Retour au menu

VIROLOGIE

Production et essais de vaccins
inactivés en excipient huileux contre la
F. Thiaucourt ! B maladie de Newcastle en Ethiopie

THIAUCOURT (F.). Production ct cssais dc vaccins inactivés cn
cxcipicnt huilcux contre la maladic de Newcastle cn Ethiopic. Revue
Elev. Méd. vét. Pays trop., 1988, 41 (3) : 229-233.

Deux expériences ont été effectuées au National Veterinary Institute a
Debre Zeit, Ethiopie, pour tester la faisabilité de vaccins en excipient
huileux contre la maladie de Newcastle. L’antigéne choisi était la
souche « LaSota». Dans une premiére expérience, la réponse en
anticorps a paru proportionnelle i la quantité d’antigéne incorporée
dans le vaccin. Dans une seconde expérience, un vaccin préparé avec le
liquide allantoidien pur, comme phase aqueuse, s’est révélé suffisam-
ment efficace pour obtenir des titres d’anticorps allant de 1/250, au
début, a 1/80, a la fin de I’année suivant la vaccination d’un élevage
commercial de pondeuses. Par comparaison, les poulets IOPS (indem-
nes d’organismes pathogénes spécifiques) avaient des titres atteignant
1/512 en dépit d’un temps de stockage du vaccin de 6 mois 4 4 °C. Mors
clés : Poulct - Maladic dc Newcastle - Vaccin inactivé - Ethiopic.

INTRODUCTION
]

La maladie de Newcastle est une menace constante
pour les élevages avicoles des pays en voie de
développement. En Ethiopie, le principal élevage
industriel de Debre Zeit a été décimé en 1984 par
celle-ci et d’autres foyers ont encore été diagnostiqués
en 1985 et 1987.

Seules de strictes mesures de prophylaxie sanitaire et
médicale peuvent permettre de protéger les élevages
situés en zone d’'enzootie. Malheureusement, les vac-
cins vivants distribués dans l'eau de boisson ne
semblent pas conférer une protection absolue. Le
recours a une vaccination par des vaccins tués en
excipient huileux est maintenant largement répandu
en Europe au moins en ce qui concerne les poules
pondeuses et les reproductrices. De tels vaccins
sembleraient tres utiles en Ethiopie ou le risque
d’apparition de la maladie de Newcastle est encore
plus grand qu’en Europe.

Les inconvénients de tels vaccins, par rapport aux
vaccins vivants, sont principalement leur cout plus
élevé et I'obligation de manipuler tous les animaux.
Leurs avantages compensent largement ces inconvé-
nients : leur efficacité est trés supérieure a la fois en
intensité et en durée; il est possible d’incorporer
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d’autres valences inactivées, ce qui diminue les colts
et la vaccination peut se faire pour les pondeuses a
I'occasion du transfert en cage. Enfin, ce qui peut étre
un avantage décisif pour les pays tropicaux, ces
vaccins sont beaucoup plus résistants a la chaleur
que les vaccins vivants (1).

Plusieurs expériences successives ont eu lieu au
National Veterinary Institute (N.V.l.) pour étudier la
faisabilité de tels vaccins en Ethiopie, d’abord pour
déterminer la quantité d’antigéne a incorporer ensuite
pour tester l'immunité effective obtenue dans des
conditions de terrain.

MATERIEL ET METHODE
]

Antigéne

La souche « LaSota » utilisée au NV| pour la produc-
tion de vaccins vivants a été inoculée a des oeufs
embryonnés de 9 jours a la dose de 10° DIO (Dose
infectieuse Oeuf). Ces oeufs provenaient de I'élevage
du NVI dont les poules sont dépourvues d'anticorps
contre la maladie de Newcastle. Aprés trois jours
d'incubation a 37 °C, le liquide allantoidien est prélevé,
une partie aliquote conservée pour le titrage, et le
reste inactivé par la Bpropiolactone a 1/1000 pendant 3
heures a 30°C.

Emulsion

Quatre émulsions sont préparées avec le liquide
allantoidien pur, dilué a 107, 102, 103°, la cinquiéme
émulsion est préparée avec du PBS (Phosphate Buffer
Saline). ‘

La matériel utilisé est le suivant :
— Ultraturax T 45
— Huile : Marcol 52*
— Adjuvant huileux : Montanide 888*
— Adjuvant aqueux : Montanox (tween 80)*

(*) Echantillons fournis par la société SEPPIC, 70 Champs-
Elysées, 75008 Paris (France).
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Chaque constituant est stérilisé séparément sous le
volume désiré : Marcol = 70 ml, Montanide = 7 ml,
Montanox = 0,7 ml (dilué avec 2ml de PBS pour
diminuer la viscosité).

