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Mise au point d’'un vaccin mixte
contre la maladie de Newcastle
et le choléra aviaire

par J. RAMISSE, H. SERRES, J. M. BLANCOU, |. ). RIBOT
E. RAKOTONDRAMARY, |. RAZAFINDRAMANANA

RESUME

Afin de simplifier la vaccanation des volailles, les vaccins anti-Newcastle et

anfi-pasieurellique ont été associés.

Le premier de ces vaccins esi lyophilisé ef, a l'emplei, on le difue dans
le vaccin anti-pasteurellique tué & la Béfa-propioiactone et aluminé, Plusisurs

séries d’expériences onf montré :

— que le virus vaccin Newcastle peut &tre convenablement lyophilisé en lait

écréme ;

— qu'il conserve sa vitalité aprés dilution dans la culture de pasteurelles
fuée, paurvu que la B, P. L. ayant servi & I'inactivation soit hydrolysée ;

— qu'il garde alors son pouvoir immunisant & un titre suffisamment élevé
pour une ytilisation efficace dans la pratique.

Parallglement, ie vaccin pasteurellique traité & la B. P. L. se montre au moins

aussi actif que le vaccin formelé.

L'associaiion de deux ou plusieurs vaccins
présenie ['avantage de réduire le nombre des
interventions. Ce n'est pas négligeable lorsqu’on
a affaire & des effeclifs nombreux de volailles.
L'administration séparée des vaccins anti-New-
castle et anti-pasteurellique nécessite I'emploi de
deux seringues et se fait par deux injections
successives, Le mélange des deux vaccins
simplifie les opérations.

Nous avons donc recherché dans quelles
conditions les deux vaccins pouvaieni &tre asso-
ciés. Le vaccin anti-pasteurellique s’administre
souslevolume de 1 ml de culture tuée. Le vaccin
anti-Newcastle constitué de liquide allantoidien
infecté avirulent doit &tre dilué a I'emploi. Il
était logique de penser & se servir de la suspen-
sion aluminée de Pasteurelles tuées pour diluer
le virus vaccin Newcastle au moment de ['emplol.
Cela implique que ce virus vaccin garde sa

vitalité dans le mélange. Il faut donc que 'agent
inactivant des Pasteurelles soit inoffensif pour le
virus Newcasile. Or le vaccin anti-pasteurelligue
formolé n’est pas convenable pour cela. Nous
avons donc étudié la possibilité d'association
avec :

— un vaccin anti-pasteurellique tué par la
chaleur ;

— un vaccin anti-pasteurellique fué par la
Bétapropio-lactone (B. P. L.).

D'autre partf, pour améliorerlasurviedu virus
vaccin pendant les expéditions, le transpert en
brousse et le stockage, nous avons d0 envisager
de le présenter sous forme lyophilisée, La lyophi-
lisation augmentera le prix de revient du vaccin,
mais permettra de se passer de glace pour
I"'expédition.

Nous nous sommes par conséguent proposés
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de lyophiliser le virus vaccin Newcastle et de
I'associer, au moment de l'emplol, avec le
vaccin anti-pasteurellique en utilisant ce dernier
comme diluant du premier, le mélange devant
correspondre d 125 doses individuelles de 1 ml.
Plusieurs poinis ont été successivement étudiés

— Choix d’un agent inactivant pour la culture
de Pasteurelles (chaleur ou B. P. L.).

— Choix d'un diluant pour la Iyophilisation
du virus vaccin Newcasile, En effet, le liquide
allantoidien n'est pas lyophilisé tel quel, mais
dilué au 1/5¢ ce qui, sous le volume de 1 ml
carrespond & 125 doses,

— Contréle du pouvoir vaccinant du virus
vaccin lyophilisé, Pour cela nous avons fait des
compardaisons entfre le virus témoin de référence
(virus conservé au congélateur), le virus lyophi-
lisé dilué dans de l'eau déminéralisée, et le
virus |yophilisé dilué dans le vaccin anti-pas-
teurellique.

