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La maladie nodulaire cutanée des bovins

II. — Production d’un vaccin lyophilisé
a virus vivant

par P. C. LEFEVRE (*)
(avec la collaboration technique de Z. GNALDAM et R. KOSKAL)

RESUME

Un vaccin lyophilisé 2 virus vivant a été produit contre la maladie nodu-
laire cutanée des bovins. Dans cet article, la technique de sa production, la
stabilité du produit lvophilisé et celle du prodwit reconstitué sont étudices.

La lyophilisation n’entraine aucune baisse de titre quel que soit le milieu de
lyophilisation utilisé. Par contre, le milieu & la néopeptone assure une meil-
lzure thermoprotection du produit lyophilisé. Une fois reconstitué, ce vaccin
est relativement stable a la chaleur, mais doit 8tre protégé de la lumiére solaire.
Il donne, alors, satisfaction dans la prévention de la maladie en brousse.

INTRODUCTION

Depuis une dizaine d’années la maladie nodu-
laire cutanée des bovins (MINCB) ou fumpy-skin
disease des anglo-saxons est apparue dans de
nombreux pays du centre et de IDouest
africain (11-1-6-7).

L’extension de la maladie et sa pérennité dans
les pays déja atteints ne peuvent que se poursuivre
si aucune mesure prophylactique n’est prise.

Dans le but de prévenir 'apparition de la
maladic dans les pays encore indemnes et de
limiter le nombre de foyers dans les pays conta-
minés, un vaccin a ét¢ mis au point au Labora-
toire de Farcha.

Le présent article fait la synthése des travaux
menés depuis 2 ans sur :

— la courbe de croissance du virus-vaccin,
— la production du vaccin,

— la stabilité¢ du produit lyophilisé,

— la stabilité du produit reconstitué.

(%) Institui d’Elevage et de Médecine Vétérinaire des
Pays Tropicanx. Laboratoire de Farcha, B. P. 433, N'Dja-
ména, République du Tchad.

La détermination de la dose minimale vacci-
nale ainsi que la réponse immunitaire aprés
vaccination seront étudides dans un prochain
article.

1l est possible, dés & présent, d'affirmer que
ce vaccin utilisé en brousse a la dose recom-
mandée par WEISS de 12000 DICT 30 par
animal donne entiére satisfaction.

MATERIEL ET METHODES

A} Souche

Virus de la maladie nodulaire isolé & Mada-
gascar (10} et atténué par 101 passages sur cel-
lules de rein de lapin. La « banque » de virus
d’ensemencement est obtenue par 5 passages
sur néphrocytes embryonnaires de veau.

B} Courbe de croissance

Des boites de Roux avec tapis cellulaire
complet sont inoculées et incubées a 37 °C.
Toutes les 24 h, 2 boites sont retirées de ’étuve :
la premiére est congelée immédiatement aprés
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raclage du tapis cellulaire ; seul le milieu de la
deuxiéme est récolté et congelé. Aprés 3 cycles
de congélation-décongélation, des titrages sont
effectués sur le milieu seul et sur le milien plus
cellules. Cette expérience est recommencée
plusieurs fois en faisant varier le taux d’infec-
tivité.

) Production dua vaccin

La banque du virus-vaccin est inoculée 4 des
néphrocytes embryonnaires de veau au 2° pas-
sage, entretenys dans un milieu sans anticorps
anti-MNCB (origine européenne). La récolte
se fait quand Ueffet cytopathique est complet
et aprés 3 cycles de congélation-décongélation.

La suspension virulente obtenue est mélangée
a parties égales avec le milieu de lyophilisation.
Le mélange est réparti sous froid a raison de
5 ml par flacon puis porté dans le lyophilisa-
teur : lyophilisation primaire de — 60°C &
0°C en 16 h puis lyophilisation secondaire de
0 a 37 °C en 18 h supplémentaires. Les flacons
sont bouchés sous atmosphére d’azote ¢t conser-
viés 4 — 20 °C.

Les milieux de lyophilisation employés sont :

lot A = milieu dit de WEYBRIDGE (2)
lot B = milieu de WIKTOR (8)
lot C = solution de néopeptone a 11 p. 100.

