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PREPARATION D'UN VACCIN ANTI - APHTEUX 

CONCENTRE INACTIVE TRIV ALENT 0 - A - SAT 1 

AVEC DES VIRUS DE CULTURE OBTENUS SUR 

LIGNEE CELLULAIRE DE REIN 

DE HAMSTER BHK 21 DE MACPHERSON 

ET STOCKER 

par 

M. AMIGHI (*). ** 

Le virus antigène. utilisé dans la préparation des vaccins anti-aphteux 

inactivés, provient: 
- - soit de la récolte d'aphtes primaires développés sur bovin neuf par 

inoculation intra-dennolinguale de virus (méthode Waldmann), 

--- soit de la culture du virus aphteux sur la génisse préalablement 

inoculée avec le virus de la vaccine (complexe vaccino-aphteux de Belin), 
- soit de la culture d'un virus bovin adapté à l'épithélium bovin main

tenu en survie (méthode de Frenkel). 

- soit, enfin, de virus multiplié sur des cellules cultivées in vitro selon 
la méthode de Dulbecco et Vogt (1). Cette dernière méthode a fait, au 
cours de ces dernières années, l'objet de nomhreux travaux (2, 3, 4, 5, 6). 

Nous avons nous-mêmes préparé un vaccin sur cellules primaires de rein de 
mouton (7). Nous donnons ici un compte rendu sommaire de la préparation 
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d'un vaccin polyvalent 0, A, SAT 1 dans lequel les virus antigènes ont été, 

selon les directives de Mowat et Chapman (8), obtenus sur la lignée rénale 

de hamster (BHK 21) de Macpherson et Stocker (9). 

I. -- MATERIEL ET METHODES. 

a) Souche cellulaire BHK 21. 

Cette lignée qui avait été récemment importée à Alfort du laboratoire 

de Macpherson et Stocker a été transférée à l'Institut Razi en mai 1963. 
Comme nous ne l'avons pas entretenue en milieu de Eagle dans les condi

tions classiques de laboratoire décrites par ces auteurs, nous décrivons ci

dessous les conditions de sa culture et la technique de son utilisation en Iran. 

b) Milieux de culture. 

l. Le milieu de croissance et le milieu d'entretien sont constitués par la 

solution saline de Hanks contenant 5 grammes/litre d'hydrolysat de lactal

bumine, 1 gramme/litre d'extrait de levure auquel on ajoute 3 à 4 p. 100 

de sérum de veau inactivé à 56°C pendant 30 minutes. Ce milieu contient 

en outre les antibiotiques, pénicilline, streptomycine et mycostatine aux 

concentrations habituelles. 

2. Pour conserver les cellules à-60° C, nous avons employé le milieu 

de Eagle contenant 20 p. 100 de sérum de veau. 10 p. 100 de Tryptophos

phate et 10 p. 100 de glycérine, les cellules ayant été trypsinées selon la tech

nique classique ou avec addition d'inhibiteurs (10). Avec l'une ou l'autre 

méthode nous avons pu les conserver, pendant des délais d'au moins cinq 
lnOiS. 

3. Les passages sont effectués avec un mélange de typsine à la dose de 

1,5 gramme/litre et de versène à celle de 1,2 gramme/litre dans la solution 
de P.B.S. (Phosphate buffer solution) sans Ca ni Mg. 

La dispersion des cellules d'une boîte de Roux est obtenue en quelques 

minutes avec 4 millilitres de ce mélange. Le milieu de culture est ajouté 

aussitôt sans lavage. A chaque passage, la multiplication des surfaces peut 

atteindre dix fois la surface initiale. Dans ces conditions, la couverture 
complète est obtenue en 4 jours à 37° C. 

4. Pour la culture du virus aphteux. on remplace, le troisième ou le 

quatrième jour, le milieu de croissance par le milieu de Earle. constitué de 

54 



la solution saline de Earle à laquelle ont été ajoutés l'hydrolysat de lactal

bumine et l'extrait de levure dans les mêmes proportions que dans le milieu 

de croissance; mais ce milieu est utilisé sans sérum. Les titres de virus ob

tenus avec le milieu de Earle au pH de 7,4-7,5 sont, en effet, supérieurs à 
ceux que l'on obtient avec le milieu de Hanks sans sérum (pH 7). Le mo

ment optimum de la récolte du virus se situe, comme l'avait noté Sellers, 

lorsque le maximum des cellules est détruit. environ de la seizème à la 

vingtième heure (11). 

c) Virus utilisés. 

