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Résumé — Une des méthodes les plus prometteuses de controle de 1a rage des animaux sauvages
semble étre leur vaccination par distribution d'appats contenant un vaccin antirabique. Le plus utilisé
2 ce jour est un virus rabique modifié (souche «SAD» ou dérivées). Mais il posséde un certain pou-
voir pathogéne résiduel pour les espéces non cibles. Une alternative possibie est I'emploi d'un vac-
cin obtenu par génie génétique incorporant dans le virus de la vaccine (souche Copenhague ther-
mosensible ts 26) 'ADNc correspondant au géne codant pour la glycoprotéine G du virus de la rage
(souche ERA). Nous avons administré différentes doses de ce vaccin par voie orale & 59 renards
(Vulpes vulpes) puis titré leurs anticorps avant de les soumettre & une épreuve virulente mortelle
pour tous les témoins. La résistance des renards est totale (8/8) dés qu'ils recoivent une dose de
vaccin de 107 unités formant plages (UFP) et cette résistance reste totale (4/4) 18 mois aprés vacci-
nation. Chez les chiens, la séroconversion de tous les animaux (4/4) n'est observée qu'a partir de
1096 UFP alors que chez les chats elle I'est & partir de 108 UFP. Ces chiens (4/4) et ces chats (3/4)
ont résisté a I'épreuve 2 a 3 mois aprés leur vaccination. Linnocuité et I'efficacité du vaccin appa-
raissait donc satisfaisante chez ces espéces. Les avantages et inconvénients du vaccin sont discu-
tés.

vaccin antirabique — vaccin recombinant — renard — rage — chien — chat — voie orale

Summary — Safety and efficiency of a vaccine against rabies (vaccinia-rabies recombinant
virus) administered orally in fox, dog and cat. One of the most promising ways to control rabies
in wildlife seems to be the distribution of bait containing an anti-rabies vaccine. So far, the most
widely used vaccines were modified live viruses (SAD strain or derivatives). Nevertheless, these
strains retain some pathogenicity for non-target species. A novel vaccine was proposed consisting
of genetically modified vaccinia virus (strain Copenhagen, thermosensitive ts 26) expressing the
foreign glycoprotein G for the rabies virus (strain ERA). Different doses of this recombinant virus
were administered orally to 59 foxes (Vulpes vulpes) and their antibodies were titrated before chal-
lenge. Foxes (8/8) resisted 1 month after vaccination with 107 plaque forming units (PFU), or 4/4
after 18 months. Seroconversion among dogs was 4/4 after vaccination with 1 096 PFU and 4/4
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among cats after vaccination with 108 PFU. These dogs (4/4) and cats (3/4) resisted the challenge
2—38 months after vaccination. This vaccine thus appears to be potent and safe in these species. Its

properties are discussed.

vaccine — rabies recombinant virus — fox — dog — cat

introduction

La rage reste encore, de nos jours, une
des zoonoses les plus redoutées dans le
monde. Depuis quelques décennies son
extension préoccupe la plupart des Ser-
vices nationaux de santé animale et, I'Or-
ganisation Mondiale de la Santé (OMS) la
maintient au rang de ses priorités d'inter-
vention pour deux raisons : 1) d'une part
le nombre des cas de rage canine est en
croissance réguliere dans le monde,
notamment en Afrique et en Asie; 2)
d'autre part, la rage selvatique, véhiculée
par le renard roux (Vulpes vulpes), le
raton laveur (Procyon lotor), la mouffette
(Mephitis mephitis) ou les chiroptéres,
poursuit son extension en Europe occi-
dentale ou sur le continent nord améri-
cain.

Contre la rage vulpine les moyens
employés en Europe, jusqua 1978,
étaient essentiellement la réduction des
populations de renards. Si cette méthode
a, certainement, évité de trés nombreux
cas de rage des animaux domestiques,
donc de 'homme, elle n'a presque jamais
réussi a éviter la progression géogra-
phique de la maladie.