— Le tween est ajouté a la phase aqueuse dont le
volume est de 20 ml

— Le Montanide est incorporé au Marcol puis
homogénéisé pendant deux minutes

— la phase aqueuse est ajoutée goutte a goutte
toujours sous agitation

— Mise en émulsion pendant dix minutes

Toute I'opération s’effectue en bain-marie glacé pour
éviter trop d’échauffement.

Pour I'expérience 2, le méme mode opératoire est
observé a la seule différence qu’un seul type d’émul-
sion est préparé (avec du liquide allantoidien non
dilué) pour un volume final de 500 ml.

Animaux d’expérience

Expérience 1 : 125 poulettes agées de 22 semaines, de
souche Yarkon, élevées dans une ferme de Debre Zeit
appartenant a la Poultry Development Enterprise, sont
placées dans un local isolé et séparées en 5 lots de 25
poules.

Expérience 2 : 16 poulets provenant de I'élevage IOPS
(indemne d’organisme pathogene spécifique) du NVI
et gardés en isolement dans le local de quarantaine et
300 poules de la ferme de Dembi (Poultry Development
Enterprise).

Protocole

Expérience 1 : chaque lot de poulettes est vacciné a.J-
0 avec un vaccin différent. Chaque animal regoit
0,5 ml de vaccin dans les muscles de la poitrine. A
J+30 tous les animaux regoivent une injection de
rappel avec le vaccin dilué a 10"

Expérience 2 : toutes les poulettes régoivent 0,5mi
d’un vaccin fraichement prepare alors | que les poulets
du NVI regowent un vaccin préparé 6 mO|s auparavant
et conservé a 4 °C. |

—

Sérologie

Effectué en microméthode avec des plaques a fond en
U, 'emploi d'un méme sérum de référence permet
d’éviter la disparité des résultats obtenus a des dates
différentes.
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RESULTATS
]

Expérience 1

Antigéne

Le titre du liquide allantoidien est égal -a 5.10'"
DIO/ml ; cela correspond a 5.10° DIO par dose pour le
vaccin Ie plus concentré et dix fois moins pour chaque
dilution ultérieure.

L’inactivation du liquide allantoidien est vérifiée par
inoculation a des oeufs embryonnés.

Emulsion

La stabilité de chaque émulsion est testée par centrifu-
gation a 1500g pendant 30 minutes et une partie
aliquote est conservée a température du laboratoire
(de 20 a 30 °C) pendant toute la durée de I'expérience.
Il n'y a pas de séparation de phase aprés la centrifuga-
tion ; on peut noter simplement l'apparition d'une
mince phase huileuse en surface des flacons conser-
vés en témoins qui ne dépasse pas 2p. 100 de la
hauteur totale et qui ne semble pas augmenter avec le
temps.

Sérologie

Les titres en anticorps inhibant I’hémagglutination
sont résumés dans les courbes de la figure 1.

Tire IHA
Tog?
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Fig. 1 : Courbes sérologiques obtenues avec a'tfferentes concentratzons
de liquide allantoidien. Expérience 1.
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Expérience 2

Antigéne

Le titre est égal a 5.10%5 DIO/ml, soit dix fois moins
par dose vaccinale.

Emulsion

Le vaccin conservé 6 mois a 4 °C ne présentait qu’une
légére séparation de phase.

Sérologie

Les résultats sont rapportés en figure 2.

4

10

Fig. 2 : Cinétique sérologique. Expérience 2.
—  Titre moyen en anticorps {HA

—  Intervalle de confiance a 5p. 100 auwtour de la moyenne
m = t.5/Nn ot m = moyenne, s = écart-type, n = waille de 'échantil-
lon, t = donné pour le risque 5 p. 100 et fonction de n.

DISCUSSION
A

Emulsion

La procédure utilisée, rapport huile/eau = 1/4, tween
ajouté a la phase aqueuse, donne entiérement satis-
faction. D'autres rapports huile/eau peuvent aussi étre
employés ; le tween n’est peut-étre pas indispensable
mais il semble augmenter la stabilité de I'émulsion
(10) ainsi que son efficacité, enfin la viscosité est
moindre quand il est ajouté a la phase aqueuse et non
pas a la phase huileuse (3, 10, 11).

