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YERSINIA PESTIS
VACCIN EV ET CYCLOPHOSPHAMIDE
CHEZ LA SOURIS

par

Edouard-R. BRYGOO et Solo RAJENISON

Voici déja vingt ans que des auteurs s intéressérent au compor-
tement des souches vaccinales vivantes de Yersinia pestis chez
des sujets soumis a une thérapeutique immunodépressive.
Ainsi D.-F.-E. PA¥NE et ses< collaborateurs, en 1955, démontrérent
qu’'une seule injection de cortisone chez des souris inoculées
avec la souche EV76 entrainait une généralisation mortelle de
I'infection tandis qu’elle restait sans effet sur celles inoculées
avec la souche Tjiwidej et la souche A 1122. En 1957, G. GIRARD
confirmait qu’une seule dose de cortisone administrée avant
I'injection intrapéritonéale de 50 000 germes de la souche EV
entrainait la mort de la souris par infection mixte et que Y.
pestis pouvait re isolé du sang. Cependant, des passages en
séries chez des animaux soumis a la cortisone ne modifiaient pas
le comportement de la souche chez des animaux normaux. Les
observations de T. HAvAsHIDA (1957) ’amenérent a conclure que
I’administration d’ACTH entrainait une nette diminution de la
résistance des rats blancs 3 la souche EV. En 1958, S.-L. BLYAKHER
confirmant qu’une seule injection de cortisone augmente nette-
ment la sensibilité de la souris aux souches de peste de faible
virulence suggérait que cette méthode expérimentale pourrait
permettre d’isoler des souches 4 partir de matériel suspect ne
contenant que peu de germes ou de faible virulence. Nous
n‘avons pas eu connaissance d’une application pratique de cette
méthode.

Dans le but d’améliorer les conditions d’isolement des souches
de Yersinia pestis, & partir du matériel recu au laboratoire, nous
avons, depuis 1969, utilisé deux immunodépresseunrs.
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En 1969, Putilisation de la Rubidomycine, tout en mettant
en valeur le principe inéme de la teelinique, ne nous donnait
‘cependant pas entiére satisfaction, les animaux étant trop fra-
gilisés. Par contre, avec la cyclophosphamide (1973), nous
obtenions des résultats tels qu’ils permettaient de recommander
la technique & tous les laboratoires confrontés aux problémes
de l'isolement de Yersinia pestis.

Connaissant d’une part les travaux précédemment cités sur
Iaugmentation du pouvoir pathogéne dé la souche EV pour des
sujets soumis a une thérapeutique immunodépressive par
cortisone ou ACTH, ayaut d’autre part la pratique de 'utilisation
de la cyclophosphamide nous nous sommes demandés.si une
vaccination par vaccin EV ne pouvait pas étre dangereuse pour
un sujet soumis & cet immunodépressenr.

EXPERIMENTATION

. De navembre 1973 4 juillet 1974, nous avons procédé a 6 séries
d’inoculations expérimentales en faisant varier différents facteurs.

Nous avons utilisé des souris blanclies non sélectionnées, de
‘ notre élevage local ;les boites, contenant chacune 3, 5 ou 6 sourix,
étaient tirées au sort au moment des inoculations.

- Toutes les injections, vaccin, suspension . virulente, solution
, - de cyclophosphamide étaient pratiquées par voie intrapéritonéale,
.~ sous un volume de 0,20 ml.

La posologie de la cyclophosphamide est celle que nous avons
proposée en 1973. La premiére injection avait lieu vingt-quatre
heures aprés I’injection vaccinale.

La souchie EV 76 a été utilisée sous la forme d’une suspension
en eau physiologique & partir d’une culture de- 3 jours sur gélose,

a 26° C.

- L’inoculation d’épreuve utilisait la souche 4/62 de Yersinia

- pestis régulierement employée pour nos recherches antérieures ;

o elle intervenait 10 jours aprés la fin du traitement par cyclo-
phosphamide, soit 16 jours aprés l'injection vaccinale.
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RESULTATS

10 La cyclophosphamide ne permet pas & la souche EV
de manifester son pouvoir pathogéne

Dans l'expérience B, deux lots de 12 souris regoivent res-
pectivement 40 000 et 400 000 germes EV ;1'une de celles inoculées
avec la plus forte dose meurt aprés la deuxiéme injection de
cyclophosphamide. La rétroculture reste stérile.

