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Observations sur le mode d’action des vaccins tués
Vaccin solubilisé immunigéne
contre le rouget du Porc

par L.-P. DeLpy et E. Hars

En 1938 L.-P. DerLpy et R. RastEcar ont fait connaitre &
FAcadémie la possibilité de vacciner des bovins contre la septi-
cémic hémorragique par I’emploi d’une solution saponinée de
Pasteurella septica. Cetle méthode a permis de supprimer en
Iran le barbone et les pasteurelloses qui n’étaient nullement
influencées par 1'emploi des divers vaccins bactériens tués.

Les recherches poursuivies par la suite ont porté aussi bien sur
les diverses variétés de P. septice que sur des germes trés diffé-
rents : Cl. chauvoei, Malleomyces mallei, Salmonella, Brucella,
E. rhusiopathic. Ce travail, méme s’il n’a pas toujours permis
des applications pratiques, nous a appris les conditions qui per-
mettent d’obtenir des antigénes immunisants en partant de bac-
téries tuées. Ces antigénes, que nous avons nommeés immunigénes
sont constitués par les produits de bactériolyse détoxiqués et addi-
tionnés d’unc substance capable dec retarder leur élimination. Notre
intervention se borne & favoriser 1’autolyse, a la compléter, et a
supprimer en cas de besoin la toxicité, en évitant toute allération
des fractions antigéniques. La nature chimique e ces fractions
ne peut d’ailleurs étre précisée, car aucun des groupements qui
constituent la substance microbienne ne posséde, aprés isole-
ment, le pouvoir immunisant que poss&de le complexe intégral. Les
immunigénes renferment également les cytosquelettes vidés de
leur substance, de sorte qu’aprés injection, les antigénes internes
aussi bien que les antigénes de surface, sont portés au contact des
tissus. Ces vaccins sont donc bien différents, dans leur principe et
dans leur nature, des vaccins bactériens préparés de maniére a
assurer l’intégrité morphologique des microbes tués.

La confiance accordée a ces vaccins bactérienstués est rarement
justifiée par la démonstration cxpérimentale de leur pouvoir pro-
tecteur. On sait, en effet, que l’injection & des sujets neufs, de
bactéries tuées, provoque la production de divers anticorps faci-
lement. décelables in vitro. Ces anticorps existent aussi chez les
sujets immunisés & la suite d’une infection naturelle ou de 1'ino-
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culation de microbes vivants. La corrélation de ces deux faits a
conduit & la conclusion erronée que les anticorps de surface
(agglutinines, précipitines) décelables in vitro, ont un rdle essen-
tiel dans la défense antimjcrobienne, et on a cru pouvoir appré-
cier la résistance des individus en mesurant, par des réactions
faciles et rapides, le taux des anticorps présents dans leur sérum.

Pour les immunochimistes, 1’état d’immunité n’implique pas
nécessairement 1’état de résistance a I’infection, et un animal sera
qualifié d’immunisé vis-a-vis d’un certain antigéne, si son sérum
acquiert la propriété de précipiter ou d’agglutiner cet antigéne.

Précisons donc que le terme « immunité » est employé ici

pour qualifier 1’état de résistance a I’infection bactérienne homo-
logue.
. Dans toute culture en évolution, les bactéries non sporulées
sont vouées & une mort relativement rapide, suivie d’autolyse
enzymatique. Des cultures en bouillon, vieilles & peine de qua-
rante-huit heures, renferment donc des bactéries vivantes, des
bactéries mortes, mais inlactes, et des cytosquelettes, c’est-a-
dire des enveloppes cellulaires vides de leur substance. Il en est
de méme pour les suspensions non stérilisées de bactéries cul-
tivées sur gélose. Or, dans tous les cas, que nous avons étudiés,
si on stabilise par I’action de la chaleur ou d’un antiseptique
eoagulant, une culture ou une suspension partiellement lysée, le
pouvoir immunisant, s’il existe, est 1ié & la phase liquide, tandis
que la phase solide en est dépourvue.

