Essai d'immunisation du rat blanc contre la brucellose
a l'aide de la souche 45/20, tuée,
en excipient irrésorbable

par Ch. PiLET

(Note présentée par M. Gorer)

Il est couramment admis que sculs les bacilles vivants
sont capables de conférer une immunité valable en matiére
de brucellose.

Si les premiers essais concernant '’emploi de bacilles
tués en vue de 'immunisation antibrucellique ne furent pas
couronnés de succeés, il semble que les échecs enregistrés tin-
rent 4 I’emploi de I’eau physiologique comme excipient.

En effet, de nombreux auteurs s’accordent pour recon-
naitre la valeur des « vaccins tués » lorsqu’ils sont addition-
nés de substances adjuvantes et stimulantes de I'immunité.

Il serait trop long, dans le cadre de cette note, de men-
tionner les trés nombreux travaux qui ont abouti en matiére
de brucellose a la connaissance de l’efficacité des vaccins
tués. Une revue générale en préparation nous permettra de
faire le point de la question. Rappelons cependant que les
travaux de VELU et ZoTTNER (7), de StABLEFORTH (6), de
McDiarMip et SuTHERLAND (3) en Angleterre, de REnNoux et
SAQUET (5) en Tunisie et les trés belles expériences de Jacoror
et VALLEE (1, 2) en France, montrent que I'immunité con-
férée dans différentes espéces par des souches de brucella
tuées est comparable a 'immunité conférée par la souche B19
vivante.

Dans ce travail, nous avons repris la souche 45/20 de
McEwEeN (4) dont le pouvoir immunigéne, apres inactivation
par le formol, a été expérimenté chez le cobaye par McDiar-
Mip et SUTHERLAND (3) et qui fait ’'objet d’'une expérimenta-
tion actuelle de la part de McDiarMmID en Angleterre sur les
bovins (*).

(*) Communication personnelle.
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On sait que la souche 45/20 présente 'avantage de ne
pas susciter 'apparition d’agglutinine dans le sérum des ani-
maux vaccinés, avantage qui ne saurait échapper a I'hygié-
niste désireux de mettre en cecuvre une prophylaxie médico-
sanitaire valable.

Les travaux de Jacoror et VALLEE (1, 2) ayant mis en évi-
dencce la valeur du rat blane comme animal réactif en maticre
de bruccllosc, nous avons recherché sur cet animal la valeur
immunisante de la souche 45/20 tuée par le formol et addi-
tionnc¢e d’un excipicent irrésorbable. L’influence de I'excipient
en mati¢re d’immunisation contre la brucellose ne fait plus
de doute, comme l'ont du reste fort bien montré RENoUx et
SacoueT (5), McDiaryib et SUTHERLAND (3).

— La valeur immunisante de la souche 45/20 tuée par
le formol et en excipient irrésorbable est ici comparée aux
résultats obtenus sur le rat avec la souche B19 vivante.
Matériel et méthodes

L’expérience porte sur six lots de rats blancs compre-
nant huit animaux pour les cinq premiers et trois animaux
pour le dernier lot.

Les animaux du lot A recoivent par voie sous-cutanée
1 ml d’un vaccin antibrucellique commercial préparé a par-
tir de la souche B19.

Les animaux du lot B recoivent la méme injection, mais
la vaccination est répétée a huit jours d’intervalle.

Les animaux du lot C sont vaccinés par voie sous-cuta-
née a ’aide de 1 ml d’une émulsion microbienne ainsi com-
posée :

— Mayoline 2214 (*) ................... 1 partie

— Suspension comprenant 200 milliards 1 partie

de Brucella formolée a 2 p. 1.000 au ml.
— Jaune d’ceuf (**) ... L. 1/4 partie

Les animaux du lot D recoivent la méme injection mais
la vaccination est répétée a huit jours d’intervalle.

Les animaux du lot E constituent les témoins et ne sont
pas vaccinés,

(*) Nous tenons a remercier la Société Esso qui a bien voulu nous
remettre gracieusement un échantillon de mayoline.