L'idée de vacciner les espéces inac-
cessibles a ces mesures de limitation de
leurs populations a été émise dés 1961
aux Etats-Unis d'Amérique par Baer et
al. (1971), puis étudiée dans d'autres
pays, notamment en France (Blancou,
1979; Blancou et al, 1985), en Répu-
blique Fédérale d'Allemagne (Schneider,
1985) et en Suisse (Steck et al., 1982).
C'est ce dernier pays qui osa réaliser, en
1978, la premiére distribution sur le ter-

rain d'appats contenant du virus rabique
vivant «Street Alabama Dufferin» (SAD)
destinés aux renards.

Depuis cette date, tous les essais faits
en Europe ont utilisé cette souche ou ses
deérivés (ex : «SAD» ou E. Gaynor Rokitt-
niki Abelseth (ERA) en Europe occidenta-
le, «Vnukovo 32» en URSS). Ces «cam-
pagnes expérimentales» utlisant plus de 5
millions d'appats (a raison de 12 a 15
km2) n'ont pas entrainé de cas de rage
vaccinale et ont eu des résultats incontes-
tables (Schneider, 1985). Ces derniers ont
pu étre jugés par le taux de séroconver-
sion (70% en moyenne) des renards, et
par la réduction spectaculaire du nombre
de cas de rage dans les zones vaccinées
(Steck et al., 1982).

Mais un des obstacles & la généralisa-
tion de cette méthode reste encore la per-
sistance du pouvoir pathogéne, non négli-
geable, de la souche SAD pour certaines
especes animales non cibles (micromam-
miféres, mustélidés, chats), qui pourrait
permettre ['établissement d'un cycle de
«rage vaccinale» chez ces espéces
(Wachendorfer, 1976).

La recherche de vaccins plus sirs a
donc été poursuivie et encouragée, en
particulier celle visant a l'emploi de la
seule fraction immunisante du virus
rabique (Organisation Mondiale de la
Santé, 1987). Une de ces recherches,
fondée sur les travaux antérieurs de Pani-
cali et Paoletti (1982) sur les pox virus,
aboutit en 1984 3 l'obtention d'un virus
recombinant de la vaccine (Kiény et al.,
1984). L'efficacité de ce vaccin fut démon-
trée sur renards adultes et juvéniles
(Blancou et al., 1986; Brochier et al.,



Vaccin antirabique recombinant 197

1988), puis sur raton laveur (Rupprecht
et al., 1986) et sur mouffettes (Tolson et
al., 1987).

Dans ce travail, nous rapporterons les
résultats d'études complémentaires d'in-
nocuité ou d'efficacité de ce vaccin sur le
renard, et d'études préliminaires sur le
chien et le chat.

Matériel et Méthodes

Animaux

Les 68 renards roux (Vulpes vulpes) utilisés,
obtenus par déterrage des jeunes en zone
indemne de rage, étaient des sujets males ou
femelles, agés de 9 a 12 mois au début des
essais, et élevés dans les conditions précé-
demment décrites (Artois et al., 1982).

Les chiens (beagles) et les chats (race
commune) males ou femelles, agés de plus de
6 mois, provenaient d'un élevage de laboratoire
protégé.

Les souris utilisées pour le titrage des virus
ou sérums étaient des femelles Swiss «OF1»,
agées de 4 a 6 semaines, fournies par les Eta-
blissements Iffa Credo (69210 L'Arbresle, Fran-
ce).

Vaccin

L'ADNc correspondant au géne codant pour la
glycoprotéine G du virus de la rage (souche
ERA) avait été cloné, puis inséré dans le géno-
me du virus de la vaccine (souche Copen-
hague thermosensible ts 26), vecteur d'expres-
sion permettant dobtenir la synthése de
quantité importante de matériel antigénique
(Kiény et al, 1984). Un virus recombinant
«VVg RAB 26 D 3 187 XP» a ainsi pu étre
obtenu qui exprime la seule glycoprotéine G.
Une suspension, liquide ou lyophilisée, de ce
recombinant constitue la préparation vaccinale.