Dans expérience C, 5 des 12 souris inoculées avec
20000 germes EV meurent en cours d’observation mais il

s’agissait d’une infection intercurrente ainsi que le démontrait

d’ailleurs la mort de 10 des 12 souris inoculées avec le méme
vaccin EV, mais tué par chauffage. Les rétrocultures ne permirent
pas de récupérer la souche vaccinale chez les 5 ammaux morts
en cours d’observation. ;

Dans les 4 autres expériences aucune mortalité n’était ob-
‘servée chez les souris vaccinées et soumises au traitement par la
cyclophosphamide.

EXPERIENCE

A : 15 souris, par groupe de 3, recoivent des doses croissantes
de vaccin, allant de 600 a 6.10% germes ;
D : 15 souris recoivent 20 000 germes EV ;
E : 20 souris recoivent 200 000 germes EV ;
F : 35 souris recoivent 200 000 germes EV.
On peut donc considérer comme établi, qu’a Vinverse de ce
que les auteurs ont observé avec la cortisone et 'ACTH, la

cyclophospharmde, dans® ros conditions e\{perlmentales, ne
permet pas a la souche EV de manifester son pouvoir pathogéne,

20 Recherche d’une action de la cyclophosphamide
sur le pouvoir immunisant de la souche EV

De T'expérience A, (doses variables de 600 & 6 millions de
germes EV, inoculation d’épreuve variant de 10 a 1 000 DL 50)
semblait se dégager un résultat paradoxal : la mortalité aprés
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injection d’épreuve était de 13 sur 15 pour les souris qui n’avaient
recu que de EV et seulement de 4 sur 15 pour celles ayant
recu EV et cyclophosphamide, tout se passant comme si la
cyclophosphamide potentialisait 'action du vaccin EV. 1l était
important de chercher a préciser ce point.

Expérience B (tableau I)

Les doses vaccinales sont ici de 40 000 et 400 000 germes.
Le contrdle de virulence de la souche utilisée pour ’épreuve
donne une DL 100 proche de la dilution 10-% soit environ
40 000 germes. Les différentes données sont rassemblées dans
un tableau. ‘

Le rdle protecteur de la cyclophosphamide semble se confirmer
puisqu’avec le seul vaccin la mortalité globale est de 18/26
tandis qu’elle n’est que de 9/23 pour les souris traitées par
oyclophosphamide. La différence semble particuliérement nette
avec de fortes doses d’épreuve : 13/14 contre 4/12, ainsi qu’avec
ia plus faible dose vaccinale : 9/13 contre 5/12.

TaBrLEAU |
(Expérience B)

Souris vaceinées
Dose d’épreuve o i
L Vaccin seul Vaccin +
Nombre de DL 100 Dose vaccinale cyclophosphamide
M S M S
10, ciiiiiiininnenn 4.10¢ 3 (3.3.3) 3 2(3.3) 4
} {: S 4.10° 2(3.3) 4 3(1.3.4) 2
100, ....iiiiininn, 4,104 6(8.3.3. 1 1(8) 5
3.4.5)
) 15 > N 4.10° 7¢3.3.3. 0 3(3.34) 3
3.3.4.5)
M i Mortalité apéoifiqrre des eeuris, bee et, ontre parenthidses, la durée d'évolution de U'affection, en jours |
9: Sarvie. :

. Expérience C

Nous avons cherché 3 contrdler les résultats antérieurs en
utilisant une faible dose de vaccin (20000 germes) en méme

— A —



temps que nous introduisions un témoin supplémentaire avec
I'inoculation d’un lot de souris par le vaccin EV chauffé pendant
une heure 4 60° C. La signification de I’expérience fut compromise
du fait d’une importante mortalité non spécifique chez les souris
sous cyclophosphamide (10 sur 12 ayant recu le vaccin chauffé,
> =ur 12 le vaccin vivant).

Avec une suspension de Y. pestis virulent de 10-4, tuant
4 souris sur 5 chez les témoins, la mortalité chez les souris vac-
cinées est de 4 sur 12 pour le vaccin seul, de 3 sur 7 pour le
vaccin + cyclophosphamide. Par contre les 14 souris vaccinées
avec le vaccin tué (12 sans et 2 avec cyclophosphamide) ne
résistent pas a I'inoculation d’épreuve. Le seul fait net qui ressort
de cette cxpérience est la disparition du pouvoir vaccinant de
IEV sous 'action de la chaleur : mortalité de 100 p. 100 (14/14)
avec le vaccin chauffé contre une mortalité de 7/19 avec le vaccin
vivant.