INACTIVATION DES PASTEURELLES
PAR LA CHALEUR

La chaleur tue facflement les Pasteurzlies. La
suspension de Pasteurelles tuées est uhlisable
pour la dilution du wvirus vaccin Newcastle,
Mais I'efficacité du vaccin mixte obtenu est
presque nulle en ce qui concerne le choléra.
C'est pourguoi nous ne nous étendrons pas sur
cette tfechnique qui a d0 &tre abandonnée,

INACTIVATION DES PASTEURELLES
PAR LA BETA-PROPIO-LACTOME

La B. P. L. esi un agent antiseptique qui
posséde la propriété de s'hydrolyser rapidement
dans l'equ et les sclufions aqueuses. Selon
GUILLOTEAU, I'hydrolyse de solutions agqueuses
de B, P. L. se fait a4 37 °C dans les conditions
suivantes :

Concentrations
en B. P. L.
des soluticons

Temps nécessaire
paur qu'il y ait
hydrolyse compléte

0,06 p. 100 20 minutes
09,1 p.100 20 minutes
03 p.10C 65 minutes
0,5 p. 100 75 minutes

Pendant [I'nydrolyse, la solution s'acidifie.

| Il faut donc réajuster le pH.

Seule la B. P. L. est activement virulicide, les
produits d'hydrelyse ne le sont pas.

St 'on traite une suspension de Pasteurelles
avec une concentration suffisante de B.P.L,, les
bactéries seront tuées, et au bout d'un certain
temps, il 0’y aura plus de B. P. L. achive dans le
milieu. Si on ajoute alors & cette suspension le
virus Newcastle, ceful-ci ne devrait pas &tre
détruit. C'est ce que nous avons recherché.

1} Détermination de la quantité minimale de
B. P. L. nécessaire pour ['inaciivation des
Pasteurelles.

a) Technique,

Nous avons addiionné de B. P. L. des suspen-
sicns de Pasteurelles de densités bactériennes
vari¢es. Nous avons contrdlé l'inactivation en
fonctien de la concentration en B. P. L., et du
temps de contact.

La technique est la suivante : on récolte dans
50 ml d'eau physiclegique une culture de Pas-
teurelles sur gélcse sérum en bofte de Roux de
1L

La densité optique de la suspension obtenue
est déterminée au photométre JOBIN et YVON,
et le nombre de bacléries vivantes pardilution
et ensemencement sur bouillon sérum. On
effectue deux dilutions successives en eau phy-
siologique de la suspension meére, de fagon &
obtenir au total trois échantillons de densiiés
cptiques décroissantes. Chacun de ces trois
échantillons est lui-méme subdivisé en deux
séries de quaire ballons dans lesquels on ajoute
les concentrations suivantes de B. P. L. :

1 p. 100, 0,5 p. 100, 0,25 p. 100, 0,12 p. 100,

Peur chaque concentrafion, I'un des ballons est
place a 37 °C, I'autre est laissé a la température
du Laboratoire.

On coniréle I'inactivation par ensemencement
de la culture traitée sur bouillon sérum, uprés
2 H, 6 H et 24 H de contact.

b) Résuftats.

Trois suspensions de Pasteurelles ont été
soumises & l'action de la B, P, L. Leurs densifés
optiques et leurs teneurs en-bactéries sont les
suivantes
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Suspension A (origine} :
Densité optique @ 0,85
Numération par dilution 107

vivants/ml.

germes

Suspension B (suspension A diluée av 1/10¢) :
Densité optique © 0,4,

Numération : 10, germes vivants/ml.

Suspension C (suspension A diluée au 1/1.000¢)
Densité optique : 0,18,
MNumératfion ; 10¢ germes vivanis/ml.

