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RESUME. Quatre cent soixante étudiants vétérinaires en début d’essai clinique (220 en Belgique et 240 en
France) ont regu une primovaccination par voie intramusculaire (JO, J7 et J28) ainsi qu’un rappel aprés 1 an
avec trois lots industriels successifs d’un vaccin antirabique préparé sur cellules Vero et purifié par chromato-
graphie . Les résultats immunologiques tant apres primovaccination (J42) qu’aprés rappel (J379) étaient supé-
rieurs au seuil de protection théoriquement admis de 0,5Ul/ml. On n’a pas mis en évidence de différence si-
gnificative entre les trois lots de vaccin utilisés en terme de moyenne géométrique des titres en anticorps
antirabiques neutralisants. Quant a I'innocuité de ce vaccin, les réactions locales et systémiques étaient en gé-
néral légéres. Aucune réaction immédiate sévére n’a été observée et aucun événement indésirable grave n’a
été relié au vaccin. Les réactions locales sont le plus souvent des douleurs a I'endroit de I'injection: elles ap-
paraissent dans 60% des cas en primovaccination et 53% des cas en rappel. Ces douleurs apparaissent le -
plus souvent dans les 24 heures aprés vaccination et durent généralement 24 a 48 heures. Lincidence des
autres réactions locales ne dépasse jamais 9,8%. Les réactions systémiques sont le plus souvent légeres ou
modérées; on y retrouve le plus souvent des troubles gastro-intestinaux et généraux. Le pourcentage de su-
jets présentant au moins une réaction systémique variait de plus ou moins 20% en primovaccination a plus ou
moins 15% lors du rappel. On n’a pas mis en évidence de différence significative dans la fréquence d’appari-
tion des réactions locales et générales en fonction du lot, et cela quelle que soit la dose regue. On peut conclure
de maniére générale que la vaccination avec le vaccin antirabique préparé sur cellules Vero et purifié par chro-
matographie s’est révélée efficace et bien tolérée.

INTRODUCTION

La rage humaine est une maladie mor-
telle dans 100% des cas et sa préven-
tion constitue actuellement le seul
moyen efficace de lutter contre elle.
Parmi les différents moyens utilisés
dans cette prophylaxie de la rage
humaine, la vaccination antirabique
préventive joue un role trés impor-
tant. (Center of Disease Control and
Prevention, 1999)

Elle s’adresse essentiellement a des
personnes réguliérement exposées au
risque de contamination rabique tels
les gardes-chasses, les taxidermistes,

le personnel de laboratoire travaillant
avec le virus de la rage, les vétérinaires,
certains voyageurs, etc.....

Les étudiants vétérinaires représen-
tent donc une population a risque qu'il
est important de vacciner contre la
rage. Certains pays I'ont trés bien com-
pris et conditionnent I'inscription aux
cours de médecine vétérinaire a une
vaccination antirabique obligatoire.

Une politique de vaccination systé-
matique ne peut se concevoir qu’avec
des vaccins de trés bonne qualité et
notamment avec un risque minime de
réactions secondaires.

Le vaccin antirabique préparé sur cel-
lules Vero et purifié par chromato-
graphie (CPRV) correspond a ce pro-
fil. Ce nouveau vaccin est dérivé du
vaccin antirabique préparé sur cel-
lules Vero (PVRV) lequel est utilisé
depuis quinze ans dans plus de qua-
rante pays avec trés peu de réactions
indésirables. Il s’en différencie par une
étape de purification supplémentaire
par chromatographie.

Le présent article présente les pre-
miers résultats d’une étude portant
au départ sur 240 étudiants vétéri-
naires frangais et 220 étudiants vété-
rinaires belges vaccinés par 3 lots
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industriels successifs de CPRV et sui-
vis pendant une période de 5 ans. Ce
premier bilan est réalisé 1 an apres la
primovaccination (14 jours apres le
rappel a 1 an).

