les résultats des AT et ATAT sont toujours plus Slevés aprds oulture de 30 heures
qu'aprds culture de 24 heures, En co qui oconcerne les cultures de 30 heures et les
cultures de 48 heures, les AT et ATAT sont égaux ou généralement en faveur des cultures
de 48 heures. L'IT est également mentionné sur le diagramme 9, L'IT diminue toujours
quand on va des ocultures de 24 heures A celles de 48 heures.
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Expérience 4

Du vaccin saponiné du type A a &t préparé gvgc du virus de culture de tissu,
. passage 8, durée de la culture 30 heures, IT « 1072¢7 ATy 1/40=2, ATAT: 1/20=2,
et injectd aux bovine & la dose de 5 ml.

Les résultats de l'épreuve effectude 21 jours aprds la vaccination sont indiqués
au Tableau II, Chez tous les animaux témocine on a assisté & une infeciion généralisde,

Tableau II = Epreuve sur bovins du wvaccin type A préparé en culture de tisau

Bovins Désignation Léei .ons d'Sovreuve

langue Bouche Piade
Locale~totale

376-409 0

363-336 0

414=355 Vaccinds o]

379-402 0

374-387 0

428-354 0

308-378 + + + HH

343=401 Témoins + + + 44t

348-359 + + + 0++0

364-400 + + 0 +040

Il n'a pas 6t noté de lésions, méme su point d'injection du virus sur les
bovina vaccinés,

Expérience 5

les courbes de croissance du virus type 0O en culture de tissu sont transcrites
sur les diagrammes 10, 11, 12 en termes de paramdtres. IT atteint généralement son
maripum vers la 163me heure, mais parfois dds la 1283me heure. AT et ATAT sont tous
deur & leur palier autour de la 243me heure. Ensuite la souche 0, Turquie 1965 (appa-
rentSe 4 O1) se multiplie apparemment plus vite et atteint sa maturité plus &t que
A 22 (Souche A, Moyen-Orient),

Expérience 6

Le développement rapide du virus O ne nous permet pas de montrer avec la méme
clarté qutavec le virus A la diffSrenciation, en termes de durde, de chaque paramdtre,
Néanmoine, il était intéressant d'&tudier les paramdires de deux cultures de 24 heures,
1'une ensemencéde avec une culture de 16 heures, lorsque IT est A son maximum, l'autre
passde en série de 24 en 24 heures. Les diagrammes 13 et 14 indiguent l'un AT et ATAT
1l'autre IT, PFn ce qui oconcerne IT, nous ne notons pas de différence significative.

Il on est différemment pour AT et plus partioulidrement pour ATAT., Dans lee cultures

de 16 & 24 heures, c'est-A-dire ensemencées avec un virus passé en série de 16 en 16
heures et récolté & la 24dme heure, les ATAT sont toujours plus Slevés qufavec un

virus pagsé en série de 24 en 24 heures, Apparemment, le meilleur virus d'ensemencement
eat celui récoltd zu marimum de sa virulence,
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Exvérience 7

Deux doses de 5 ml de vaocins inactivés & la saponine ont &t6 préparées avec du
virus de culture de tissu, type 0O, pressage 11, mais l'un d'eux, nous l'appellsrons
16/24, provient d'une oculture ensemeno§e avec des cultures en série de 16 heures,
ltautre = 24/24 - provient de passage en série de 24 sn 24 heures, Les paramdtres de
os virus sont indiqués au Tabdbleau III,

Tableau III - Paramdtres du virue utilisé dans la préparation du vaocin

Virus de oulture

de tissu Ir ' AT ATAT
16/24 10547 1/40=3 1/30m2
24/24 107204 1/30a3 1/20=2

Ces vaccine ont 6té 6proug_6§ 21 jours aprds leur injeotion, avec du virus natu-
Tel O, passage 6 sur bovin, IT 10~°/0,1 ml, aves 10 000 DI 50 x 2, Les résultats sont
indiqués au Tableau IV, Les deux vaccins sont efficaces et du fait que leurs paramdtres
sont trds proches, il n'y a apparemment pas de différence entre eux,

