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- Préparation et contrôle du vaccin spécifique. 

- Vaccination sur le terrain dans le cadre régional. 

par 

M. AMIGHI, M.B. MASTAN, M.R. FIROUZI 

J. SANTUCCI, H. GILBERT, J. BALEON, F. PERRENOT 

ct A. FROSSORD 

1. - EPIZOOTOLOGIE. 

«Le destin de la sub-région épizootologique couvrant les pays compn~ 
entre la Mer Noire, la Mer Caspienne, l'Océan Indien, le Golfe Persique, la 
Mer Rouge, la Méditerranée Occidentale, est d'être périodiquement le théâtre 
de l'évolution de vagues de Fièvre Aphteuse violentes et envahissantes» (1). 
Cette observation générale vient de trouver une confirmation nouvelle avec 
l'épizootie récente provoquée par le virus Asia 1. 

Le virus Asia l, jusqu'alors enzootique dans le sub-continent indien, 
principalement la région de l'Indus (2), ne s'était guère manifesté que par de 

(*) Bull. Off. int. Epiz., 1974,81 (3 - 4), 273 - 285. 
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brèves incursions vers l'Ouest, en particulier en Israel (3), il Y a une quinzaine 
d'années et plus récemment en 1964 en Iran où l'équipe franco-iranienne de 
l'Institut Razi démontrait sa présence dans les confins !rano-Afghans du Khoras­
san (Mach ad) (4) (5). 

Par référence à ces observations antérieures, il fault noter l'importance 
de l'épizootie présentement décrite qui s'est manifestée avec les caractères d'une 
«grande épizootie». 

Le 24 avril 1973, le virus Asia 1 est identifié sur un lot de bovins destinés 
à l'abattoir de Téhéran, provenant de la région de l'Est de l'Iran, souvent recon­
nue comme source des épizooties uu pays (voir carte 1). 

La plupart des élevages laitiers de la province de Téhéran sont rapidement 
atteints. 

En mai, des échantillons d'aphtes révèlnet le virus Asia 1 dans dix nouvel­
les provinces, et début juin, seules sont encore indemnes les provinces du Khou­
sestan et du Khordestan ainsi que l'A zerba id jan de l'Ouest dont un échantiIlon 
en provenance de Rezayeh a été cependant considéré comme suspect. 

En juin, le virus Asia 1 est identifié à Koy et à Dacht e Moghan. Tout 
l'A zerba id jan est donc désormais atteint. 

Du fait des rapports économiques étroits qui lient les régions occidentales 
iraniennes aux provinces orientales turques, le virus Asia 1 continuant sa prog­
ression vers l'Ouest est identifié à partir du début du mois d'août, d'abord dans 
les provinces d'Agri et de Kars, et au milieu du même mois dans celle d'lstambul 
(6). 

II. - CARACTERES COMPARES DU VIRUS ASIA 1 DE LA 
PRESENTE EPIZOOTIE PAR RAPPORT AUX VIRUS ASIA 1 ANTE­
RIEUREMENT ISOLES. 

2.1. Du point de vue clinique,' 

Jusqu'alors, le comportement des virus de type Asia 1 était apparu aus­
si bien au laboratoire que sur le terrain comme différent de ceux des autres types 
de virus, sa multiplication «in vitro» et «in vivo» étant notamment plus lente 
et la. symptomatologie en général moins sévère que pour ces derniers (7, 8). 

En Iran. 

Les lésions observées sur leS aniinaux des élevages laitiers de la province 
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de Téhéran sont très graves. Outre les localisations ordinaires à la bouche et 
aux pieds, on peut constater sur nombre de sujets des aphtes mammaires dont 
l'apparition entraîne l'effondrement de la production laitière chez les vaches 
atteintes (9). Comme le dit en la circonstance une haute per sonnalité scienti­
fique iranienne: «Pour la première fois l'Iran sent passer la Fièvre Aphteuse». 

En Turquie. 

Dans la région d'Ankara, des observations identiques sont effectuées 
sur des bovins de race sélectionnée et des cas de mortalité fréquente sont signalés 
parmi les veaux. 

2.2 Du point de vue sérologique: 

L'équipe franco-iranienne utilisant une technique précédemment décrite 
(10) obtient en juillet 1973 un premier lot de sérum hyperimmun sur le cobaye, 
puis en décembre 1973 dux autres lots. Les titres de ces sérums mesurés par la 
technique Kolmer-IFFA se situent après lyophilisation entre 1/90 et 1/350. 