MATERIEL ET METHODES

Le vaccin:

En Belgique, le vaccin utilisé tant en
vaccination préventive qu’en vaccina-
tion curative (aprés contamination)
est un vaccin inactivé préparé sur cel-
lules diploides humaines (HDCV). Ce
vaccin est fabriqué par cultures clas-
siques et les lots de fabrication sont
relativement peu importants. (Wiktor
etal., 1978)

La culture sur cellules Vero permet la
culture sur billes microporteurs et les
lots de fabrication sont trés impor-
tants. Le vaccin préparé sur cellules
Vero (PVRV) est utilisé dans plus de
40 pays dont la France et les USA.
(Loupi et al., 1995)

Le vaccin CPRYV est une forme purifiée
de ce vaccin PVRV. Le virus rabique
est préparé a partir de la souche Pit-
man-Moore comme pour la fabrica-
tion du PVRV et cultivé sur lignée cel-
lulaire continue Vero. La suspension

" virale subit ensuite une purification

par chromatographie (en trois étapes)
avant d’étre inactivée par la bétapro-
piolactone.

Ce vaccin répond aux recommanda-
tions de la Pharmacopée Européenne,
au code de la Food and Drug Admi-
nistration (FDA) américaine et aux
séries de rapports techniques de stan-
dardisation biologique de I'Organisa-
tion Mondiale de la Santé (OMS).

Le vaccin CPRYV est un lyophilisat dis-
ponible en ampoule de 3ml, reconsti-
tué dans 0,5 ml de solvant NaCl 0,4%.

Lactivité du vaccin est supérieure ou
égale a 2,5 Ul/dose.

Trois lots de fabrication ont été étudiés
lors de cette étude (S3234, S3235 et
S$3290). Ils ont été administrés aux
étudiants selon une procédure de
double aveugle aprés randomisation.

Population vaccinée:

La vaccination a été proposée aux étu-
diants de la Faculté de Médecine Vété-
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rinaire de I'Université de Liege en sep-
tembre 1996 et 220 étudiants ont été
inclus dans cet essai, apres avoir regu
leur consentement signé.

Cet essai a été réalisé conjointement
avec les quatre Ecoles Nationales
Vétérinaires francaises (Lyon, Mai-
sons Alfort, Nantes et Toulouse) pour
un total de 460 sujets, conformément
ala Déclaration d’Helsinski. Le comité
d’éthique de Liege a donné son accord
pour la réalisation de cet essai cli-
nique.

Tous les étudiants volontaires étaient
notamment en bonne santé, n’avaient
pas d’antécédents de réactions post-
vaccinales et n’avaient jamais été vac-
cinés contre la rage. Des criteres bien
précis d’inclusion et de non-inclusion
ont été appliqués (tableau I).

CRITERES D’INCLUSION

Méthode:

Le but de I'essai clinique était I'éva-
luation de la tolérance et de I'immu-
nogénicité de 3 lots industriels suc-
cessifs de vaccin CPRV.

Pour ce faire, les étudiants ont été vac-
cinés. Les événements indésirables
locaux et généraux ont été recueillis
aprés chaque injection de vaccin et
des prises de sang ont été effectuées
afin de titrer les anticorps antirabiques.

Le protocole de vaccination et de
prises de sang est présenté dans le
tableau 11.

Le recueil de la tolérance s’est fait a
I’aide d’un carnet d’autosurveillance
rempli par I'étudiant, suivi d’un inter-
rogatoire médical portant sur les réac-

tions locales et générales apres chaque

1. Age supérieur a 18 ans

2. Sujet toujours sain au moment de l'inclusion

3. Température axillaire < a 37°C le jour de la vaccination

4, Recueil du consentement écrit aprés information du sujet

CRITERES DE NON-INCLUSION

. Déficit immunitaire connu ou suspecté, congénital ou acquis ou li€
a un traitement immunosuppresseur

. Antécédent de traitement par une hormone de croissance d’extraction

3. Traitement par immunoglobulines ou transfusion de sang/produits
sanguins, ou traitement immunosuppresseur par voie orale/paren-

térale dans les 6 derniers mois

. Maladie chronique sévére pouvant interférer sur la réponse immu-
nitaire et sur I'interprétation de la tolérance du vaccin administré

. Antécédents d’événement indésirable grave ou d’allergie liés & un vaccin

. Maladie infectieuse sévére en cours d’évolution

. Sujet participant & un autre essai clinique

. Femme enceinte

. Sujet ne pouvant respecter le calendrier prévu

. Sujet vacciné contre la rage (pour la primovaccination)
Sujet ayant regu depuis les 3 injections de primovaccination, une
autre vaccination antirabique (pour le rappel)

. Sujet ayant recu une ou plusieurs autres vaccinations dans les 4
semaines précédant I'inclusion




injection de vaccin (J0, J7, J28, J42,
]365,]379).