Tableau IV - Epreuve du vaccin 0 de oculture de tissu sur bovins

Lésione d'§preuve
Bovins Déaignation % Bouche Pieds
Locale Totale

R Y

LFL. LHL BEHL RFL

391=455 Vacoin 16/24 0 0 0 0 0 0 0
412=413 dose 5 ml 0 0 0 ) ] 0 0
392436 Vaooin 24/24 0 0 0 0 0 0 o]
433-443 dose 5 ml 0 ] 0 0 ] 0 0
466 Témoinsg + + + + + + +
461 + 4+ + e + + +

Ainsi, nous avons essayéd Qe différencier la valeur respsctive de chaque wvaccin
- vacoin 16/24 et vaoccin 24/24 par ltétude de la DV 50, Les vaccins ont 616 injeotds
sux groupe I (dose mormale), groupe IT (1/3 de dou?? groupe IXX (1/9 dome), groupe
IV (1/27 doss),

Pour 1'épreuve, nous avons rafrafohi notre virus 0 bovin, passage V, par deux
passages suncessifs sur bovin et nous avons titré & nouveau le passage VII. Le titre
de virulence a 66 de 10~T+7/0,1 a1,
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. Les résultats enregistrés aux 3dme et 63dme jourssuivant l'inoculation d'épreuve,
*\v sont indiqués au Tableau V, 1

Le caloul de la dose vacoinale 50 pour cent du vacoin 24/24 peut Stre &tabli
comme suits

Dose ml Log.dose Résultats Résultats 9 protection
ohbservés aocumulés
+ - + -
4,95 0,694 5 0 17 0 100
1,65 0,217 5 0 12 0 100
0,55 T,740 4 1 7 1 87
0,183 1,262 3 2 3 3 50

dans ce cas la DV 50 est immédiatement connue: DV 50=0,183 ml, mais de fagon plus
générale;

87-50
87-50

C'est pourquoi la dose vaccinale 50 pour cent = 0,183 ml

log DV 50 = T,740-(0,478 x

) - i’ 262

La DV 50 du vaccin 16/24 ne peut pas 8tre calculde du fait gqu'elle est en
dehors du diagramme, néanmoins, elle n'est slirement pas trds éloignde de la IV 50 du
vaccin 24/24. Ceci doit seulement montrer gqu'd une meilleure ATAT correspond un
vaccin de meilleur pouvoir immunigdne.
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DISCUSSION

Dans la produotion d'un vaccin antiaphteux conoentré & partir de culture de
tissu, deux facteurs peuvent imervenir. En premier lieu, l'addition de saponine, en
second lieu la qualitéd immunigdne du virus,

En ce qui concerne la saponine, Strobbe et al (45) réduisent la dose tovine de
leur vacein de 20 ml & 10 ml A la suite de l'action de la saponine, bien que dana leur
travail, du fait qu'ils ont mélangé virus naturel Frenkel et virus de culture d- tissu,
il soit diffioile d'établir l'action 3 imputer au virus de culture de tissu, Mais
Schneider et &l (46) ont produit un véritable vaccin de culture de tissu concentré
la dose bovine &tant de 5 ml, en employant 2 ml de suspension virulente, Dans notin
cas, du fait que nous ntutiliasons plus d'hydroxyde d'alumine, la concentration est
encore plus facile,

En ce qui concerne le virus, depuis 1952 Fogedby et Johnson travaillant avec

du viruse A ont montréd la valeur de ltaugmentation de la durée de culture du virus
Frenkel, pour produire un meilleur vacciny mais, par la suite, Henderson (48) travail-
lant aveo du virus A et 0 a montré que ce phénomdne §tait 1ié A 1la souche de virus,

En 1959, Sellers (13) montre avec un vaccin préparé A partir de virus multiplié en
cultures de tissu rénal de porc et injectd A des cobayes 1) que "des vaccins fabriqués
avec du virus réoolté & partir de 42 heuree et au=deld semblaient donner une meillesure
protection que dea vacoina préparés avec du virus récolté au bout de 18 heures",