D) Stabilité du produit lyvophilisé

Des flacons de chacun des 3 lots sont
placés 3 — 20°, + 4° et + 37 °C. Au bout de
3, 6, 9 et 12 mois, 5 flacons de chaque lot et a
chaque température sont prélevés et titrés,

E) Stabilité du produit reconstitué

1) Effet de la température : Des flacons de
chaque lot sont reconstitués dans 100 ml de
sérum physiologique ou d’une solution molaire
de sulfate de magnésium, préalablement portés a
37 °C. Les titrages ont lieu immédiatement aprés
Teconstitution puis aprés 1, 2, 3 et 4 h a Iétuve.

2) Dans les conditions d’utilisation en brousse
{effet de la lumiére). Deux flacons de chaque lot
sont reconstitués dans 100 ml de sérum physio-
logique froid (+ 4 °C). Un flacon est enveloppé
d'un linge humide, I'autre non. Les deux fla-
cons sont alors exposés sur le rebord d’une
fenétre et les fitrages ont lieu comme précédem-
ment.

F) Titrages

Les titrages sont effectués en tubes de cellules
embryonnaires de rein de vean : 5 tubes par dilu-
tion ; lecture au 14¢ jour.

RESULTATS

A) Courbe de croissance

TABL. N°I-Courbe de croissance du virus-vaccin

remps Rappoert virus/ Rapport virus/

en cellules (1p.l0d) |cellules {20p.loQ)
24 NT N T 3.2 2.2
48 2.6 1.8 4.1 2.2
72 5.2 3.8 5.8 4.2
96 3.2 4.6 6.6 5.2
120 5.6 5.6 5.6 4.6
144 (6 1) 5.8 5.8 5.8 5.8
168 (7 j) 6.2 4.8 7 6.2
192 (8 1) 6.2 3 T N T
216 (9 1) 5.8 5.2 NT N T

!

N T = non tilré ; 1.og decimal de la DICTSO/ml

Il apparait que le titre maximal est atteint en
7 jours avec un inoculum riche et en 9 jours avec
un faible inoculum. Pour I'obtention d’un titre
éleveé, il est nécessaire de récolter la totalité du
tapis cellulaire. Cette observation s’accorde avec
celle de PLOWRIGHT et WITCOMB (11) qui
constatent que le virus reste li€¢ aux cellules.

B) Effet de la Iyophilisation sur le titre du vaccin

TABL, N°II-Titre avant et aprés lyophilisation

Lot Avant Aprés lyophilisation
lyophiilisatien |gapun physiol Jsol. Mg Soa
A 4.87 4.5 4.9
# 4.6 4.1 4.9
© 4.6 4.7 4.5

#* Log decimal de la DICT 50/ml.

La lyophilisation n’entraine pas de baisse du
titre et les 3 milicux ont le méme cffet protec-
teur.

C) Stabilité du produit lyophilisé

Les graphiques A, B et C donnent, pour cha-
cun des lots, I'évolotion du titre du vacccin
conservé 4 —20°C, + 4°C et x 37°C.
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Les courbes sont de la forme :

lot A — 20 °C
+ 4°C
+ 37°C
fot B— 20°C
+ 4°C
+ 37°C
lot C — 20 °C
+ 4°C
+ 37°C

y = a'exlogk
1y = 3,71 ¢ 009t
1y = 3,74 7001
1y = 3,73 ¢ 028
Ly = 3,64 g~0006H
: Y = 3’49 e—0,00431
ty = 3,60 e~ 021t
Ly = 3,30 ¢7 6002
: y — 3,44 e—0.0D?t
'y = 2,88 ¢ 007
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Ces graphiques montrent bien la bonne sta-
bilité des produits lyophilisés et conservés &
—20°C et + 4°C et, au contraire, la chute
marquée du titre & + 37 °C.

Toutefois, il semble que le milieu & la néopep-
tone assure une meilleure protection que les
2 autres (exposant de e : 0,07 contre 0,21 et
0,28).

Une hypothése pouvant expliquer ce phéno-
meéne serait la trés faible humidité résiduelle
obtenue grice 4 'absence de saccharose dans le
milieu 4 la néopeptone.