Ce sont des virus bovins, récoltés et identifiés en Iran pour les trois 

types 0, A et SAT 1. Ils ont été utilisés soit après adaptation directe sur 

cellules BHK 21, soit après adaptation préalable sur cellules rénales primaires 

de mouton; dans Je premier cas, au quatrième ou cinquième passage et, dans 

le second, au bout de 5 passages dont deux sur cellules rénales de 

mouton et trois sur cellules (BHK) 21. Ces virus, cultivés sur cellules (BHK) 

21, ont été titrés sur cellules rénales p!"imaires de mouton. Leurs titres 

or: été, pour le type 0, de 10 - 8 à 10 -8,5 DICT 50/ml, pour le type A de 

10 -7,8 à 10 -8,5 et pour le type SA T 1 de 10 -7,6 à 10 -8,2 ,calculés selon 

la méthode de Reed et Münch. Ces virus fixent totalement le complément 

jusqu'à la dilution du 1/8, parfois jusqu'au 1/16; la plupart du temps on 

observe à cette dilution une hémolyse partielle. 

d) Technique de préparation du ,acczn. 

On prépare séparément un vaccin bivalent 0, A et un vaccm monova

lent SAT 1 que l'on mélange ensuite. Sur gel d'alumine, préalablement 

stérilisé à 120" C pendant 30 minutes, refroidi à 25" C et amené à un pH 

de 8,5 par tamponnement avec du glycocolle, on adsorbe le virus 0 après 

filtration sur un filtre clarifiant C 5. Dix minutes après, on adsorbe le virus 

1\. filtré dans les mêmes conditions. Après mélange, pendant 30 minutes. 

on ajoute du fonnol de façon à obtenir une concentration finale de 0,4 ml 

pour 1.000 millilitres de vaccin. 15 minutes après cette addition, on ajoute 

ulle certaine quantité de ~aponine amenée à pH 7,5 par un tampon au 

glycocolle. 15 minutes après, on termine par une addition de glycérine de 

façon à ce que le vaccin en contienne une quantité de 10 p. 100. Le mé

lange est atténué pendant 48 heures à 25" C. Le pH final du vaccin tri va-
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lent, après mélange au vaccin monovalent SAT 1, est de 8,3. Le stockage 

du vaccin se fait à + 4° C. 

e) Méthodes de contrôle. 

Après le contrôle bactériologique, le vaccin est injecté à des bovins 
neufs qui en reçoivent chacun une dose répartie dans l'épithélium lingual et 
3 doses en injection sous-cutanée pour apprécier son innocuité. 

L'épreuve d'efficacité est effectuée, 3 semaines après la vaccination, par 
l'infection aux mêmes bovins en deux points séparés de la muqueuse linguale, 
et sous un volume de 1/10 ml pour chacun d'eux, de 10.000 DI 50 p. 100 
de chacun des virus titrés sur bovins neufs. Des animaux neufs non vac
cinés, inoculés dans les mêmes conditions, servent de témoins. La lecture 
finale est effectuée le septième jour qui suit l'épreuve. Ce contrôle a été 
complété par la mesure du taux des anticorps. On en vérifie l'absence avant 
les épreuves et la présence à des taux significatifs dans le sang prélevé le 
vingt et unième jour après la vaccination, au moment de l'inoculation du 
virus d'épreuve. Le taux des anticorps est évalué d'après la méthode de séro
neutralisation «sérum variable-- -virus fixe» décrite par les auteurs de l'Institut 
Français de la Fièvre Aphteuse (12), chaque tube de culture contenant 10 
unités DICT 50 de virus. Nous avons utilisé pour ces épreuves des virus 
adaptés à une lignée de cellules rénales de porc sur laquellt' les effets cyto
pathogènes sont nettement lisibles, les virus titrant respectivement en mo-

yenne: 0: 10-6 ,33 ml, A: 10 -5'5 ml, SAT 1: 10 -6'6 ml et dont la sensibilité 

au virus SAT 1 d'Asie est décrite ailleurs (13). Des épreuves préalables 
de séro-neutralisation avec les virus 0, A et SAT 1 ont été faites sur le 
cobaye avec la même technique et la même lignée cellulaire. 

II - RESULTATS. 

Les résultats sont notés dans les Tableaux l, II et III. Précisons que 
les sérums des animaux ne contiennent pas d'anticorps avant les épreuves. 

Résultats des observations faites sur le cobaye. 

Dix-huit cobayes, d'un poids moyen de 400 grammes, ont reçu en In

jection sous-cutanée un millilitre de vaccin. La séro-neutralisation pratiquée 
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'l'Al;X 
1)'ASTlCOHPS 

() A SAT 1 

-,I.1l 1,7 1.',;, 
'> I.t! 1,7 1.1 

1,31 1,43 1.2 
> l.H 1.44 1,0:; 

1,;,1; 1,22 1.:15 

.> l,Ii 1,7 1,2 
>1,1l I,H 1,21 

--

sur les sérums prélevés avant vaccination avec les virus 0, A et SAT 1 n'a 

pas révélé la présence d'anticorps. 