2) que "des vaccins préparés 3 partir de réocoltes de 18 et 42 heures de cultures ayant
regu ltinoculum le plus important, ont conféré une proteotion meilleure que des vaccins
préparés & partir de réocltes de 66 et 90 heures, et que des vaccins prépards & partir
de récoltes de 42 et 66 heures de ocultures ayant regu le plus petit inoculum, ont donné

une protection meilleure que des vaccins préparés & partir de récoltes de 18 et 90
heures," Ces faits, apparemment en opposition, deviennent clairs si nous les exprimons
en termes de paramdtres. L'IT dont Henderson et Galloway (49) ont déclaré qu'il &tait
le paramdtre de référence pour produire un vaccin efficace et qui a 6té utilisé par
Frenkel lul-méme au début de 8a production de vaccin, n'a pas pu 8ire retenu comme
tel par Girard et Mackowiak (51-52), Moosbrugger 553;, Ubertini et al (54), Willems
et Leunen (55). 4 cet &gard, Frenkel et Robelin (56) ont par la suite affirmé "nos
donndes appuient la concluasion que 1'IT du virus ne peut pas &tre utilisé avec prdcisioen
pour &§valuer le taux d'anticorps se maintenant en préesence de titres d'infectivité
déoroissants, le titre d'infectivité ne mesure pas l'antigdne viral total",

Graves (16) a conclus "L'emploi de l'infectivité du virus pour apprécier l'efficaciié
du vaccin eat inadéquat du fait que les propriétée immunisantes stables se =aont
maintenues en présence de titres d'infeotivité en diminution. Du virus avec le plus
haut IT n'a pas néceassairement produit la meilleure réponse immunclogique”, Cependant,
1'IT reste un paramdtre important em ce qui concerne le virus d'ensemencement., En
vérité, nos données actuelles vont & l'appui de la conclusion que, avec une quantité
égale de virua d'ensemencement, le virus ayant 1'IT le plus 8levé donne les meilleurs
paramdtres lorsqu'il est multiplié. Si Girard et Mackowiak {51) ont oonsidéré que

AT était seulement un paramdire nécessaire pour §tre sfr que le virus récolté &tait
de bonne qualitd mais aon pour impliquer obligatoirement aa waleur antigénique,

,Dbertini ot al (54) Willems (55) ont ineisté, non sans raison (AT et ATAT se développent
souvent dans une direotion paralldle) sur l'importance de l'obtention d'un AT élevé
pour produire un bon vacoin. Mais Oirard et al (31) ont montré que, en ce qui
goncernait le virus Asia 1, avec un IT élevé, on n'obitenait pas toujours du vaccin
efficace. Depuis, Brown et Newman (30) ont montré que 1'ATAT est la véritable "mesure
in vitro de la puissance" d'un vaocin FMD, Girard et al (31) confirment ce fait en ce
qui concerne le vaocin Asia 1, Nos données actuelles viennent & 1l'appui de la
méme oconclusion,
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RESUME ET CONCLUSIONS

Le virus de culture de tiseu peut produire un bon "immunigdne" aumei bien que
le virus naturel ou de culture Frenkel, Cependant, pour tous les ovins, nous devons
prendre en conaidération la signification de leurs paramdtres. Le titre d'infectivits
aussi bien que le titre antigénique n'impliquent pas nécessairement la valeur du
vaccin correspondant, Concernant la production des vacoins de culture de tisau, le
virus d'ensemencement doit étre prélevé au maximum d'infectivité, aloras que, pour
obtenir du virus de valeur immunigdne maximum il doit Stre prélevé lorague le virus
trait§ & 1'aroton atteint son titre de fixation du complément maximum,

Avec un virus de_haut titre d'antigdne traité A ltarcton, 1'obtention d'un
vacoin concentré n'est plus un probléme, :
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