Cette affirmation entraine évidemment le rejet des techniques
classiques de préparation des vaccins tués qui visent a éviter la
bactériolyse. Ces techniques ne doivent, selon nous, leur succes,
qu’'a des raisons immunologiquement accessoires. Tout d’abord,
nous I’avons vu, I’'injection de corps bactériens tués fait apparai-
tre divers anticorps facilement décelables, considérés a tort
comme témoins d’un état de résistance.

Ensuite, beaucoup de bactéries renferment des endotoxines qui
sont libérées par autolyse. Au lieu de neutraliser cette toxicité
sans altérer 1’antigéne immunisant, ce qui serait souvent pos-
sible, on préfére fixer les bactéries par l'action ménagée de la
chaleur ou des antiseptiques qui détruisent ou paralysent les
enzymes bactériolytiques, et détruisent les toxines libérées. Les
bactéries ainsi traitées et iniroduites dans 1’organisme, ne
libérent certainement pas de toxines, mais ne libérent pas davan-
tage leurs antigénes internes.

Enfin, la croyance étant établie que 1’activité d’un vaccin tué
est fonction du nombre de bactéries intactes qu’il renferme, le
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préparateur s’attache a stabiliser les bactéries afin que ce vac-
cin garde pendant toute la durée de sa validité, la teneur en
microbes jugée indispensable. Cette précaution est parfaitement
légitime ~puisque divers vaccins, notamment en médecine
humaine, doivent, au terme des réglements de plusieurs pays,
renfermer par unité de volume un nombre déterminé de bac-
téries.

Tout ce passe, en définitive, comme si le facteur essentiel dans
la production de I'immunité protectrice, était la forme des bac-
téries et non leur substance. Fort heureusement, & l'insu du
préparateur et en vérité, malgré lui, une bactériolyse partielle
est inévitable et il est rare qu’un vaccin soit assez bien préparé
pour étre totalement inactif.

L’immunisation contre le rouget du porc dont nous nous occu-
pons depuis 1951, apporte une nouvelle confirmation de cette
théorie. On sait que la séro-infection étant considérée par beau-
coup d’auteurs comme dangereuse, le vaccin tué proposé par
Traus (1947) et plus ou moins modifié par d’autres, a été accueilli
avec d’autant plus d’empressement que son efficacité n’est pas
contestable. Ce vaccin dont I’un de nous (E.H.) prépare depuis
quatre ans une variante, est une suspension de bacilles du rouget
provenant de souches dites « immunigénes » spécialement choi-
sics et additionnée de ge! d’alumine qui est supposé adsorber les
bactéries, d’ot le nom de vaccin adsorbé. Le complexe est stéri-
lisé par le formol. Pour avoir une activité suffisante, il doit ren-
fermer environ 100 milliards de microbes par dose. Ce résultat
ne peut étre atteint que par ’emploi d’un milieu spécial addi-
tionné de sérum frais et par une concentration secondaire des
cultures.

Trauver a cependant observé que la phase liquide des cultures
séparée des bactéries, posséde un certain pouvoir immunisant.
Il a suggéré en conséquence, I’existence d’une substance soluble
immunisante, mais sans en expliquer 1’origine.

Au cours de recherches précédentes, nous avions constaté que
certaines souches d’E. rhusiopathice s’autolysent facilement, en
libérant un antigéne soluble non toxique et immunisant.

Plus tard I’étude de la technique des vaccins adsorbés nous
a permis de voir que si les bactéries sont finalement fixées par
le formol, divers temps antérieurs de la préparation sont trés
favorables & une bactériolyse, variable d’un lot & l’autre, mais
{oujours notable.