GRAPHIQUE A : Conservation du lot A & -20°C, +4°C et 37°C

Courbes d'ajustement & 1'exponentielle (régression
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GRAPHIQUE B
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. ronservation du lot B & -20°C, +4°C et +37°C

Courbes d'ajustement 3 1'exponentielle (régression
ngn lTinéaire).
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GRAPHIQUE C : Conservation du lot C & -20°C, +4°C et 37°C
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D)) Stabilité du produit reconstitué
a) Effer de la chalenr

TABL, N°ITI-Effet de la chaleur
sur le vaccin reconstitué
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b) Dans les conditions de brousse

Les tableaux et le graphique sont trés élo-
quents : la chaleur n'entraine qu’une baisse

relativement faible par rapport & celle due a
I'exposition & la lumiére. Dans les conditions de

Dans sérum Dans solution

brousse, le vaccin doit donc étre efficacement
protégé contre la lumiére solaire.

physiologique Mg SOQ, 1M
Lot A [Lot B Lot C | Lot A |[Lot B | Lot C
0 3,B% 3.6 3.8 3.6 3.6 3.4
/2 B| 3.7 3.7 3.8 3.5 3.7 3.4
1 1 3.5 3.6 3.4 3.2 3.5 3.3
2 B| 3.2 3.6 3.3 3.2 3.5 3.4
3 B} 3.1 3.3 3.1 2.8 3 3
4 H NT NT 3.2 NT NT 3.2

* Log. décimal de la DICT 50/ml - movenme de 3
titrages,

NT=non titré.

GRAPHIQUE D : Conservation des lots A, B, C aprés recoenstitution
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CONCLUSIONS

La lutte contre la MNCB passe obligatoire-
ment par la vaccination en zone contaminée.
Le vaccin 3 virus vivant est facile & produire et
se comporte relativement bien une fois Iyophi-
lisé.

Les principaux points de la production du
vacein sont :

— La nécessité de récolter la totalité du
milieu et des cellules infectées et de libérer le
maximum de virus par 3 cycles de congélation-
déconpélation ;

— La lyophilisation n’entraine aucune baisse
de titre quelque soit Ie milieu protecteur utilisé ;

— Par contre, le milieu de lyophilisation
joue un réle important dans la thermoprotec-
tion du vaccin lyophilisé. Le milieu & la néopep-
tone a4 11 p. 100 assure une bonne conservation
du produit ;

— Lors de la reconstitution, I'utilisation d’une
solution molaire de sulfate de magnésiom ne
semble pas prolonger la survie du virus ;

— Dans les conditions d’utilisation en
brousse, le vaccin doit &tre soigneusement
protégé de la chaleur et surtout de la lumiére.
Cette protection apportée par un linge mouillé
est, du reste, classique dans les pays du sahel
depuis les campagnes de vaccination anti-bovi-
pestique.

SUMMARY

Lumpy skin disease. 11. — Production of a freeze dried vaccine

A freeze dried attenuated virus vaccine is produced to protect cattle against
lumpy skin disease. The technics of production, the stability of the freeze dried
product and the stability of the reconstituted vaccine are studied.

Mo loss of titer is seen often freeze drying whatever the proiective medium
used. The medium with neopepton (11 p. 100) assures a beiter protection of the

freeze dried vaccine against heat.

Once reconstituted the vaccine is relatively thermostable but must bz

protected against sun light.

RESUMEN

La dermatosis nodular de los bovinos. I¥. — Produccion de una vacuna
liofilizada

Una vacuna liofilizada a virus vivo fué producido contra Ja dermatosis
nodular de los bovinos,

Se estudian sucesivamente la técnica de su produccidn, la estabilidad del
producte liofilizado y la del producto reconstituide, La liofilizacion no oca-
siona ninguna disminucién del titulo cualquiera que sea el medio de liofili-
zacion utilizado. En cambio, el medio a la neopeptona asegura una mejora
termoproteccion  del producto liofilizado.

En cuanto reconstituida, dicha vacuna es relativamente estable para con el
calor, pero necesita una proteccién contra la luz del sol. Entonces da satis-
faccion para la prevencién de la enfermedad en sabana con matorrales,
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