(**) Malgré la présence des lécithines du jaune d’ceuf, cette émulsion
n’est pas stable, nous sommes parvenus depuis a réaliser une émulsion
pratiquement stable grace a 1’adjonction de divers émulsionnants du type
lanoline ou Arlacel.
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Les animaux du lot F au nombre de trois constituent un
deuxiéme lot témoin. Ils recoivent 1 ml d’une suspension en
eau physiologique de 100 milliards de Brucella 45/20 tuée
par le formol (sans adjuvant). Ils sont saignés un mois plus
tard pour la recherche des agglutinines sériques.

Tous les animaux des lots A.B.C.D.E. sont éprouvés trois
mois apres la vaccination par inoculation intrapéritonéale
de 5 milliards de germes de la souche Br. abortus « Julie » (*).

Cette dose d’épreuve est inoculée aprés émulsion dans
une partie de mucine au 1/20 pour une partie de suspension
microbienne, selon la technique de Jacoror et VALLEE (1).

Les animaux survivants sont sacrifiés trois mois plus tard.
On recherche les 1ésions éventuelles et ’on ensemence le tissu
splénique. On pratique en outre sur le sérum de ces animaux
une épreuve d’agglutination a I’aide de l’antigéne standard
du Ministére de I’Agriculture.

Notons que 14 rats sur 40 sont morts en cours d’expé-
rience. Ces animaux étaient atteints de gale.

Résultats.

Les résultats sont consignés dans les tableaux I, II, III.

Leur examen démontre que sept témoins sur huit sont
morts aprés I’épreuve, en présentant des lésions brucelliques.

Le premier témoin est mort trois jours apres ’épreuve,
le septieme deux mois apres. Le dernier témoin fut sacrifié
le méme jour que les animaux vaccinés, il présentait égale-
ment des lésions.

Les lésions observées étaient variables suivant les sujets :
lésions du type nodulaire siégeant sur la rate et le foie ou au
contraire simple hypertrophie de la rate. Le bacille d’épreuve
fut isolé a partir de la rate.

De tous les animaux vaccinés sacrifiés trois mois apreés
I’épreuve, seul un animal du groupe A (vacciné a I’aide d’une
seule injection de vaccin B19) présenta une légére hyper-
trophie de la rate. Le bacille d’épreuve ne put étre isolé
qu’a partir de cet animal. L’auto-stérilisation de l’organisme
est donc relativement rapide.

(*) Nous tenons a remercier M. le Docteur Jacotor, Chef de service
a PlInstitut Pasteur qui a bien voulu nous remettre cette souche, ¢t un
échantillon de mucine.
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Reésultals comparés des vaccinations a Uaide de la souche B19 vivanle en sérum physiologique
el de la souche 45/20 luée, en adjuvanl huileuc.
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[5-8 rats, lot té- ; l 7 (7 fois brucella)
moin ...... e 3 | + lésions 1
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(*) La mortalité obs avant et aprés 1’éprecuve a été favorisée par une affection parasitaire externe. ef

11 n’a été observé aucune lésion de brucellose et aucun germe spécifique n’a pu étre isolé sauf dans le lot

témoin (lot E).
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Contréle bactériologique el sérologique aprés sacrificalion des animaux en expéricnce.

|

Lots Rats Sacrification Lésions Culture Agglutination
1 0 (0] 1/40
2 (0} 0 1/40
3 10- 1-59 0 0 1/40
A 4 0- 15 0 0 0
5 Rate légerement hypertrophiée + 1/160
6 0] 0 0
1 (0} (¢} 0
B 2 10- 1-59 0] 0 1/20
3 0] (0] 1/60
1 0] (0] 1/80
2 0] 0 1/20
C 3 10- 1-59 0 0 1/20
4 0] (6] 1/20
5 0 0 1/40
1 0 0 0
2 - 0 0 1/20
- 1-59
D 3 10- 1-5 0 0 1/80
4 0 (0] 1/40
Morts de brucellose le :
1 1-10-58 + +
2 3-10-58 + als
3 11-10-58 + +
E 4 13-10-58 + +
5 5-11-58 + +
6 22-11-58 + +
7 24-11-58 + +
8 Sacrifié le 10-1-59 + +
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Le taux d’agglutination observé dans les différents lots
lors de la sacrification fut sensiblement le méme et ne
dépassa pas 1/80 sauf pour ’animal du lot A a partir duquel
fut isolé Br. abortus qui présenta un taux de 1/160.