Virus d'épreuve

Chez les renards. Le stock viral <GS 7» a été
préparé dans les conditions précédemment
décrites a partir de glandes salivaires de
renards de France naturellement enragés
(Blancou et al., 1979).

Chez les chiens et les chats. Le stock viral de
la souche «NY» a été préparé dans les condi-
tions précédemment décrites (Soulebot et al.,
1982) a partir de glandes salivaires de chiens
enragés des Etats-Unis d'Amérique.

Chez les souris (pour titrage des sérums).
C'est la souche «challenge virus standard»
(CVS) qui a été utilisée sous forme d'une sus-
pension de cerveau de souris infectées, inocu-
lée par voie intracérébrale, aprés mélange
avec différentes dilutions du sérum a tester et
incubation 90 min a 37 °C.

Administration du vaccin aux animaux.
Observations

Renards. Le vaccin a été administré soit sous
forme liquide (dépot direct sur la langue du
renard, ou mise en capsule plastique elle
méme cachée dans une téte de poule offerte a
I'animal) soit sous forme lyophilisée (dép6t
direct sur la langue).

Chiens et chats. Le vaccin, sous forme liquide,
a été déposé directement dans la gueule de
animal.

Tous les animaux ayant ingéré le vaccin ont
été isolés et observés quotidiennement jusqu'a
leur mort ou leur euthanasie. (Tous les
effluents, objets ayant été en contact avec le
vaccin ou cadavres des animaux en expérience
ont été décontaminés ou incinérés).

L'innocuité du vaccin a été recherché par
examen de I'état des muqueuses buccales
et/ou |'état général des animaux (perte d'appétit
ou apathie). L'observation s'est poursuivie de 1
a 18 mois chez les renards, 3 mois chez les
chiens et 1 mois chez les chats.

Etude de la réponse immunitaire humo-
rale

Tous les animaux en expérience ont subi une
prise de sang le jour de la vaccination puis a
intervalles réguliers apres cette derniére. Les
anticorps sériques ont été titrés par séroneutra-
lisation sur souris, ou sur cellules («rapid fluo-
rescent focus inhibition test»), selon les
méthodes recommandées par I'Organisation
Mondiale de la Santé (Kaplan et Koprowski,
1974).

Epreuve des animaux

Renards. lls ont été éprouvés 1 a 18 mois
aprés vaccination par injection, dans les
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muscles temporaux, d'une suspension de virus
GS 7, titré aussitot apreés utilisation (chague
animal a requ 1033 doses létales 50% par voie
intracérébrale/souris (DLsg/ic/souris).

Chiens et chats. lls ont été éprouvés par inocu-
lation dans les muscles masséters (chien) ou
cervicaux (chats) d'une suspension de virus
NY titré aussitdt aprés utilisation. Chaque
chien a regu 1055 DLgyfic/souris et chaque
chat 1081 DLgg/ic/souris.

Résultats

Les résultats des essais concernant I'in-
nocuité de la vaccination (recherche de
Iésions éventuelles au point de contact du
vaccin avec la muqueuse buccale, ou
d'altération possible de I'état général) ou
son efficacité (évaluation de la réponse
immunitaire humorale et/ou de la résis-
tance a I'épreuve) sont les suivants.

Chez les renards

Innocuité

Aucun des renards ayant ingéré le vaccin
(soit directement, soit en appat) n'a pré-
senté de réaction locale, macroscopique-
ment visible, de la muqueuse buccale
dans les jours suivant l'ingestion. Aucune
réaction générale clinique n'a été remar-
quée au cours d'observations allant de 1
a 18 mois.

Efficacité

Une réponse en anticorps neutralisants
(déterminés 30 jours aprés dépdt direct
dans la gueule de 32 renards adultes de
vaccin sous forme liquide) apparait chez
tous les renards qui ont recu 108 UFP de
vaccin. Le taux de survie des animaux a
une épreuve mortelle pour les témoins
indique que la résistance conférée est
proportionnelle a la dose de vaccin regue

et totale quand les renards regoivent 107
UFP de vaccin (Tableaux | et Il).