En d’autres termes, l’activité des vaccins adsorbés ne provient
pas, selon nous, de leur extraordinaire concentration micro-
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bienne, ni de I'adsorption alléguée des bactéries sur le gel d’alu-
mine, mais sculement de conditions techniques favorables & une
bactériolyse partielle et i la présence du gel, adjuvant de 1'immu-
nité.

La vérilication de cctte hypothése, & plus d’un fitre, .intéres-
sante, a été réalisée par des expéricnces que nous résumerons
ici :

Nous avons étudié comparativement :

A) des souches =électionnées comme immunisantes en vue

de la préparation de vaccin adsorbé;

B) des souches peu ou pas virulentes (endocardites);

C) des souches banales virulentes.

Les souches des groupes A et B présentent unc aptitude trés
nette & I'autolyse, tandis que celles du groupe C sont résistantes.

L’autolyse se traduil par les phénomenes suivants : alors que
dans des cullures de moms de vingt-qualre heures on ne trouve
que des germes Gram positifs, les cultures de trente-six heures
ou plus présentent des éléments (iram négalils de plus en plus
nombreux. En méme temps, se forme un dépot qui est constitué
par un magma de cytosquelettes et de substance amorphe qui se
colore en rose par le Gram.

L’éclaircissement optique «es cullures est souvent inapparent
pendant plusicurs jours, en raison de la multiplication de nou-
velles générations. 11 devient {rés nel si on inhibe cette multipli-
cation en ajoutant un bactériostatique, tel que le merthiolate, qui
n’altére pas les diastases autolytiques.

Gréce & cet artifice, complété par des numérations, nous avons
constaté que pour les seuches des groupes A et B, des cultures
merthiolatées & la 24° heure ont perdu, par autolyse & la 48°
heure, 18 & 40 pour cent de leurs éléments figurés. En outre,
environ 20 pour cent des germes reconnaissables sont Gram néga-
tifs et trés déformés, '

Si des caltures idenliques sont formolées, les germes sonl
fixés et I'autolyse est supprimée.

Il y a une relation évidente enire les progrés de 'autolyse et
la production de 'antigéne.

a) Si une culture de vingt-quatre heures qui ne renferme que
des élémenls Gram positifs est formolée ct centrifugée, la phase
liquide ne posséde aucun pouvoir immunisant. Si une culture
identique est merthiolatée et abandonnée a I’autolyse, ou solubi-
lisée artificiellement, on constate que le produit se révele immu-
nisant.
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b) En cenlrilugeant une culture de quarante-huit heures en
voie d’autolyse aprés 1'avoir bien agitée, on peut constater que
le pouvoir immunisant est lié & la phase liquide, tandis que la
phase solide en est presque entiérement dépourvue.

¢) Si cette phase solide est solubilisée artificiellement, le pro-
duit se révele immunisant. Si au contraire elle c¢st formolée, son
pouvoir protecteur est & peu prés nul.

Ceci conlirme bien (ue, dans les vaccins adsorbés, le pouvoir
immunisant est fonction de I'autolyse qui a pu se produire avant
I’addition de formol.

L’énorme quantité de germes formolés que renlerment ces vac-
cins, est spécifiquement inactive et joue toul au plus un role adju-
vart. L’autolyse spontanée que nous venons de déerire n'est que
partielle et il est avantageux de la compléter artificiellement. Les
digestions trypsiques- ou pepsiques recommandables pour cer-
taines bactéries (P. septica, Cl. chauvoer) altérent considérable-
ment I’antigéne immunisant du bacille du rouget. Par contre,
I'action ménagée des alcalis provoque une désintégration rapide
sans altération sensible de 'antigéne.

Ces observalions permettent de penser que 'antigéne immuni-
sant d’E. rhustopathioe détruit par les diastases protéolytiques,
est de nature proléinique, landis que ceux d’aulres bactéries ne
le sont pas.

