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Summary

EXPERIMENTAL STUDY OF POSTVACCINAL IMMUNITY TO SHEEP-POX VACCINES.

— Two live

virus sheep-pox vaccines have been prepared on lamb testicular cells from strains Perego and RM65.
Inocuity and activity have been compared to those of a commercial vaccine on a small number of lambs.
Immunogenicity has been studied through neutralizing and precipitating antibodies, and through chal-
lenge resistance (strain Held), using a protective index. Results show that Perego vaccine titrated at 10%
DICT50 gives a reliable immunity and does not provoke severe reaction post-inoculation. RM65 vaccine
of which protection index is lower, only avoid infection to generalize. Although some correlation exists
between seroneutralizing titers and protective index, virulent challenge appears and seems to give better

data with regards to the level of protection conferred.

La lutte contre la clavelée dans les pays infectés
repose essentiellement sur la prophylaxie médi-
cale. Selon le rapport annuel {1982) de la Direc-
tion de I'Elevage du Ministére de I'Agriculture et
de la Réforme Agraire du Maroc, seuls les vaccins
a virus vivant sont capables de protéger efficace-
ment les animaux. Mais on observe de grandes
variations entre les souches vaccinales selon leur
mode de production en culture cellulaire (El-
Harrak, 1976). De ce fait, il nous a paru utile de
comparer ['innocuité et I'efficacité de deux
souches du virus de la clavelée adaptées a la
culture sur cellules testiculaires d’'agneau aux
propriétés d'un vaccin du commerce préparé sur
cellules rénales de mouton.

Matériel ot Méthodes

1. Animaux

L'expérimentation a porté sur 20 agneaux ou agnelles

agés de deux 4 cing mois, de races Timahdit et Sardi, les
plus communément représentées au Maroc. Les
animaux étaient indemnes de vaccination et dépourvus
d’anticorps.

2. Souches vaccinales

2.1. Souche Perego.

Il s’agit d’'une souche d'origine algérienne adaptée en
cing passages aux cellules testiculaires d’agneaux, a
I'institut Vétérinaire de Sofia (Mateva et Stoichev,
1975). Elle a subi, dans notre laboratoire 11 passages
sur cellules testiculaires ovines. Deux préparations
titrant 102 et 10* DICT50/ml (dose infectieuse 50 % en
culture tissulaire) ont servi & I'immunisation.

2.2. Souche RMB5.

Cette souche, d'origine yougoslave, a été atténuée en
31 passages sur cellules rénales de mouton a I'Institut
Razi d'lran (Ramyar et Hessami, 1968). Elle a subi
11 passages sur cellules testiculaires de mouton et a
servi A la préparation de deux suspensions titrant 107 et
10* DICTS0/m.
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2.3. Vaccin témoin.

Il s'agit d'un vaccin commercial préparé sur cellules
rénales d’agneau avec une souche d’origine roumaine.
Ce vaccin est utilisé au Maroc dans les campagnes de
prophylaxie depuis 1978. Il titre 100 DICT 50 par dose
(0,1 mi).

3. Virus d'épreuve

La souche Held d'origine turque, a été passée deux
fois sur cellules testiculaires d’agneau au laboratoire de
Plum lsland, des services vétérinaires américains. Elle a
subi un passage sur mouton dans notre laboratoire. La
suspension virulente obtenue du claveau titre 1082
DR50/mI (dose réactive 50 % sur mouton).

4. Tests sérologiques

Les tests d'immunodiffusion en gélose et de séroneu-
tralisation ont été réalisés selon les techniques décrites
respectivement par Pandey et Singh (1972} et par
Martin et al. (1975). La séroneutralisation s’effectue a
virus constant (100 DICT 50/mi) et sérum variable {(dilu-
tions de 2 en 2) sur des plaques de microtitration ense-
mencées avec des cellules testiculaires de mouton.
Apres dix jours d’incubation 38 37 °C, le titre neutralisant
est calculé par la méthode de Reed et Muench.

5. Test d'innocuité

Les réactions locales et générales provoquées suite a
I'inoculation sous-cutanée des différents virus-vaccin ont
été surveillées au cours des deux semaines suivantes.