Les résultats sont les mémes lorsque
le vaccin est déposé sous forme lyophili-
sée ou lorsqu'il est inclus dans un appét
(Tableau lif).

L'immunité conférée par ingestion de
108 UFP (forme liquide déposée directe-
ment dans la gueule) est totale jusqu'a 18
mois aprés l'ingestion (Tableau V).

Chez les chiens et les chats

Innocuité

Les 12 animaux inoculés et les 8 animaux
en contact avec eux n'ont présenté aucu-
ne réaction locale ou générale durant la
période (1 a 3 mois) d'observation.

Efficacité

Une réponse en anticorps neutralisants
apparait chez tous.les chiens ayant regu
au moins 1096 UFP et chez tous les
chats ayant regu 108 UFP. Six chiens mis
en contact avec les chiens vaccinés n'ont
pas développé d'anticorps. Les chiens
ayant requ 1096 UFP de vaccin ont tous
résisté (4/4) a l'épreuve qui a tué les
témoins (5/5) (Tableau V).

Quatre chats mis en contact avec les
vaccinés ont présenté une légere réponse
en anticorps. Mais I'épreuve virulente a
entrainé la mort de ces 4 sujets ainsi que
celle de 2 sujets témoins neufs. Par
contre, un seul des 4 sujets vaccinés
éprouvés a succombé (Tableau VI).

Discussion

L'innocuité du vaccin apparait compléte
durant toute la période d'observation des
animaux qui ont ingéré le vaccin, quelle
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Tableau I. Titres en anticorps antivirus rabique déterminés 30 jours aprés dépét direct dans la
gueule de 16 renards adultes du vaccin recombinant (liquide) de la vaccine et effets de I'épreuve

virulente.

N° du renard Dose de Titre en Effets de I'épreuve
vaccin anticorps chez les renards
(UFP) vaccinés @

408 104 1,35 S

427 0 S

428 0 M

429 0 M

418 106 0,8 S

425 0,8 S

426 0 M

430 0 M

414 108 2,33 S

431 2,61 S

433 2,61 S

451 2,75 S

437 108b 1,91 S

438 2,33 S

447 2,61 S

452 2,75 S

aM = mort, S = survivant. Les renards ont été éprouvés par une dose de 1033DLsy/ic/souris du virus vulpin sauva-
ge. Les 4 renards témoins non vaccinés et éprouvés sont morts.
Les 4 renards ont subi des scarifications de la gueule avant le dépét du vaccin.

que soit l'espéce considérée. Aucune
lésion macroscopique n'a été observée
chez les animaux autopsiés aprés avoir
succombé a I'épreuve ou aprés avoir été
euthanasiés.

Cette innocuité avait déja été consta-
tée chez toutes les espéces étudiées par
Rupprecht (1986), Tolson (1987) et Bro-
chier et al. (1988).

Les accidents de rage vaccinale rap-
portés avec les virus vaccins vivants
modifiés de la rage (souche SAD) aprées
administration orale expérimentale aux
rongeurs, ou accidentelle au chat, n'ont
pas été observés dans le cas du recombi-
nant.

Le contact accidentel du virus recombi-
nant avec les muqueuses oculaires ou
nasales du renard n'entraine pas de réac-
tion adverse (observation non publiée des
auteurs, concernant un essai sur 4
renards ayant regu 108 UFP par dép6t
direct).

Testée sur un nombre d'espéces ani-
males trés supérieur a celui employé pour
vérifier celle du vaccin SAD (actueliement
utilisé en Europe), l'innocuité du vaccin
recombinant apparait donc actuellement
satisfaisante pour les principales espéces
européennes susceptibles de consommer,
par accident, le vaccin destiné aux
renards.
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Tableau II. Titres en anticorps antivirus rabique déterminés 30 jours aprés dépét direct dans la
gueule de 16 renards adultes du vaccin recombinant (liquide) de la vaccine et effets de I'épreuve

virulente.