Le vingt et unième jour, un mélange des sérums de 3 cobayes a donné 

les taux suivants: 

o 10.1 ,8 10.1 ,4,] 10. 1,13 10. 1 ,4 10. 1 ,35 10.2 • 

A JO.I,8 10. 1 ,7 10.1 ,25 10. 1 ,3 10. 1 ,1 10.57. 

SAT 1 : 10.1,2 10. 1 ,1 10"" 10.1 ,2.' 10. 1,2 101,1. 

Eprouvés avec les virus 0, A et SAT 1 adaptés aux cobayes, les cobayes 

vaccinés, à l'inverse des témoins, n'ont pas manifesté de lésions de généralisa
tion. 
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1 
Dose 

de vaccin N° 
inoculée des 

aux alll-
animaux maux 
vaccinés 

7,5 ml 1908 
1924 

10mi 1907 
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15ml 1904 
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1 
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1802 
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---, 
1 

TA l; X 1 

()·.-\~TI CORPS 

U .\ S.\T 1 

--- --- ---

>I,H >I,H 1.43 
l,Ii, 1,1 1,12 

1--- -
1,1i~ 1,9 1,22 
1,7~ 1,6 1,21 

>I.H >I,R 1,3.') 

--- ---1-

I,S I,ti 1,1 
1,7 1,4 1,2 
1. ï 1 1,67 1,2 

--- --- ---

1 

1 

Mowat et Chapman ont préconisé l'utilisation de la lignée cellulaire 

BHK 21 pour la production de virus nécessaire à la préparation de vaccins. 

Les essais. décrits ici. nous ont donné des résultats qui confirment le bien

fondé de leur attente. La qualité imll1unigène élevée des virus ainsi propagés 

nous a permis de faire un vaccin concentré à 3,5 ml par valence, alors que 

sur cellules primaires de mouton le vaccin n'était actif que ~.ous un volume 

beaucoup plus grand (15 millilitres par valence). 
Les titres élevés que nous avons constatés avec les virus obtenus de cette 

façon nous paraissent liés non seulement à la quantité, à l'évidence plus 

grande, des cellules BHK 21 par rapport aux cellules de mouton, mais aussi 

à la fixité de pH de 7,4 à 7,5 obtenu par l'utilisation du milieu de Earle 

sans sérum, utilisé sans CO 2, que s'équilibre à un pH favoralM à la multip-
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lication et à la conservation du virus aphteux. 

--
! 

TAUX 
Il' .... ''TICOIlPS 

0 A SAT 1 
1 
1 --- --- ---

1,65 >1,8 1,23 
1,2 1,42 0,9 

--- --- ---
1,7 1,43 1,12 

>1,8 >1,8 1,05 
>1,8 1,6 1,29 

--- ---

1 

>1,8 l,55 1,2 
1,6 1,23 1,35 

--- --- __ 1 

En ce qui concerne le taux des anticorps, il est à noter qu'il se montre 

tou jours inférieur avec le vaccin SAT 1. Le comportement du bétail vacciné 

est identique au cours de l'épreuve virulente. Sur le cobaye, le taux des 

anticorps est également moins élevé avec le vaccin SAT 1. 

RESUME 

Un vacCIn trivalent concentré, adsorbé sur hydroxyde d'alumine et sa

poniné, inactivé par le formol et la chaleur, a été préparé avec du virus de 

culture obtenu sur cellules de rein de hamster de la lignée BHK 21 de Mac

pherson et Stocker. 

Les épreuves de ce vaccin sur bovins neufs vaccinés ll1ontrt-rent une 

résistance sensiblement identique aux 3 virus, alors que le tauxcorrespon

dant des anticorps fut nettement moins élevé contre le type SAT 1 que 

contre les types 0 et A. 
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SUMMARY 

A trivalent concentrated vaccine, adsorbed on aluminium hydroxidc, 
with saponin and inactivated by fonnol and heat, was prepared with virus 
cultured on Macpherson and Stocker BHK 21 line hamster kidncy cells. 

Tests carried out on cattle with this vaccine showed resistance to an 
exactly similar degree against each of the three viruses, while the antihody 
titres for type SAT 1 were clearly lower th an those for types 0 and A. 

RESUMEN 

Se ha preparado una vacuna trivalente concentrada adsorhida en 
hidroxido de alumina y saponificada, inactivada con el formol y calor, con 
virus de cultivo obtenido en células renales de hamster de la lînea BHK 21 
de Macpherson y Stocker. 

Las pruebas de la vaocuna en bovinos nuevos vacunados pusieron de ma
nifesto una resistencia sensiblemente idéntica a los tres virus, mientras que 
el indice correspondiente de los anticuerpos fue netamentc menos elevado 
contra el tipo SAT 1 que contra los tipos 0 y A. 
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