Expérience D (tableau IT)

L’expérience D reprenait les conditions générales de la précé-
dente, les souris étant vaccinées avec seulement 20 000 germes.
Les résultats sont consignés dans le tableau. On ne retrouve pas
I'action recherchée de la cyclophosphamide mais on doit noter
que I'épreuve était particuliérement sévére, la DL 50 se situant
vers la dilution 10-5.

Tapreav 11

(Expérience D)

j i e 4t | .
- - } Souris préparécs avee | Vaccin
Témoins / — - i vivant
Dilution de la Virulinee | C."CIOI’.}“’S‘ Vaccin seul + eyclo-
. . ne phamide |— ———— —| phospha-
saspension virulente seul . id
| seule vivant chauffé mide
R P :
| I | R
~ ! ! . ~ !
M ! S ‘ M 1\ S M| S M S M ‘[ N
' AR N | |
-3 - =y = 5 -
10 |70 00%) { (%) | 1(%) 7T 00 ( ] 0 3 1
. : : | ) i ,
g ! ' e} | 3
10 | 16(*)) 0(%) { ) { oy | 8 1 0 f 6 01 4 0
o e L L - !
M : monalité spécifique, S : survie.
(*) Les chiffres marqués d’un astérisque correspond: E i iluti A
; €8 d’ ] > spondent aux totaux cumulatifs (dilut 10-7 -2
pour la vxru]e'nce; 10-° & 16-% pour le traitement cyclophosphamide scule) ; tous leg :l:t:: iudiq:enltolc
nombre effectif de souris mises en jeu pour la dilution correspondante.
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L’étude de la mortalité des souris traitées par la cyclophospha-
mide, sans vaccin, est intéressante bien que le petit nombre
des animaux mis en jeu oblige & une grande prudence pour
I'interprétation des faits. Aux dilutions d’épreuves de 10-2 &
10-3 (4 000 a 400 000 gernies), alors que la mortalité des témoins
est de 7 sur 9, avec une durée d’évolution moyenne de 5,1 jours,
elle est de 5 sur 9, mais surtout une évolution moyenne de 14 jours.
Tout se passant comme si, cliez les souris soumises & un traitement
par cyclophosphamide, aprés la phase de plus grande sensibilité
au bacille de Yersin (démonirée par les expériences d’inoculation
pour diagnostic) intervenait une phase de plus grande résistance.

Expérience I (tableau I11)

Pour cette expérience la dose vaccinale est augmentée, les

souris recoivent 200 000 germes de EV 76.

Par suite, soit d’unc modification de la virulence de la souche
d’épreuve, soit d’une erreur de manipulation, lé titrage du pou-
voir pathogéne donna des résultats paradoxaux. Alors que
5 souris sur 5 étaient tuées a la dilution 10-4%, 3 sur 2 survivaient
a 10-3 et 1 sur 4 4 10-2 rendant impossible la détermination
d’une DL 100. Par ailleurs, les délais d’évolution étaient con=i-
dérablement allongés, la mortalité né commengant que le 3¢ jour
pour se poursuivre jusqu’au 13€. Cette expérfence ne confirme
pas une éventuelle potentialisation du vacein EV par la cyclo-
phosphamide.

Tasreav III
(Expérience E)

Souris préparées ave;:
Témoins | ! ]
P irulence cyvelo- vacein
] lDl‘]u‘!'mnsvf]e }a A virulenc phosphamide vacein seul . 4 evelo-
suspension virulente seule ‘ phosphamide
N e = —
‘ Mo s N ‘ SO I VR B
i — i | ]
102 I 1 \ 4 9 1 6 | 4 4 ‘ o
102 E 21 " 1) | 10 0 T8 w | oo
i

M : mortalité spécifique ; S : survie.

. (*) Les ohiffres marqués d’un astérisgue correspondent gux lolaux cumulatifs (dllutlons 107 & 16-2)
toux les autres indiquent le nombre effectif de souris mises en jeu pour ta dilution considérée.
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Expérience F (tableau 1V}

Nous avons repris les éléments de ’expérience précédente :
“vaccination avec une forte dose de vaccin EV (200 000) mais
augmentation du nombre des animaux mis en expérience.