6. Test d’'activité

L'épreuve virulente par la souche Held a été pratiquée
sur 16 animaux, 21 jours aprés la vaccination. L'évalua-
tion de |'activité se fonde sur I'indice de protection, et le
cas échéant, sur 'observation de lésions secondaires et
d'une réaction généralisée. L'indice de protection est
apprécié par titrage du virus chez les animaux vaccinés
et chez les animaux témoins {au nombre de 4). Chaque
agneau rec¢oit au niveau du flanc, cing intradermiques
(0,2 ml) de chacune des dilutions du virus d'épreuve;
celles-ci allant de 1072 3 1077 pour les animaux vaccinés
et de 1072 3 1078 pour les témoins. La lecture des résul-
tats aprés sept jours permet de calculer le titre apparent
du virus: I'indice de protection (IP) représente la diffé-
rence entre le titre (en log) fourni par les témoins (T) et le
titre observé chez les animaux vaccinés (V):

IP=T-V

Résultats

1. Réactions post-vaccinales

1.1. Innocuité des virus-vaccins (tabl. 1)

Trois des quatre animaux ayant recu le vaccin
témoin ont présenté une réaction locale, se tradui-
sant par une tuméfaction de 2 & 4 cm de diamétre
évoluant au sixiéme jour vers la nécrose chez I'un
d'entre eux. Une légére induration, résorbée vers
le cinquiéme jour, a été observée au point d'inocu-
lation sur les animaux infectés avec le virus

Perego A la dose de 10* DICT50 (VP2). Dans les
trois autres lots {virus Perego a 102 DICT50, VP1;
et virus RM65 aux doses de 102 (RM1) et 10*
DICT50 (RM2)} aucune réaction locale n'a été
observée. Une réaction hyperthermique
(température > 40°C) s'est déclarée chez les
animaux des lots VP2 et VT, postérieurement a
I'inflammation locale.

1.2. Réactions sérologiques

Les anticorps précipitants sont présents chez
11/16 des animaux sept jours aprés la vaccina-
tion, chez 14 des animaux le 14° jour, et chez les
16 vaccinés aprés 21 jours. Avec la souche
Perego, cing animaux sur six (VP1 et VP2) répon-
dent dés le septiéme jour (résultats non
présentés).

La séroneutralisation effectuée 14 jours aprés la
vaccination montre que tous les animaux sont
positifs avec un titre neutralisant de 0,4 a 0,8. Le
taux d'anticorps neutralisants continue a s'élever
jusqu’d la troisiéme semaine. Les titres neutrali-
sants les plus élevés ont été trouvés chez les
animaux injectés avec le vaccin témoin (tabl. 2).

2. Réactions aprés l'épreuve virulente

2.1. Animaux témoins non-vaccinés

Trois jours aprés |'épreuve, les points d'inocula-
tion correspondant au virus le plus concentré
{(10-3) sont le siége de papules arrondies
rougeétres de 7 mm de diamétre. Au quatriéme
jour, le diamétre de ces réactions augmente
jusqu’a la confluence tandis qu’apparaissent des
papules & la dilution 1075, La lecture du titre est
considérée comme définitive le septiéme jour,
lorsque les lésions évoluent vers la nécrose et la
suppuration. La virulence de la souche d'épreuve
est élevée (107 DR50/mI} (fig. 1).

La réaction générale (fievre, abattement, inap-
pétence) apparait dés le sixieme jour. Les localisa-
tions éruptives secondaires débutent au niveau
des narines et du périné et envahissent toutes les
régions glabres vers le dixiéme jour.

2.2. Animaux vaccinés

Dés 48 h on note une inflammation localisée
dont t'évolution varie avec le degré de protection
des animaux. Deux des quatre animaux du lot
VP1, ainsi qu'un des quatre animaux du lot RM1
ont présenté des réactions analogues par leur
évolution et leur intensité a celle des témoins non-
vaccinés. Les autres animaux vaccinés ont eu des
réactions plus ou moins marquées qui ont
régressé et disparu 15 jours aprés I'épreuve.