Les résultats des contrdles d'inactivation sont
représentés dans le tableau |

La concentration de G5 p. 100 permet de tuer
4 tous coups les Pasteurelles, méme en suspen-
sions concenirées, et dans un laps de temps assez
court, qui apporte toute sécurité,

2) Pouvoir immunogéne des suspensions de
Pasteurelles traitées & la B.P. L.

Le vaccin est un mélange & volume égal d'une
culture de Pasteurelles en bouillon traitée 4 la
B. P. L., et de gel d'alumine @ 2 p. 100 d'extrait
sec. Le pH du vaccin est réajusté & 7. La dose
vaccinale est de 1 ml & injecter par voie sous-
cutanée,

Deux lots de poulets ont &ié vaccinés, puis
€prouvés 3 semaines cprés. Les résultets de
I"épreuve sont les suivants :

1eT |ot : épreuve avec 1/16 de ml de cuiture
virulenie :

Poulets vaccinés (6) : fous ant résisté.
Témoins (2) : fous sont meris en

moins de 48 H.

2¢ |ot @ épreuve avec 1/8¢ de ml de culture
virulente :

Poulets vaccinés :survivants = 7
morts en moins de 48 H = 6
morts en moinsde 24 H = 2

Témoins @ tous morts en moins de 24 H.

Bien qu'il n'y ait pas eu protection totale
contre une épreuve trés sévére, ces résultats
sont a4 considérer comme corrects dans les
conditions de |'expérience. En effet, avec le
vaccin formolé, si I'on se contente d'une vacci-
nation unique, les résultats ne sont pas meilleurs,

VITALITE DU VIRUS VACCIN NEWCASTLE
DANS UNE SOLUTION HYDROLYSEE
DE B.P.L.

Le virus Newcastle a ét8 dilué a 10-% dans
deux solutions hydrolysées de B. P. L. donf la
concentration initiale était de 0,5 p. 100. L'une
a été conservée 1 mois d 4°C, 'avtre 24 H a
20 °C, avant de servir pour la dilution du virus,
Aprés un contact de 24 H a 4 °C le virus q été
titré sur embryon de poulet. Les résultals sont les
suivants :

— Virus décongelé
(de rétérence) : DI 50 = 10—

— Virus dilué dans la solution
hydrolysée de B. P. L. : DL 50 = 10-74
(préparée depuis 24 H).

— Virus dilué dans la selution

hydrolysée de B. P. L. : DL 50 = 108,84
(préparée depuis 1 mois).

Les solutions hydrolysées de B. P. L., ont un
effet négligeable (solution de 1 mois) ou réduit
(solution de 24 H) sur le virus Newcastle,

TABLEAU N*1

Concentrations minimales de B — proplo — lactone nécessalres pour tuer
les suspensions de Pasteurelles.

Nature des

Temps d e

contact

suspensions traities 21 6 h 24 h
& (107 Past/ul) 0,25 p.100 0,25 p.100 0,12 p;loo
B (106 Past/ml) 0,25 " a,25 " 0,12 "
C (10“ Pastfml) 0,12 ¥ 0,12 0,12 "
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[l apparalt denc possible de tuer les Pasteu-
relles avec la B. P. L. et de mélanger la suspen-
sion de Pasteurelles ainsi traitée avec le virus
vaccin Newcastle,

CHOIX D'UN DILUANT
POUR LA LYOPHILISATION
DU VIRUS VACCIN NEWCASTLE

Actuellement le virus vaccin est présenté
liquide en ampoules sous le volume de 0,2 ml
correspondant a 125 doses. Mais il ne serait pas
trés commode de lyophiliser 0,2 ml dans un
flacon de 5 ml. Peur augmenter le volume du
produit & lyophiliser, nous devons donc e diluer,
le diluant servant de support. Le virus est dilug
au 1/5¢, ce qui forme dans le fond du flacon une
couche de 2 & 3 mm. La nature du diluant joue
un réle important pour la vitalité du virus lyo-
philisé.