Le tableau III montre les types de
réactions prélistées tant locales que
systémiques.

REACTIONS LOCALES

. Douleur

- Lanalyse sérologique a été réalisée par

~ la méthode «Rapid Focus Fluorescent
Inhibition Test» (Smith et al., 1973)
au laboratoire de Séro-lmmunologie
de Pasteur Mérieux Connaught a Val
de Reuil, France.

. Rougeur
. Induration

. Hématome

. Prurit
Lanalyse statistique est basée sur les
intervalles de confiance qui sont cal-
culés a 95 % de séroconversion ainsi
que sur les moyennes géométriques
des titres en anticorps antirabiques.

. Adénopathie régionale .

REACTIONS SYSTEMIQUES

1. Pathologies cutanées * Urticaire

* Rash
RESULTATS P

* Prurit généralisé
Immunogénicité: * Angio-cedéme

On constate en premier lieu qu’il n’y
a pas de différence entre les trois lots
de vaccin étudiés. En effet, comme le
montre la figure 1, les moyennes géo-
métriques des anticorps antirabiques
(GMT) sont pratiquement identiques.

2. Pathologies du systeme . Lymphadénopathie%
réticulo-endothélial ;

3. Pathologies du systéme ostéo-articulaire * Myalgie ‘

et musculaire ¢ Arthralgie

Une analyse de variance réalisée au
J42 ne mettait en évidence aucune dif-
férence significative de GMT entre les
trois lots (p=0,9). La moyenne géo-
métrique des titres était de 27,7 Ul/ml
pour le lot $3234, 28,6 Ul/ml pour le
lot S3235 et 28,9 Ul/ml pour le lot
§$3290.

4, Pathologies du systéme nerveux central  * Etourdissement
et périphérique * Mal de téte

5. Pathologies du systeme digestif * Nausée

* Vomissement to

* Douleur abdominale |
¢ Diarrhée
Lanalyse de variance réalisée a J379
aprés I'injection de la dose de rappel

donne le méme résultat (p=0,9).

(> a 4 selles par jouri)

!
¢

6. Pathologies du systéme respiratoire * Dyspnée Lo '

A J42, tous les étudiants vaccinés * Toux
avaient un titre en anticorps antira-
biques = 0.5U1/m, seuil considéré
comme protecteur, aprés les trois
doses de vaccin avec des titres indivi-
duels variant de 2,6 Ul/m! au mini-

mum a 94 Ul/ml au maximum.

7. Pathologies générales * Figvre

¢ Frisson

e Malaise
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—— Moyenneé géométriques des titres en amicdrbs antiraﬁiques neutralisants
—s— Valeurs minimales
—e— Valeurs maximales
Moyennes
géométriques o 94 B4 88
des titres en 294 Intervalle
> de confiance
anticorps . A 295%
antirabiques E 10 -
(Ui/ml) 5
Jo J28 J42 J379 ; 1 —
(n=458)  (n=454) (n=450) | (n=384) 2
|mLotS3234| 0,04 | 189 | 27,7 | 28,6 2
mLotS3235| 0,05 | 196 | 286 | 27,5 o
[ LotS3290 0,04 | 188 | 289 | 32,4 - Yions ~
Figure 1 Figure 2

Evolution des moyennes géométriques des titres en anticorps
antirabiques neutralisants par lot de vaccin.

Evolution des moyennes géométriques des titres en anticorps
antirabiques neutralisants, minimum et maximum aprés vaccination
(tous les lots confondus).