L’antigéne immunisanlt {'E. vhusiopathicc n'estl pas altéré
aprés trente minutes a 56° ou dix minules & 60°. Il n’est pas
toxique, et injecté pur il est. rapidement résorbé et vraisembla-
blement éliminé. Les propriélés vaccinantes ne se manifestent
pleinement que il est aszocié & une subslance capable d’entraver
s résorblion,

En cherchant 'influence du milicu de culture, nous avons vu
que quel que soit le miliea, un méme poids de bactéries de
méme souche el du méme age donne un méme nombre de doses
immunisantes d'immunigéne.

Les vaccins adsorbés sont préparés de telle sorte qu’une faible
quantilé de produit d’aulolyse immunologiquement actif est
nécessairement accompagnée d’une énorme quantité de bactéries
fixées et inactivées.

D’aprés nos calculs, une unité vaccinante pour souris, de vac-
cin adsorbé, renferme une moyenne de 900 i 1.000 millions de
germes figurés, el le produit d’autolyse de 200 millions de bacil-
les. Le vaccin pour porcs doit renfermer 20 wunités vaccinantes
souris par centimeétre cube, soit environ 20.000 millions de
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bacilles. La dose vaccinale qui est de 5 cm® renferme donc envi-
ron 100.000 millions de bacilles figurés et 1’équivalent de
20.000 millions de bacilles solubilisés.

Il est évident qu’une telle concentration n’est pas aisément
obtenue d’oli la nécessité d’utiliser des milieux additionnés de
sérum frais et de peptones spéciales, qui sont coliteux et de pré-
paration fastidieuse. Selon la richesse initiale obtenue et les
techniques, les cultures sont ensuite concenirées un nombre
variable de fois. DixTER et Bakos (1951) concentrent quatre fois,
Hausmann (1949) quatre & huit fois, GLEpmLL (1952) dix fois.

En ce qui concerne l'immunigéne, l'unité vaccinale souris
correspond & environ 200 millions de bactéries, et la dose vacci-
nale porc & 20.000 millions. Il y a donc intérét & utiliser des
milieux simples, autoclavables, qui donnent environ 5.000 mil-
lions de bactéries par centicube. Aprés solubilisation des
bactéries ces milieux renferment dans 3 cm® la méme dose d’anti-
géne actif que les vaccins adsorbés les plus concentrés. Pour obte-
nir un antigéne plus concentré, il suffit de centrifuger les cul-
tures et de solubiliser la phase solide.

Le choix de la substance adjuvante justifie quelques rcmar-
ques. Dans les vaccins adsorbés, le gel d’alumine est supposé
« adsorber » les bactéries. 11 a été suggéré que cette adsorption
aurait pour effet de soustraire les germes a l’action léthale du
formol (qui est ajouté & un slade ultérieur), de sorte qu’ils con-
serveraient leur vitalité tout en perdant leur virulence.

Cette hypothése a élé avancée en supposant que le bacille du
rouget se comporte en la circonstance comme le virus aphteux
dans le vaccin de Waldmann. La pertinence de cette supposition
est infirmée par I'expérience. 11 est en effet impossible de déceler,
in vivo ou in vilro, une trace de vitalité dans les bactéries libé-
rées du complexe aluminé.

Le role du gel est, au cours de la préparation, de rendre plus
rapide la précipitation des bactéries, et peut-étre d’adsorber I’anti-
géne soluble, puis, in viro, de produire une action d’adjuvant.
ictte opinion est confirmée par le fait qu’un adjuvant soluble, la
saponine, qui n’a aucun rdle adsorbant, nous a donné d’aussi
bhons résultals que le gel. La saponine présenic 1’avantage d’agir
a faible dose (1 pour mille), donc de permettre la réduction de
la dose vaccinale. En outre, le vaccin saponiné peut sans incon-
vénient, étre congelé et lvophilisé.

Les obhservations qui viennent d’étre exposées nous dispensent
d’insister sur les caractérisliques de l'immunigéne qui est ici



VACCIN CONTRE LE ROUGET DU PORC 545

proposé. Il s’agit d'une solution neutre, renfermant par cen-
timétre cube la substance d’environ 10 milliards de bactéries et
additionnée de 1 pour mille de saponine brute et de 1 pour cinq
mille de merthiolate.