Un travail précédent de BOURDIN a montré
que le virus Newcastle pur se lyophilise trés
bien sans chute notable du fitre. Mais I’adjonction
d’un dilvant pouvant medifier le titre, nous avons
d0 tester un certain nombre de produits suscep-
tibles de servir comme diluants :

a) le bouillen de culture pour Pasteurelles ;

Ce milieu s'est révélé inadéquat car il se
lyophilise mal, et le produit terminal est « mous-
SEUX .

b) le sérum de veau ;

) le lait écrémé stérilisé a I'autoclave |

d) I'equ peptonée a 10 p. 100 ;

e) la polyvinyl pyrreolidone d 10 p. 100 en ecqu
déminéralisée ;

) untampon physiologique aux phosphates de
pH neutre ;

g) un tampon phosphaté peptoné de pH
neutre ;

n) I'eau distillée.

D'autre part, nous avons comparé deux modes
de lyophilisation :

— En ampeoules : le virus dilué est réparti
sous le volume de 1 mt en ampoules de 10 ml.
It est congelé en coquille & — 70°C. Les am-
poules sonf ensuite fixées aux tétines d'un lyophi-

lisateur USIFROID (M3 104) dont le condenseur-
piége est refroidi @ — 180 °C par |'azote liquide.
La lyophilisation dure de 4 a 5 H. Les ampoules
sont scellées sous azote rectifié. Le virus est
ensuite conservé & 4 °C en attendant le fitrage

~— En flacons : le virus dilué est réparti sous le
volume de 1 ml en flacons de 5 ml ou de 20 ml.
Le virus est congelé en masse, sous une épaisseur
de 2.4 3 mm, au contact des platequx réfrigérés
d'ur lyophilisateur BONNET SOGEY (JUNIOR).
La congélafion est lenfe (1 H environ) et n'atteint
que — 30 & — 32 oC. La sublimation est compléte
au bout de15a20 H. Le vide descend a 3 —10-2,
Le bouchage des flacons se faii sous vide. Le virus
est conservé a 4 °C en attendant le titrage.

Pour le titrage, le virus est dilué en eav démi-
néralisée, inoculé & des embryons de poulet de
10 jours. Les résultats sont notés aprés 3 jours
d'incubation des embryons inoculés. Chaque lof
de lyophilisation est comparé au virus initial
dont il dérive, et qui a été conservé au cangéla-
teur,

Les résultats des titrages sont groupés dans le
tableau Il

La lyophilisation du virus dilué entraine une
chute du titre. Cependant avec le lait écrémé et
I'eau peptonée, la chute est moins imporiante.
A condition de lyophiliser un virus de hitre élevé,
le résultat final est ccceptable.

En raison de |'économie, nous avons opté
pour le lait écrémé comme diluant courant.

CONTROLE DU TITRE ET DU POUVOIR
VACCINANT DU VIRUS NEWCASTLE
LYOPHILISE DANS LA CULTURE DE

PASTEURELLES TRAITEE A LA B.P. L.

A) Titrage sur embryon du virus lyophilisé
dilué dans une suspension de Pasteurelles
traitée & la B.P.L., et additionnée de ge!
d’alumine.

Deux essals ont &té réalisés. Nous avons fait
varier

10 le taux de dilution du virus lyophilisé dans
la culture traitée (1/500e et 1/1.000).

29 [e délai entre le traitement de la culture &
la B. P. L., et la dilution du virus dans la culture
tuée (11 0. et 4
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TABLEAU K*II
Titrage du virus Newcastle lyophilisé