% de sujets

00

Il faut remarquer que tous les étu-

diants sont déja protégés apres 2 injec-
tions (au J28, les titres vont de 1,1 a

21,1 Ul/ml).

Aprés JO

Aprés J7

Apres J28

Jours

Aprés J365

Apres le rappel a 1 an, tous les étu-
. wlotssess| diants vaccinés sont considérés
mlot sazas| comme protégés avec 100% des titres

‘Lot sazeo| > 0.5 Ul/ml. Les variations indivi-
duelles sont comparables a celles de la
primo-vaccination (de 2 a 88 Ul/ml).
(figure 2)

Tolérance

Tolérance locale: présence d’au moins une réaction locale apres vaccination.

Figure 3

Réactions locales: Le profil de tolérance
a été évalué par le pourcentage d’indi-
vidus présentant au moins une réac-
tion locale dans chaque groupe vacciné

% de sujets
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(n=454)

% de sujets

ApRC jaicl (3 lots: $3234, $3235 et $3290) et

(efery
Lot S2234 mLotS3235 (Lot S3290

cela en fonction de chaque dose
recue. (figure 3)

La régression logistique ne révele

,
|

1

|

‘

i

‘
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aucun effet li¢ au lot (p=0,43) ni au

nombre de doses injectées (p=0,35).

AL

-~ Lestrois profils de tolérance sont com-

S —— S parables: il n’y a pas de différence

: & & @& | entre le nombre de réactions locales
'b\\o & o‘9 Q\Q | . N
> g dans les trois groupes apres chaque
injection et quel que soit le nombre
Aprés jour 365 - d’injections regues.
(n=395)

\mLot S234 mLatS3235 Lot 3290

Les réactions les plus fréquemment
rapportées sont des réactions locales

et plus particulierement une douleur a

I'endroit de I'injection. (figure 4)

- Les réactions locales apparaissent en

général durant les premicres 24 heures

| apres linjection et durent 24 2

48 heures en général, rarement plus

longtemps. Elles sont légeres a plus
- de 60%.
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Tolérance locale aprés chaque dose de vaccin injectée aux jours 0, 7, 28 et 365.

Figure 4

. Globalement, quel que soit le lot, la
proportion des sujets présentant une



réaction locale était de 52,7% apres
la 1% dose, 49,2% apres la 2¢ dose,
33,4% apres la 3¢ dose et 56,4% apres
la dose de rappel.

Sur I’ensemble de la primovaccina-
tion, cing sujets ont rapporté une réac-
tion locale sévere a savoir:

* lot S3235 une rougeur apres |7, une
rougeur apres J28 et une rougeur
avec induration apres J28.

* lot S3290 une adénopathie apres
JO et une rougeur apres J7.

Quant a la vaccination de rappel, seu-
lement cing sujets rapportent au
moins une réaction locale sévere apres
vaccination: une pour le lot S3234,
trois pour le lot S3235 et une pour le
lot S3290. Ces réactions séveres
consistent en 2 cas de douleur, 2 cas
de prurit, 1 cas d’adénopathie régio-
nale et une rougeur avec induration.
(tableau 1V)

Réactions systémiques: on a également
tenu compte du pourcentage d’étu-
diants ayant présenté au moins une
réaction générale dans chaque groupe

% de

sujets

JO
‘DlotsS323 111
ELotS323 | 118
OlotS3290 144

i
= mie e
i

Aprés = Aprés
7

prrs |
| J28

94
aen

Figure 5
Tolérance systémique apres chaque dose de vaccin injectée aux jours 0, 7, 28 et 365.

vacciné en fonction du lot et aussi en
fonction du nombre de doses regues.