Injecté sous la peau, en arriere de l'oreille, et & la dose de
2 cm?®, ce vaccin détermine la formation d’un nodule ovoide de
10 4 30 mm de long, qui se résorbe lentement et sans complica-
tions & condition que l'injection soit bien faite sous la peau et
non dans la peau. Il n’y a aucune réaction générale, et par consé-
quent, la vaccination en milieu infecté ne souléve aucune objec-
tion.

Les épreuves du vaccin dans sa forme finale ont donné les
résultats suivants :

Sur sourts : 320 souris blanches divisées en 8 lots, onl été
vaccinées, moitié avec l'immunigéne, moitié avec un vaccin
adsorbé commercial. La dose d’immunigeéne renfermait la subs-
tance de 250 millions de germes, la dose du vaccin adsorbé la
substance de 1.000 & 1.200 millions de germes. Toutes ces souris
éprouvées par la méthode habituelle ont présenté une immunité
totale.

Sur porcs : A\u laboratoire, 60 porcs, représentant 9 portées
d’origine connue, ont été mis en expérience. 4% ont été vaccinés
avec 2 cm® d’immunigéne. 18 sont réservés pour contrdler la
durée de 'immunité. 22, divisés en 4 lots, correspondant A 4 por-
tées, ont été éprouvés aprés vaccination, en méme temps que
cinq témoins, par notre méthode intradermique. Les témoins ont
recu une dose stirement réactionnelle. 4, des mémes portées que
les vaccinés, ont fait en trente-six heures une réaction typique
locale, avec [iévre puis généralisation.

Bien que traités par la pénicilline, le troisieme jour, 3 sont
morts par la suite avec des lésions d’endocardite. Un témoin
d’origine inconnue n’a présenté qu'une faible réaction locale
sans généralisation.

Les 22 vaccinés ont été éprouvés avec 1.000 doses surement
réactionnelles. Un seul a présenté une légeére réaction cutanée,
qui a disparu en quarante-huit heures, sans fiévre ni compli-
cations.

Sur les 18 animaux réservés pour controle de durée de I'im-
munité, 6 éprouvés apres trois mois avec 1.000 doses surement
mortelles, n’ont fait aucune réaction, tandis que 2 témoins de
méme portée ont fait une réaction typique avec une dose.

a

Grace a l'obligeance de notre confrére, le docteur Staur de
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Montbrison, un essai intéressant a été réalisé dans les conditions
de la pratique.

Dans un élevage, ou 10 animaux étaient morts de rouget aigu,
et ou diverses circonstances rendaient la contagion inévitable,
130 porcs dont certains avaient 2 mois el d’autres pesaient
100 kg, ont été vaccinés, le 15 juin 1953.

Dans la semaine suivanie, 4 présenterent le rouget, mais furent
guéris, puis aucun cas ne fut constaté.

Dans d’autres élevages, le docteur STAaHL a vacciné environ
250 porcs avec des résultats qu'il juge pleinement satisfaisants.

L’innocuité et I'efficacité du vaccin semblent donc établies, et
sa conservation semble pouvoir étre fixée & 3 mois & la tempé-
rature ordinaire.

Il reste a connaitre la durée de I'immunité que nous savons
seulement étre encore entiére apres quatre mois. '

En effet, 10 des porcs vaccinés le 15 juin par le docteur Stant,
ont été éprouvés le 28 octobre avec 1.000 doses stirement réac-
tionnelles. Ils n’ont présenié aucune réaction, alors que 2 témoins
inoculés avec 1 dose présen!érent la 1ésion cutanée typique suivie
de généralisation.

(Institut Mérvieux, laboratotves de Marvey-U'Eloile, Rhéne.)
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