N° de Virus Mode de Diluant Titre' sur
1'essal lyophilisation embryona de poulet
Tampon phosphat# pL 50 = o™
P al Flacons Tampon peptond DL 50 = 1077
1 iyophilisé Fau distillée pL 50 = '107°
per oL 50 = 10719
congelé (témoin)
Lalt Eeremé DL 50 = 1077 *°
Eau peptonde 10p.100 DL 50 = 10-?
' Bouillon de culture 7,7
i 2 P B2 Ampoules pour Pasteurelles pL 50 = 10
! lyopatlisé Subtesan 10 p. 10O pL 50 = 1078978
| Sérum de veau DL 50 = 107942
I
‘ pe DL 50 = 107
| congelé (t&moin)
| e -3 2
' P 82 Lait &crémé DL 50 = 10 °°*
lyophlilisé Ampoules Peptone 10 p. 100 DL 50 = 1077 +3
3
P B2 . 8,8
congelé (témoin} DL 50 =10
s -7,5
P 82 Lait écrémé DL 50 = 10 °°*
lyophilisé Flacons veptond 10 p. 100 DL 50 = 107777
4
P 82 -10
congelé (témoin) DL 30 = 10
TABLEAU N°IIL
Titrage du virus lyophillsé dilué dans la culture de pasteurelles tufes & la 8.P,.L.
Mode de Diluant Dilvant du virus Taux Temps Résultats
Virus de lyophilis& aprés de de des
lyophilisation| 1lyophilisation Teconstitution dilution contact titrages
Culture de pasteu- 48 h 7.4
P 8l Flacon Tampon relles eraitée & la 1/500 5 4° ¢ DL 50 = 10 7
lyophilisé peptoné B«F.L. depuis 11j.
MBme culture mais . 48 h _ 1a=0,7
additionnge d'alumige{ /300 4o g [PLSO=10
P 81 Virus témoin de référence dilué en eau 48 h =9
décongeld démingralisge 1/500 a4sec |DL30=10
Culture de pasteu- 2% h 7.2
relles traitée 3 la 1/1000 s go DL 50 =10 "°
P 83 Flaco Lait P.L. depuis 4 asc :
lyophilisé n Scréms B.P.L. dep i-
Eau déminéralisée 1/1000 . Zi; h DL 50 = 10—8
a4 c
P B3 Virus témoin de référence dilué en eau 24 h N
décongeld déminéralisée 1/1000 as ¢ |PLO-I0
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3% le temps de contact du virus et du diluant
(48 H et 24 H a 4eC).

MNous avons également titré, comme référence,
le virus décongeléd du lot dont dérivait le virus
lyophilis¢, Le virus témoin a été dilué en eau
déminéralisée. Le virus lyophilisé a été dilué
soit dans la culture tuée a la B. P. L. additionnée
ou non de gel d'alumine, soit en eau démi-
néralisée. Pour les dilutions svivantes en
vue du fifrage, nous avons pris I'eau déminé-
rahsée,

MNous avons noté fes résultats aprés une incu-
bation de 3 jours des embryons inoculés.

Les résultals sont résumés dans le tableau Ili.
A la lecture du tableau, on s'apergoif :

1} quela lyephilisation du virus en lait écré-
mé n'a provogué quune basse modérée du
titre ;

2) que la dilution du virus Newcastle dans la
culture de Pasteurslles traitée a la B. P. L.
depuis plusieurs jours enfraine une nouvelle
chute du ftitre ;

3) que ['addiion d'alumine hydratée a la
culture servant de diluant, abaisse encare léga-
rement le tirre,

Mais si |'on utilise au départ un virus de titre
suffisamment élevé, le fitre final du virus dilué
dans fe vaccin cholérique demeure trés accep-
table (10-%7) pour ia pratique.

B) Pouvoir vaccinant du virus Newcastle |yo-
philisé dilué avec la culture de Pasieurelles
traitée a la B. P, L.

Les différentes dilutions de virus vaccin onf été
injectées par voie sous-cutanée (dose : 1 ml} a
66 poulets neufs de é semaines,

Sirnulranément, nous avons testé le virus vaccin
congelé servant de référence, le virus (yophilisé
dilué en eau déminéralisée, Ie virus Iyophifisé
dilué avec la culture de Pasteurelles traitée, et
le virus lyophilisé dilué avec la méme culture
mais additionnée d’alumine hydratée,

MNous avons éprouvé individuellement les
poulefs, 10 jours aprés la vaccination, avec
114 de ml de virus virulent pur (3,5 x 105 DL)
injecte en sous-cutanée. 12 témoins non vaccinés
ont servi de comparaison.