Le pourcentage de sujets rapportant
au moins une réaction systémique
décroit au cours des injections suc-
cessives de vaccin en primovaccina-
tion, se situant a plus de 10% (11,1%

pour le lot 3234, 11,8% pour le lot
3235 et 14,4% pour le lot 3290) apres
la 1¥* injection et a moins de 5% apres
la 3¢ injection au jour 28 (4,7% pour
le lot S3234, 4% pour le lot S3235 et
3,9% pour le lot S3290). (figure 5)

Les réactions sont le plus souvent des
symptdmes généraux (fievre, asthé-




53234

53235

53290

non relié relié

n (symptdme)

non relié
n (réaction) n (symptome)

relié non relié

n (réaction) n (symptéme

| Réactions totales

| Troubles généraux
Troubles gastro-intestinaux
Troubles nerveux
Lymphadénopathie
Troubles ostéo-musculaires
Troubles psychiatriques
Purpura
Troubles respiratoires

Troubles cutanés

Autres

nie), neurologiques (maux de téte),
gastro-intestinaux (nausées) et ostéo-
musculaires (myalgies).

A Pexception de trois sujets présen-
tant respectivement de séveres maux
de téte, des vomissements séveres et
une douleur abdominale sévére, les
réactions systémiques étaient légcres.

(tableau V)

Le pourcentage de sujets rapportant
au moins une réaction systémique
apres le rappel va de 6,3% a 7,3% en
fonction des lots. Ces réactions sont le
plus souvent d’ordre général (asthé-

_ nie, figvre), neurologique (maux de

téte) et gastro-intestinal (nausées).
(tableau VI).

Si on analyse la relation possible des
événements systémiques avec la vac-
cination, la fréquence des réactions
secondaires systémiques est de 0,1%
pour la primovaccination et de 0,09%
pour le rappel.

A Pexception de deux sujets qui ont
présenté au moins une réaction sys-
témique sévere en relation possible
avec le rappel (un cas de mal de téte
et un cas de problémes gastro-intes-
tinaux), les réactions systémiques
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56
12

51
11
16

sont d’intensité moyenne et de durée
courte (3 jours).

La régression logistique n’a pas révélé
d’effet 1ié aux lots (p=0,95) ni au
nombre de doses (p=0,90) pour les
4 doses.

Il n’y a pas eu de réaction immédiate
sévere méme chez des sujets ayant des
antécédents de réactions allergiques
séveres.

Aucun événement indésirable grave
n’a été relevé aprés les trois premicres
doses et un seul événement indési-
rable grave sans relation avec la vac-
cination a été signalé apres l'injection
de rappel (4° dose). Il s’agissait d'une
hospitalisation pour mise au point
d’une dépression.

DISCUSSION

Cette étude n’a pas mis en évidence de
différence significative entre les trois
lots de vaccin différents tant au niveau
de ’'immunogénicité qu’au niveau
tolérance. Par contre, la réponse
immunitaire individuelle est trés
variable et les titres individuels pré-
sentent des écarts trés importants a

55 49
9 17
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tous les moments de la vaccination
(de quelques Ul/ml a des dizaines
d’Ul/ml). Dans tous les cas, les titres
étaient considérés comme protecteurs
(> 0,5UI/ml) non seulement apres
les trois doses de primovaccination et
aprés le rappel annuel mais également
apres deux doses seulement. Ces bons
résultats sont néanmoins tempérés du
fait de I'existence de rares titres rela-
tivement bas comme celui d’un étu-
diant belge présentant un titre de
2 Ul/ml, deux semaines apres I'injec-
tion de rappel.

Ceci met particulierement en €vi-
dence la nécessité de controler la
réponse immune des personnes vac-
cinées contre la rage, soit systémati-
quement si elles sont fort exposées
ou si les rappels sont &loignés, soit
au moment d’un rappel curatif. Ceci
est d’ailleurs valable pour les vaccins
classiques.

Au niveau de la tolérance, les réac-
tions locales ont été en majorité des
réactions bénignes. Si les chiffres de
ordre de 50% de réactions ont ét¢
notifiés, c’est pour une part impor-
tante dii au probleme d’une notifica-
tion sans doute excessive. En effet,
toute douleur au niveau de 'injection



53234

53235

53290

n (réaction)

relié non relié relié

n (symptome) | n (réaction)

non relié
1 {symptoéme)

relié non relié

n (réaction) n (symptdme)

Réactions totales

Troubles généraux
Troubles gastro-intestinaux
Troubles nerveux
Lymphadénopathie
Troubles ostéo-musculaires

Troubles des mécanismes
de défense

Troubles respiratoires
Troubles cutanés

Autres

13 17 10

4

6
1
2
0
3

30 1

a été notifiée y compris la douleur pas-
sagere liée a I'injection (et les dou-
leurs représentent la majorité des réac-
tions locales).