La dimunition de virulence de la souche d’épreuve se confirme
introduisant un facteur supplémentaire de discussion. Ici encore,
aucune action nette de la cyclophosphamide.

TABLEAU IV
(Expérience F)

Souris préparées avec
Témoins ! ]
- irulence - evelo- | vacein
) Dllu(hlons-'de la virulenee phosphamide vaccin seul + cyclo-
suspension viralente ide’
seule phosphamide
I
M | S M S M ‘ S M S
10— 11(*) 4(%) 15 | 0 6 9 4 11
|
102 200%) | 3(*) | 14 5 1 o4 12 3
10~ 330 | 209 50 0 | 3 | 2 5 0
. ! i
M : mortalité spécifique ; S : survie.
(*) Les chiffres marqués d’un astériquc correspondent aux totaux cumulatifs (dilution 10-7 & 10-%);
tous les autres indiquent le nombre effectif de souris mises en jeu pour la dilution correspondante.

DISCUSSION

Le comportement dex souris soumises a I'inoculation de souches
virulentes de Yersinia pestis met vraisemblablement en jeu des
processus antagonistes qui =ont loin d’étre élucidés. En 1969,
nous signalions incidemment: une observation expérimentale :
lorsque I'on inocule & des lots de souris des dilutions croissantes
d’une suspension de Y. pestis, la mortalité la plus précoce ap-
parait souvent pour les dilutions moyennes. Les souris recevant
un grand nomnbre de germes mettent parfois plus de temps pour
mourir que d’autres qui en recoivent moins. La répétition de ces
faits rend peun probable TI'intervention de la seule résistance
individuelle. Nows nous demandions s’il ne fallait pas y voir le
role de la stimulation des défenses de I'organisme par un inocu-
lum important. Nous ignorious alors les observations de T.-R.
PaRrry (1955, 1956) (ui avait observé que des rats blancs inoculés
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avec des doses fortes (10%) mourraient moins rapidement qu’avec
des doses faibles (10%) de bacilles pesteux. 11 supposait que ce
phénoméne d’interférence était di & une stimulation non spécifi-
que du systeme de défense de I'organisme.

*

Nous n’avons pas ¢té capables de confirmer par nos trois
derniéres expériences Ieflet remarquable ui semblait se dégager
des premiéres, a savoir un renforcement apparent de laction
protectrice du vaccin EV lorsque les souris étaient soumises a un
traitement par la cyclophosphamide. Mais il faut tenir compte
du fait que nous avons, lors des derniéres expériences, utilizé
une dose vaccinante 10 fois plus forte en méme temps qu’inter-
venail une modification de la virulence de notre souche d’épreuve.

Il y a lieu de retenir également Ueffet paradoxal noté dans -
I'expérience D, ol les souris traitées par cyclophosphamide seul.
depuis plus de 10 jours, s<emblaient présenter une résistance plis
grande, du moins avec une souche virulente mettant en jeu un
petit nombre de germes. ‘

Il pourrait donc étre indiqué de reprendre cette expérimenta-
tion, apres s’étre assuré d’une souche hautement virulente pour
les épreuves, en cherchant d’abord & mettre en évidence un
éventuel état d’hyper-résistance secondaire des souris ayant
recu de la cyclophosphamide depuis plus de 10 jours. Si ce fait
Hait vérifié il pourrait, A lui seul, rendre compte des élément=
paradoxaux que nous avions obtenu dans nos premiéres
expériences. Selon Robert Fauve, 'explication des phénomeénes
observés pourrait se trouver dans le mécanisme tres particulier
de laction de la cyclophosphamide. G.-B. Mackaness et coll.
(1974) ont en effet établi que ce produit potentialise la réponse
des cellules T par suppression sélective des cellules B.
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RESUME

Les auteurs démontrent que le trailemenl par la cyclophos-.
phamide des souris ayant re¢u du vaccin EV vivant n"augmente
pas le pouvoir pathogénc de cette souche.

Ayant observé un certain nombre de résultats paradoxaux sur
la sensibilité a D'inoculation pesteuse des souris préalablement
traitées par vaccin EV et cvelophosphamide, ils discutent diverses
hypothéses pathogéniques.

— 29