Les symptdmes sont apparus dans les 4 jours
sbivant ['épreuve.

Nous rapportons les résultats dans le tableau
v,

D'aprés les résultats, il s'avére que le virus
vaccin Newcastle lyophilisé et dilué a I'emploi
dans le vaccin pasteurellique fué a la B. P. L. pro-
tége les poulets au moins jusqu'd la dilution 10-8,
Or la dilution d'emploi est de 2 x 10-% il y a
donc une importante marge de sécurité,

Institut d'élevage et de médecine
véterinatre des  pays  rapicoux
Laboratoire Ceniral de I'Elevage

Tananarive,

TABLEAD N° 1v

Epreuve des poulets vaccinés avec le virus Wewcastle lyophllisé

Lot de Excipilent de Dilvant du virus Taux de Nombre de Résultats de
vacein |ilyophilisation vacein ¥ l'emploi dilucion poulets 1'épreuve
P &2 Lailt écrémé eau déminéralisge de 1073 5 10970 4 x 3 tous ont résisgtd
P 83 Lait écrémé eau déminéralisée de 10_:‘l L 10_6 4 x 3 tous ont résisté
P a3 Lalt Berémé culture de pasteurelles _3 5
traitée & la B.P.L. depuls| de 10 ~ 4 10 4 x 3 tous ont résistd
4 jours (ph 7)
P 83 Lait &cremé culture de pasteurelles tous ont résisté
traitée § la B.P.L. depuis -3 -G sauf un {vacciné
45 jours et additionnée de 10~ 4 10 hx4 & la dilution
v s
d*alumine (ph 7 ) 10 6)
P B3 Lalt &crémé culture de pasteurelles tous ont résisté
traitée 4 la B.P.L, depuis -3 . . -6
4 jours et additionnée de 10 7 210 434
d'alumine (ph 7 )
Témoins nom vaccinés 12 tous sont morts
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SUMMARY

A mixed vaccine against Mewcastle Disease and Fowl Cholera

In order io simplify the vaccination of poultry, we have soughf to combine
the vaccines of Newcastle Disease and Fowl Cholera,

The MNewcastle vaccine is lyophilised and, at the time of use, 1s diluted with
the Fow! Cholera vaccing, which is killed by Beta-propiolactone and aluminised.

Several series of experimenis have shown that :

— the virus of Newcastle vaccine can convenientiy be lyophilised in skimmed
milk ;

— its vitality is preserved after dilution with the killed culture of Pasteurella,
as long as the B, P. L. usef for the inactivation is hydrolysed ;

— it then keeps ils immunising properties ai a level sufficiently high for ifs
practical use.

Similarly, the Fowl Cholera vaccine treated with B. P_ L. is found 1o be as active
as the formolised vaccine.

RESUMEN

Mejora de una vacuna mixta contra la enfermedad de Newrcastle y el celera aviar

Para simplificar ia vacunacién de las aves, se ensayd asociar las vacunas
contra la enfermedad de Mewrcastle y contra el colera aviar. Se liofiliza el
primer de dichas vacunas, y al utilizar se le dilue en la vacuna contra el colera
aviar matada por la beta-propiolacione y aluminada.

Varias series de experiencias mostraron que :

— se puede licfilizar convenientemente al virus vacuna Newcastle en leche
desnatada,

— conserva su vitalidad despues de la dilucidn el cultivo de pasteurelas-
matadas, con tal de que la B. P, L. utilizada para |a inactivacién esté hidrolisada

— guarda entences su poder inmunizante en un fitulo bastante elevade para.
una utihzacion prdctica eficaz.

Paralelamente, se encuentra la vacuna contra el colera aviar tratada con la
B. P. L. por lo menos tan activa como la vacuna sometida a ia accién del formol.
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