Dans les lots VP1 et RM1, nous avons observé
une hyperthermie entre les sixiéme et huitiéme
jours. Un animal sur quatre du lot VP1 a présenté
des réactions secondaires, avec persistance des
lésions jusqu’'a 21 jours.
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Les indices de protection (tabl. 1) ainsi que Discussion
I'évolution du titre virulent dans les semaines

suivant {"épreuve (tabl. 3) font apparaitre des diffé- 1. Appréciation de I'immunité

rences notables selon les lots. L'inoculation d’'un vaccin anti-claveleux non-
Tableau 1. — Evaluation de I'innocuité et de I'activité des vaccins anti-claveleux
Innocuité Activité
Vaccin lot
animaux Température? Réactions Températured Réactions  Titre virulentd  Indice de
P locales p " locales® {log,,) protection

Vaccin Perego

VP1
S13 — - + - 6,87
S76 + — +++ G +++ N 7,32
T59 — — + — 6,70
T + — +++ ++ N 6,87
Moyenne 6,95 0,17
VP2
S43 + + — — 4,20
T23 ++ + — - 3,63
Moyenne 3.98 3.14
Vaccin RM65
RM1
S65 + — + — 5,33
S50 — — — - 6,01
TO9 + — + — 5,86
T21 — — ++ ++ N 7.20
Moyenne 6,16 1,00
RM2
S11 + - — - 5,53
TO5 — - — - 5,87
Moyenne 5,70 1,42
Vaccin témoin
527 + — — - 2,87
S85 +++ +++ N - - 3.20
TO4 ++4 ++ — — 3.20
T25 ++ ++ — — 3,08
Moyenne 3,08 4,04
Lot témoin
S20 +++ GM ++ N 6.87
S61 +++ G +++ N 7.19
TO3 +++ G +++ N 7,32
T34 +++ G ++ N 7,01
Moyenne 7.12 0

a:-, < 40°C; +, 40 3 40,6°C; ++, 40,6 4 41,1°C; +++, 41,2 4 42 °C; G, généralisation; M, mortalité

b: -, aucune réaction locale; diamétre de la réaction +, Tcm; ++, 2cm; +++, 3-4cm

c: réaction locale a I'épreuve {lecture 14 jours aprés épreuve) -, régression totale; + N nécrose de quelques points
réagissants; ++ N, nécrose limitée aux trois premiéres dilutions; +++ N, nécrose intense avec complication

d: lecture a 6 jours
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Fig. 1. — Evolution de la température moyenne des lots
vaccinés et témoins.

inactivé s'accompagne d'une multiplication du
virus, responsable de la réaction locale et de
I'hyperthermie observées. Dans nos conditions
expérimentales, une telle réaction vaccinale,
marquée dans le cas du vaccin témoin, fut
modérée, voire nulle, avec les deux souches
préparées sur cellules testiculaires.

2. Appréciation de ['activité

Un vaccin est dit acceptable lorsqu’il confére
une résistance au virus d'épreuve 100 fois plus
élevée chez les vaccinés que chez les animaux
vierges (El-Harrak, 1976; Ramisse et al., 1978;
Ramyar et Hessami, 1968). Ceci correspond & un
indice de protection supérieur a 2, ou a I'absence
de généralisation sur des animaux éprouvés avec
100 fois la dose de virus d'épreuve nécessaire a
I'apparition de [ésions secondaires chez les
animaux témoins (Martin et al., 1973 ; Fassi-Fehri
et El-Harrak, 1977 ; Precausta et al/., 1979).

Dans ces conditions, deux vaccins sont satisfai-
sants: le vaccin témoin (VT) et le vaccin Perego 3
la dose de 10* DICT50 (VP2). Le virus Perego a la
dose de 102 DICT50 (VP1} n’entraine pas une
protection suffisante. La souche RM65 confére un
indice de protection compris entre 1 et 2, a la dose
de 10% DICT50 (RM2). Ce virus protége les
agneaux contre une généralisation de I'infection et
les réactions aux points d’inoculation restent
discretes. Ce résultat concorde avec ceux rappor-
tés par Ramyar et al. (1976).