On a pu démontrer de fagon claire
que la fréquence d’apparition des
réactions locales n’est pas liée au lot ni
au nombre d’injections regues.

Quant aux réactions générales, aucun
événement indésirable grave en rela-
tion avec la vaccination n’a été observé
et les autres réactions générales ont
été dans ’ensemble 1égéres.

La fréquence des réactions générales
n’est pas non plus en relation avec le
type de lot ni avec le nombre d’injec-
tions regues.

Il est & remarquer particulierement
qu’un sujet a été vacciné sous sur-
veillance hospitaliére suite & des anté-
cédents allergiques graves non vac-
cinaux  (choc  anaphylactique
d’origine alimentaire) sans aucun
probléme.

Si on s’en référe aux réactions secon-
daires observées avec le vaccin uti-
lisé en Belgique, le vaccin HDCV
(Fishbein et al., 1989; Noah et al.,
1996), les réactions locales sont

reportées avec une fréquence de 30%
a 74% (douleur, rougeur, prurit au
site d’injection) et les réactions géné-
rales a une fréquence de 5 2 40% des
vaccinés (maux de téte, nausées, dou-
leurs musculaires et étourdisse-
ments).

On se situe donc, dans le cadre de cet
essai clinique, dans le méme ordre
de grandeur de fréquence de réac-
tions locales et dans une plus faible
proportion de réactions systémiques
avec notamment une diminution du
nombre de réactions systémiques lors
des injections successives indiquant
’absence probable de sensibilisation.

On peut donc conclure que la vacci-
nation avec le vaccin CPRV- s’est
montrée efficace et bien tolérée dans
cette premiére partie de I’essai cli-
nique avec cependant des variations
individuelles importantes qui néces-
sitent un suivi attentif des vaccinés
comme dans toute autre vaccination
antirabique.

REMERCIEMENTS

Nous remercions tous les étudiants
qui ont participé a cette étude ainsi

que le service du professeur Pastoret
qui nous a accueillis dans ses locaux
pour réaliser cet essai.

Nos remerciements vont également a
Monsieur Raymond Beier pour son
aide technique.

ABSTRACT

Clinical trials of safety

and immunogenicity

of inactived and purifies rabies
vaccine in healthy subjects

At the beginning of the clinical trial,
four hundred sixty students in
Veterinary. Medicine (220 in
Belgium and 240 in France) were
primovaccinated (0, 7 and 28
schedule) and received a booster
one year later with three batches of
chromatography purified rabies
vaccine produced on Vero cells
(CPRV). All immune responses in-
duced by both primary and secon-
dary vaccinations were higher than
the threshold of protection (0,5
International Unit / ml of serum)
and significant difference in the im-
mune response was observed with
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the three vaccine batches used. As
far.as the safety is concerned, local
or systemic reactogenicity was ge-
nerally mild. Neither severe imme-
diate reaction nor serious adverse
event was reported following the
vaccine administration. Local reac-
tions consisted of pain at the injec-
tion site, observed in 60% and
53% of the subjects following the
priming and the booster respecti-

vely. Pain occurred most often wi-
thin 24 hours following vaccine in-
jection and generally lasted for 24-
48 hours. The incidence of other
local reactions never exceeded
9,8%. Systemic reactions were ge-
nerally mild to moderate, consis-
ting of gastro-intestinal troubles
and dizziness. The percentage of
individuals showing at least one
systemic reactivity symptom va-

ried from 20% after primary vacci-
nation to approximately 15 % after
booster injection. No significant
difference was observed in the fre-
quency of local and systemic reac-
tions related to the number of in-
jections or to the vaccine batch. In
conclusion, we attest both the im-
munogenicity and safety of rabies
immunization with CPRV vaccine
in this trial.
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