D’autre part le tableau III montre que la recherche des
agglutinines dans le sérum des animaux un mois apreés leur
vaccination s’est révélée négative.

TaBLeau III

Séro-diagnoslic sur les sujets vaccinés

Lots Rats Vaccination Saignée et agglutination
Le 20-1-59 :
1 0
F 20-12-58
2 0
3 0
Conclusion.

On peut conclure de cette expérience :

1° que la souche Brucella abortus 45/20 tuée par le for-
mol, injectée sous forme d’émulsion dans une huile miné-
rale, engendre chez le rat blanc une immunité au moins aussi
satisfaisante dans sa solidité sinon plus, que 'immunité con-
férée par la souche B19 ;

2° que le résultat obtenu par deux injections de vaccin
ne semble pas supérieur au résultat obtenu par une seule
injection, tant en ce qui concerne la souche B19 que la sou-
che 45/20 ;

3° que le sérum des rats — examiné un mois aprés la
vaccination par la souche 45/20 — ne renferme pas d’agglu-
tinines antibrucelliques.

(Travail du Laboratoire de Bactériologie
de U'Ecole Vétérinaire d’Alfort.
Professeur GORET.)
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DISCUSSION

N. NEvotr. — Je demande a M. GoreT s’il n’a pas été étonné dec ne
pas avoir d’agglutinines ?

M. GORET. Nous n’en sommes pas surpris. Il s’agit, en réalité,
d’une souche R et les antigénes que ’on utilise pour la séro-agglu-
tination sont toujours des antigénes de forme S. C’est comme cela
que se comprend ’absence d’agglutinines.

M. NEvor. — Sur quoi est basée I'immunité ? cc ne sont pas
des anticorps circulants.

M. Gorer. — Ce sont peut-étre des anticorps locaux neutrali-
sants, c’est peut-étre une prémunition comme avec la souche 19 clas-
sique... Dans certaines infections a « prémunition » il suffit parfois
d’injecter trois ou quatre fois plus de bacilles tués en excipient
irrésorbable que de bacilles vivants, pour obtenir une immunité.

M. NEvor. — Un bacille tuberculecux tué vous donnera des réac-
tions viscérales du méme type qu'un bacille tuberculeux vivant. Je
suis un peu surpris par cela
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M. Gorer. — Dans le fond, il n'y a peut-étre pas tellement de
différence dans son essence entre I'immunité de prémunition et
I'immunité classique.

L’immunité de prémunition est I’apanage de maladies dont ’agent
causal ne peut suffisamment imprégner I’organisme pour lui donner

le « souvenir » de l’infection. La présence de ’agent — vivant ou
mort — devient nécessaire pour que l’organisme ne l’oublie pas...
M. Jacoror. — La question posée par M. NEvor est fort complexe

et m’intéresse beaucoup, mais ce n’est pas pour y répondre que je
prends la parole. Je voudrais seulement dire a M. PILET qu’a mon
sens, la qualification d’irrésorbable n’est pas rigoureusement exacte
ici. La plupart des excipients gras ne sont pas a proprement parler
irrésorbables ; ils se résorbent lentement et la lenteur de la résorption
varie selon I’espéce et selon l’'individu; on ne peut méme pas dire
qu’il y ait corrélation constante entre la lenteur de la résorption
et la stimulation de I'immunité. Seuls mériteraient d’étre considérés
comme irrésorbables certains excipients minéraux tels que le grés
porphyrisé qui fut employé par Henri VALLEE pour la préparation
d’un vaccin contre la tuberculose, puis du vaccin contre la maladie
de Johne.