N° du renard Dose de Titre en Effets de I'épreuve
vaccin anticorps chez les renards
(UFP) (ul) vaccinés @

539 106 0,08 M

547 0 M

552 o] S

556 2,31 S

542 107 13,48 S

543 1,23 S

548 0 S

550 0,96 S

517 108 0,46 S

534 6,07 S

537 1,93 S

541 0,08 S

523¢ Inconnu P 0,09 S

531 0 M

536 0 M

545 0 M

@M = mort, S = survivant. Les renards ont été éprouvés avec une dose de 103.3 DLgg/ic/souris de virus vulpin sau-
vage. L.es 2 renards témoins non vaccinés et éprouvés sont morts.

b Les 4 renards ont été mis en contact avec les renards vaccinés avec une dose de 108 UFP.

¢ Ce renard avait été mordu par un congénére vacciné aussitot aprés leur mise en contact : ceci expliquerait la
séroconversion chez ce sujet, non observée chez les 3 autres.

Si on compare l'efficacité du vaccin
entre espéces, il semble bien que ce soit
le renard qui réponde le mieux a l'admi-
nistration par voie orale du vaccin qui lui
procure une immunité de durée supérieu-
re a l'espérance de vie moyenne des
sujets vivant & I'état sauvage (1 a 3 ans).
Chez cette espéce, limmunité conférée
est proportionnelle a la dose de vaccin
ingérée. Il avait été démontré précédem-
ment (Wiktor et al., 1984; Blancou et al.,
1986) que l'immunité induite par la primo-
vaccination n'empéchait nullement une
réponse anamnestique aprés une secon-
de administration du vaccin.

L'emploi de ce vaccin recombinant en
appats, lors de campagnes dimmunisa-

tion des populations vulpines, apparait
donc comme capable de procurer les
mémes bénéfices que celui du vaccin
SAD actuellement utilisé dans 8 pays
européens (Pastoret et al., 1987).

Parmi les avantages de ce vaccin, on
peut signaler son caractére de stabilité
thermique (supérieur a ceux des vaccins
a virus rabique modifié) donc son incorpo-
ration possible & des formes galéniques
trés variées, plus économiques. Ses
avantages de parfaite innocuité, quant a
la valence rabique, sont incontestables.
lis restent a apporter la démonstration
d'une innocuité aussi parfaite du virus de
la vaccine (déja confirmée sur 20 espéces
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Tableau lll. Titre en anticorps antivirus rabique déterminés 30 jours aprés dépdt direct dans la gueu-
le de renards d'un vaccin lyophilisé, ou distribution d'appats (téte de poule) dans lesquels était insé-
rée une capsule plastique contenant le vaccin liquide, et résultats de I'épreuve viruiente.

Ne° du renard Dose de Titre en Effets de I'épreuve
vaccin anticorps chez les renards
(UFP) (Ui vaccinés 8

645 108 0,15 S

662 0 M

644 0,19 S

617 0,04 S

a1 108 1,07 M

412 (appats) 11,63 S

420 2,61 S

423 2,19 S

424 1,49 S

aM = mort, S = survivant. Les renards ont été éprouvés par une dose de 103:3DLgg/ic/souris de virus vulpin sau-
vage. Les 4 renards témoins non vaccinés et éprouvés sont morts.

animales autres que le renard) et son
incapacité a4 se recombiner avec des pox
virus existant déja actuellement dans la
nature. Mais la transmission horizontale
du virus vaccin recombinant, d'un animal
vacciné a un animal neuf, apparait
comme un phénoméne trés improbable.
Elle ne pourrait, en pratique, se produire
gue si un sujet vacciné possédait encore
du vaccin dans la gueule au moment du
contact (morsure).

Les chiens et chats se vaccinent,
semble-t-il, moins bien. Les chats vacci-
nés peuvent transmettre une quantité de
virus suffisante (& des sujets en contact
direct avec eux) pour entrainer une répon-
se sérologique spécifique, mais non pro-
tectrice. Ces résultats restent a confirmer
par emploi de doses plus élevées de virus
vaccins. lis sont, quoi qu'il en soit, déja
suffisants pour encourager des essais
complémentaires, en particulier chez les
chiens, dont les individus errants pour-
raient bénéficier de la technique de vacci-

nation orale, en pays tropicaux (Organisa-
tion Mondiale de la Santé, 1987).
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Tableau IV. Titres en anticorps antivirus rabique déterminés de 1 2 18 mois aprés dépbt direct dans
la gueule des renards d'un vaccin recombinant titrant 108 UFP (liquide) et suivi d'une épreuve viru-
lente.