Un travail effectué en Angleterre par le Laboratoire Mondial de Réfé­
rence de Pirbright montre la similitude de réactions des souches Asia 1 Iran 
1973, Birmanie 1971 et Afghanistan 1971, par rapport aux mêmes sérums de 
diagnostic et incite à conclure provisoirement à l'identité de ces souches en 
attendant la préparation d'un sérum hyperimmun homologue sur cobaye (12). 

Des études sérologiques de parenté sont également effectuées à l'Institut 
Razi. Leurs résultats feront l'objet d'une publication ultérieure séparée. 

2.3. Du point de vue immunologique: 

L'équipe franco-iranienne se propose d'évaluer le cas échéant la parenté 
immunologique entre les souches Asia 1 Iran 1964 et Asia 1 Iran 1973, par des 
épreuves d'immunité croisées. 

Les résultats de celles-ci permettraient d'apprécier s'il y a eu, ou non, 
apparition d'un nouveau sous-type (11). 

III. - PRODUCTION DU VACCIN. 

3.1. Cultures du virus Asia 1 Iran 1973: 

Les techniques suivantes ont été employées pour préparer les antigènes 
des réactions sérologiques et produire le virus nécessaire à la préparation du 
vaccin: 
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cultures sur cellules de lignée de rein de porc; 
cultures sur épithélium lingual bovin en survie (procédé Frenkel­
IFFA); 

cultures sur cellules BHK (monolayers); 
cultures sur cellules rénales de veau. 

3.1.1. Cultures sllr /lne lignée cellulaire de rein de.porc: 

Cette lignée cellulaire établie en décembre 1961 au Laboratoire d'Alfort 
a été décrit~ dans plusieurs de ses phases (13,14, 15). Elle a été utilisée pour 
divers tara vaux (16, 17, 18) notamment à l'Institut Razi où ses séries BA et BD 
ont été importées en mai 1963. Les conditions de son entretien en Iran ont été 
précédemment publiées (18). 

Les virus initiaux ont été des virus sauvages bovins provenant d'élevages 
de la région de Téhéran. 

Trois à six passages en boîtes de Roux ont été effectués en vue de disposer 
j'inoculums suffisants reur l'adaptation des souches à la culture Frenkel.. 

L'effet cytopathogène était en général observé en 16 à 18 heures sur cellules 
RA, en 24 heures environ au premier passage et en 12 à 16 heures aux passages 
suivants sur cel!uls BD. 

3.1.2. Cultlires sur épithélium lingual bovin en survie (Procédé Frenkel­
IFFA). 

Les techniques utilisées sont celles mises au point à l'Institut Mérieux, 
division IFFA (19,20,21) et ensuite appliquées à l'Institut Razi (22). 

Les épithéliums bovins utilisés au début pour les travaux de recherches 
et de production proviennent exclusivement d'un centre de récolte installé à 
Téhéran en avril 1973. 

Par la suite, l'importance des demandes de vaccins entraînant l'accrois­
sement des productions amène à réaliser des importations complémentaires 
d'épithéliums français acheminés en Iran par avion. 

Les virus servant aux ensemencements des premiers passages Frenkel 
sont ceux qui sont produits à partir de culture sur lignée cellulaire de rein de porc. 

Une première souche permet d'obtenir en simple culture de 23 heures, 
dès le troisième passage, des virus dont les titres en fixation du complément 
selon la technique Kolmer-IFFA (23) sont d'au moins 4. Sur cultures de cellules 
de lignée BA ces virus titrent au moins 107 ,5 DECP50 par ml. 
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Une seconde souche se révèle avoir en culture Frenkel un comportement 
plus rapide que celui de la souche précédente, puisque les mêmes résultats sont 
obtenus après 18 heures de culture. 

Une troisième souche expertisée apparaît encore plus «vélogène)) que 
les deux précédentes et du fait de la rapidité de son développement permet 
la production de virus de fabrication en plus grande quantité grâce à l'utilisation 
de la technique de multi-culture (20) et de meilleure qualité immunogène ainsi 
que vont l'attester les résultats des contrôles en cours de fabrication, et des 
épreuves d'activité des vaccins produits. 

3.1.3. Cultures sur cellules BHK (monolayers): 

L'éventualité redoutée de la propagation du virus Asia 1 Iran 1973 en 
Europe Occidentale a amené les différents pays de ce continent à souhaiter dis­
poser dans les plus brefs délais de virus de semence adaptée à la culture sur cellules 
BHK, employée dans un certain nombre d'Instituts européens pour la produc­
tion industrielle de vaccin. 