Tableau2. — Evolution du titre des anticorps neutralisants chez les animaux vaccinés

Titre en anticorps neutralisants

Vaccins
Animaux
14¢ jour 21¢jour

Vaccin Perego VP1

S13 0,75 0.83

ST76 0,75 0.83

T59 0.68 0,83

T11 045 0,75
Vaccin RM65, RM1

S65 0,45 0,68

S50 0,53 0,75

T9 0,68 0.75

T21 0,45 0,63
Vaccin témoin VT

527 0,83 0,83

585 0,75 0,98

T4 0,83 0,98

T25 0,83 0,98
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Tableau3. — Evolution du titre virulent {exprimé en log,,) chez les lots d’animaux vaccinés et témoins {T)
Vaccins 2j 4j 6j 10j 15j 21j Evolution au-deld de 3 semaines
VP1 28 4,8 6.9 6,9 6.9 6,9 Disparition sauf chez 1 animal {complications)
VP2 3.1 3.9 3.9 0] 0] [¢] Disparition totale
RM1 29 5,0 6,1 6,1 6,1 o] Disparition totale sauf chez 1 animal {nécrose}
RM2 2,7 5,1 5,7 5,7 0 0 Disparition totale
vT 2,7 3.1 0 0 [¢] o] Disparition totale
T 0 6,5 7.1 7.1 7.1 7.1 Confluence et complications

3. Relations entre les différents critéres d’appré-  1970; Martin et al, 1975). En revanche, la
ciation de I'immunité présence d'anticorps circulants n’implique pas
nécessairement un bon degré de protection. Inté-
ressante dans le cadre du diagnostic, la réaction
d'immunodiffusion n'offre aucune indication sur le
niveau de protection.

Enfin, I'indice de protection est en relation avec
la réaction post-vaccinale les agneaux (VT et VP2)
qui ont réagi cliniquement apres la vaccination ont
un indice de protection élevé et résistent a
I'épreuve virulente. Parallélement, les indices de
protection les plus faibles s'‘observent chez les
animaux n'ayant présenté aucune réaction lors de
la vaccination (VP1, RM1}. Cette constatation
confirme les observations antérieures {Fassi-Fehri
et El-Harrak, 1977) selon lesquelles le virus-
vaccin doit se multiplier activement pour conférer
une immunité solide.

Selon les résultats du tableau 1, il existe un
parallélisme entre l'indice de protection, qui ne
considére que les Iésions primaires, et I'observa-
tion de la généralisation qui ne prend en compte
que les Iésions secondaires. Dans les lots VT, RM2
et VP2 pour lesquels l'indice de protection est
supérieur & 1,4, aucune généralisation n'est
observée apres |'épreuve. Il n'en est pas de méme
pour les lots RM1 et VP1 (IP < 1) pour lesquels on
observe des cas de généralisation aprés |'épreuve.

L'observation des lésions secondaires aprés
I'épreuve pourrait donc se substituer 3 la détermi-
nation de l'indice de protection, méthode précise
mais onéreuse. Un nombre d’expériences plus
grand serait néanmoins nécessaire pour affermir
une telle proposition. Les fortes valeurs de I'indice
de protection s'accompagnent de bons taux
d’'anticorps sériques neutralisants, ainsi que l'ont
déja relevé d'autres auteurs (Pandey et Singh, Accepté pour publication, le 31 mai 1983.

Résumé

Deux vaccins anticlaveleux a virus vivant ont été préparés sur cellules testiculaires d’agneau a partir des
souches Perego et RM65. Leur innocuité et leur activité ont été comparées a celles d'un vaccin du
commerce sur de petits lots d’agneaux. Le pouvoir immunogéne a été étudié par recherche des anticorps
neutralisants et précipitants, et par la résistance a I'épreuve (souche Held), apprécié a I'aide d’un indice
de protection. Les résultats montrent que le vaccin Perego & la dose de 10* DICT50 engendre une
immunité solide sans provoquer de réaction post-vaccinale sévére. Le vaccin RM65, dont l'indice de
protection est inférieur, empéche seulement la généralisation de I'infection. Il existe une certaine corréla-
tion entre titre neutralisant sérique et indice de protection. Cependant I'épreuve virulente semble donner
une meilleure indication sur le degré de protection conféré.
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