Ne° des renards Titre en anticorps Resultats de
neutralisants (Ul) dans les I'épreuve chez
délais suivants aprés les renards
vaccination (mois) vaccinés @

1 3 6 12 18

Epreuve 1 mois aprés vaccination

509 2,3 — — — — S
516 0,8 — — — — S
538 2,3 —_ — — — S
544 0,8 — — — — S
86 M 1,21 — — — - S
86 F 1,49 — — — — S
Epreuve 6 mois apres vaccination

515 0 NT 0 — — M
519 1,36 NT 023 — — S
548 1,36 NT 069 — — S
549 1,36 NT 0 — — M
Epreuve 12 mois apres vaccination

401 087 004 003 O —_ S
402 249 046 O 0,08 — S
404 046 003 001 0 — S
406 245 112 017 019 — S
Epreuve 18 mois aprés vaccination

513 1,36 NT 0 0 0 S
518 7,38 NT 094 042 0,19 S
530 0,97 NT 0,04 0,03 0,03 S
533 1,36 NT 0,19 042 0,15 S

28 M = mort, S = survivant. Les renards ont été éprouvés avec une dose de 1033 DLgg/ic/souris d'un virus vulpin

sauvage. Les 8 renards témoins non vaccinés (2 par groupe) et éprouvés sont morts.
NT = non titré.
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Tableau V. Titres en anticorps antivirus rabique déterminés a différents temps aprés dépét direct,
dans la gueule de 8 chiens, de différentes doses de vaccin recombinant.

Ne° des chiens Dose de Titre en anticorps Résultats de
vaccin neutralisants (Ul) dans les I'épreuve
(UFP) délais suivants (jour) virulente @

aprés vaccination

7 14 28

259 108.6 0 0 0 M
403 1,2 3,6 12,6 M
291 0 0 0 M
278 0 0 0 M
280 109.6 25 7.9 6,1 S
298 5,1 13,7 13,3 s
404 0,5 3 3,6 s
281 0.6 1,9 3,9 S

aM = mort, S = survivant. Les chiens ont été éprouvés avec une dose de 1055 DLgyic/souris d'un virus canin (NY)
69 jours aprés vaccination. Deux chiens témoins mis en contact permanent avec les animaux ayant regu 1086 UFP
et 4 autres chiens en contact avec les animaux ayant recu 1098 UFP n'avaient pas développé d'anticorps antivirus

rabique aprés 28 jours de contact. Ils sont tous morts fors de I'épreuve virulente ainsi que 5 témoins neufs non
vaccinés.

Tableau VI. Titres en anticorps antivirus rabique déterminés a différents temps aprés dépdt direct
dans la gueule de 4 chats du vaccin recombinant, titres en anticorps aux mémes dates chez 4 chats
non vaccinés restés en contact avec eux, et résultats de I'épreuve virulente.

Ne des chats Titre en anticorps neutralisants Résultats
(Ul) dans les délais suivants (jours) de
aprés vaccination ou contact I'épreuve
10 21 28 71

Vaccinés (108 UFP)

830 39 39 39 39 S

831 1,2 1,6 1 0,9 M

835 39 39 39 74 S

838 0,9 0,5 1,6 0,5 S

En contact avec les vaccinés

828 0,5 0,7 0,5 0,9 M

832 0.3 0,3 0,3 0,6 M

833 0,5 0,7 0,4 0,5 M

845 0,5 05 0,4 1 M

aM = mort, S = survivant. Les chats ont été éprouvés par une dose de 1081 DLyic/souris d'un virus canin (NY)
115 jours aprés leur vaccination. Les 2 chats témoins non vaccinés et éprouvés sont morts.
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