L'adaptation de la souche Asia 1 sur cellule BHK 21, donne dès le 7" 
passage un virus titrant au moins 2 en fixation du complément (méthode Kolmer 
et 107 ,5 DECP5o/ml sur culture de tissus (cellules de lignée de rein de porc du 
Laboratoire Central d'Alfort). 

Des fabrications industrielles de virus sur cultures de cellules BHK 21 
ont été effectuées. 

Les titres obtenus titrent en fixation du complément en général 3 ou 4 
et sur cultures de cellules de lignée BD 107 ,5à 108 DECP5o. 

3.1.4. Cultures sur cellules rénales de veau: 

Dans le même but, la souche Asia 1 Iran 73 est adaptée également à 
la culture sur cellules rénales de veau et les résultats obtenus au 8e passage sont 
identiques à ceux obtenus en culture de cellules BHK au 7e passage. 

3.2. Préparation du vaccin: 

Les vaccins préparés selon la technique de l'Institut Mérieux, Division 
IFFA, tant au stade expérimental qu'à l'échelle industrielle, sont des vaccins 

monovalents à 2 ml la dose. 

Il s'agit de vaccins préparés à l'aide d'un virus obtenu selon la méthode 
Frenkel, inactivés par la chaleur et le formol, adjuvés par la saponine et adsorbés 

sur hydroxyde d'alumine (25). 
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Le volume de chaque fabrication varie actuellement entre 500 et 1 000 
litres ce qui représente de 250 000 à 500 000 doses. 

Vu la demande urgente et importante de vaccins pour des pays du Proche­
Orient, des fabrications destinées à l'Iran seulement ont été faites à l'Institut 
Razi à partir de virus obtenus sur cultures de cellules BHK 21 (24). 

3.3. Contrôles: 

Ils s'effectuent sur le vaccin conditionné en flacons de 300 ml. 

3.3.1. Contrôles bactériologiques: 

Ils visent à vérifier que les vaccins sont stériles. 

Trois prélèvements sont effectués, en début, milieu et fin de conditon­
ne ment. 

Chaque prélèvement est contôlé sur trois séries de trois tubes contenant 
l'un du milieu de Wellcome enrichi, le deuxième du milieu au thioglycolate de 
sodium, le troisième de la gélose. 

Chaque série de trois tubes est observée pendant 10 jours, l'une à + 
4°C, la deuxième à 22°C, la troisième à 37°C. 

Tout vaccin dans lequel seraient mis en évidence des germes, même non 
pathogènes, serait refusé. 

3.3.2. Contrôles d'innocuité: 

Ils visent à vérifier que les vaccins ne contiennent ni virus aphteux résideul., 
nt substances toxiques. 

Leurs modalités de J11i~e en oeuvre cépendent de la destination des lots 
de vaccin. 

Elles concernent un mélange des trois prélèvements faits en cours du 

conditionnement, ainsi qu'il est décrit au pargraphe précédent. 

3.3.2.1. Pour des vaccins destinC:s à être éventuellement utilisés dans 
des pays actuellement indemnes et situ~s géographicqucment loin des zones 
touchées par l'épizootie, ils se déroulent ainsi. 

Trois bovins neufs d'environ un an reçoivent chacun 20 injections de 
0,2 ml par voie intradermolinguale. 

Trois autres bovins neufs de même âge sont inoculés par voie sous-cutanée 
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au fanon avec 5 doses d'utilisation, soit 10 ml. 

Tous ces animaux sont observés pendant 15 jours. 

L'apparition de la Fièvre Aphteuse entraînerait le rejet du vaccin. 

3.3.2.2. Pour des vaccins destinés à être employés dans des pays situés 
dans la zone d'évolution de l'épizootie, ou à la limite de celle-ci, les techniques 
utilisées sont celles employées habituellement par l'IFFA-Mérieux en Europe 
Occidentale. 

Trois bovins neufs d'environ un an reçoivent chacun, d'une part par 
voie intradermolinguale 20 injections de 0,2 ml, d'autre part par voie sous­
cutanée 3 doses d'utilisation, soit 6 ml. 

Tou~ ces animaux sont observés pendant JO jours. 

L'apparition de la Fièvre Aphteuse entraînerait le rejet du vaccin. 

3.3.3. Contrôles d'activité: 

Ils visent à vérifier que les vaccins procurent un pourcentage minimum 
de protection de 70 % mesuré au laboratoire, selon les recommandations de 
la XIIIe Conférence de la Commission de la Fièvre Aphteuse de l'O.I.E. (26). 

3.3.3.1 Jusqu'à maintenant, afin de mesurer d'une façon précise le pou­
voir immunogène des souches utilisées pour la préparation des vaccins, ils sont 
effectués de la manière suivante: 

4 bovins neufs d'environ un an sont vaccinés avec une dose d'utilisation, 
soit environ 2 millilitres. 

4 bovins neufs de même âge sont vaccinés chacun avec 1/3 de dose d'u­
tilisation, le vaccin étant dilué en tampon inerte (type carbonate - bicarbonate). 

4 bovins neufs identiques aux précédents sont vaccinés comme eux mais 
avec 1/9 de dose. 

4 autrcs bovins neufs sont conservés comme témoins. 

21 jours après vaccination, les 16 bovins reçoivent par voie intradermolin­
guale 10 000 DIB50 réparties en 2 points de 0, 1 ml, chacun de ces points con­
tenant après inoculation 5 000 nIBS-O d'un virus bovin homologue de celui 
utilisé dans la préparation du vaccin. 

Les vaccins contiennent au moins 3 doses vaccinantes bovines 50 % cal­
culées par la méthode de Litchfield. 
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En fait, depuis le début de la fabrication industrielle du vaccin Asia 1 
Iran 1973, les puissances des lots de vaccin, exprimées par le nombre de doses 
vaccinantes bovines 50 % contenues dans une dose d'utilisation, se sont situées 

entre 3, 12 et 15,6. 

3.3.3.2. Dans l'avenir, lorsque la souche utilisée pour la préparation du 
vaccin sera parfaitement connue du point de vue immunogène et que, de ce 
fait, auront pu être fixés d'une façon définitive les paramètres de fabrication du 
produit, les contrôles se feront en utilisant 12 bovins: 4 animaux vaccinés avec 
une dose d'utilisation, 4 avec 1/4 de dose et 4 témoins. 

IV. - DESTINATION DES VACCINS PRODUITS. 

4.1. Les vaccins utilisés sur le terrain ont généralement donné de bons 
résultats: 

Une partie de ceux-ci (environ 2 500 000 doses) a été utilisée dans les 
pays infectés ou très menacés du Proche et du Moyen-Orient, principalement 
l'Iran. 

Une autre partie, égale approximativement à la moitié de la précédente, 
a été employée à la constitution de zones-tampons dans les pays indemnes 
mais directement menacés (Grèce et pays balkaniques). 

Il faut noter tout particulièrement que l'utilisation large des vaccins 
dans la région indemne du Sud-Est de l'Europe n'a donné lieu «a posteriori» 
à aucune observation particulière défavorable et que leur innocuité soigneusét­
ment établie en laboratoire selon les tecniques exposées précédemment a 
étè confirmée par l'emploi «in the field». 

En Iran 4 000 000 de doses (vaccin Frenkel et BHK) ont été utilisées. 

4.2. Un stock important dev:l11t êtrc tom pIété par une quantité équiva­
lente de vaccin A22 a été constitué p::>ur la Communauté Economique Europé­
enne à Téhéran et est conservé en vue d'être utilisé dans l'un des Pays-membres 
de cette Communauté s'il y avai~ urge:1ce épizootologiuqe. 

V. - CONCLUSIONS. 

Grâce à une identification immédiate du virus Asia 1 au Laboratoire 

de l:t Fièvre Aphteuse de l'Institut Razi à Hessarek, au moment de l'extension 
de l'~pizootie en directi 1n de l'Ouest, il a été possible de procéder sans délai 
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à la préparation du vaccin spécifique et du sérum hyperimmun homologue sur 
le cobaye. 

La lutte dans les foyers a pu être entreprise dans la région infectée et con­
stituer le tampon vaccinal classique de protection de l'Europe. 

Les dispositions prises par la C.E.E. complètent cette action prophylacti­

que en donnant le moyen de diagnostic aux pays indemnes (attribution de sérum 
hyperimmun) et en prévoyant la fourniture de virus adapté à une préparation 
industrielle du vaccin en cas d'extension du virus à l'Europe (virus Frenkelvirus 
de culture de tissus). 

Malgré la régression apparente de l'épizootie et l'ensemble cohérent de5 
mesures prises, une surveillance étroite doit centinuer à être exercée dans les 
régions infectées. 

*** 
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