Choix de I'antigéne

Certains auteurs utilisent une souche hautement
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pathogéne (4) mais d’autres des souches lentogénes
de type «LaSota» (1, 6, 10, 11, 12). Les souches
lentogénes offrent I'avantage d’une meilleure adapta-
tion a I'oeuf embryonné donc d’une récolte d’'antigéne
plus importante par oeuf inoculé. Les risques de
contamination accidentelle sont aussi fortement
réduits sans compromettre |'efficacité du vaccin car il
existe une grande similitude entre les différentes
souches de virus Newcastle.

Quantité d’antigéne

L'expérience 1 montre que seules des doses d'anti-
géne supérieures a 10° DIO sont efficaces ; des doses
inférieures induisent une réponse immunitaire plus
faible et plus tardive mais qui reste globalement
proportionnelle a la quantité d’antigéne. Ceci confirme
des résultats antérieurs (10) a la seule différence que
des doses égales a 10% DIO semblaient alors suffisan-
tes pour initier une bonne réponse immunitaire.

Sérologie

Les titres en anticorps inhibant I’hémagglutination
(IHA) aprés un rappel avec un vaccin inactivé varient
habituellement entre 1/40 et 1/1280 selon les auteurs,
la majorité se situant a 1/200. La persistance du titre
IHA est assez longue mais peut aussi fluctuer d’un
mois sur 'autre, par exemple entre 1/50 et 1/200 (12). 1l
serait sans doute plus exact de considérer, non
seulement le titre maximal obtenu, mais aussi
I'augmentation du titre aprés rappel. Ainsi dans I'expé-
rience 1 le titre maximal obtenu est de 1/128 ce qui
n'est pas trés bon mais 'augmentation du titre, elle,
correspond a 5 dilutions.

La seconde expérience confirme les résuitats de la
premiére avec un titre passant de 1/10 a 1/200 ; ce titre
semble a peu prés stable pendant 4 mois mais la
tendance générale est & une décroissance faible et
progressive. Aprés un an, soit a 'la fin de la vie
commerciale des poules, le titre est encore de 1/80 ce
qui est satisfaisant.

La réponse immunitaire d’animaux commerciaux peut
étre influencée par leur état sanitaire (infection par
des mycoplasmes, maladie de Marek...). C'est pour-
quoi une vaccination paralléle d'animaux dont le
statut sanitaire était parfait (poulets IOPS) a été
entreprise. Le titre IHA obtenu a été de 1/512, ce qui
est excellent, néanmoins cela ne représente qu’'une
augmentation du titre de 3 dilutions. Ceci peut éven-
tuellement s’expliquer par une légére diminution
d'activité due a la période de stockage. D’'autres
auteurs ont montré une diminution de l'activité des
vaccins huileux aprés stockage, en particulier
lorsqu’on leur ajoute un conservateur du type « thio-
mersal » (9).
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CONCLUSION
|

Au terme de ces deux expériences, il a pu étre montré
que :

— la réalisation de vaccins inactivés en émulsion
huileuse est possible au NVI,

— ces vaccins sont d'une parfaite innocuité,

— ces vaccins induisent une réponse immunitaire
nettement supérieure aux vaccins vivants habituelle-
ment employés en Ethiopie ; en ce qui concerne la
maladie de Newcastle, il existe une relation directe
entre le titre IHA et la protection effective, on peut
donc penser que ces vaccins sont aussi plus efficaces,

— leur administration ne pose pas de probléme

THIAUCOURT (F.). Production and trials of inactivated oil-emulsion
Newcastle discase vaccines in Ethiopia. Revue Elev. Méd. vét. Pays
trop., 1988, 41 (3) : 229-233.

Two experiments were undergone at the National Veterinary Institute,
Debre Zeit, Ethiopia, to test the feasability of oil-emulsion Newcastle
vaccines. The antigen chosen was the « LaSota » strain. In a first
experiment, the antibody response seemed proportional to the quantity
of antigen incorporated into the vaccine. In a second experiment, a
vaccine prepared with pure allantoic fluid, as aquous phase, proved
efficient enough to elicit antibody titers ranging from 1/250 to 1/80
from the beginning up to the end of the year following the vaccination
of a commercial flock of layers. For comparison purpese, chickens
from specific pathogen free origin had titers reaching 1/512 despite a
vaccine storage time of 6 months at 4°C. Key words: Poultry -
Newcastle discasc - Vaccine - Ethiopia.
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particulier dans des conditions de « terrain ».

L'étude de leur production en quantité semi-indus-
trielle est déja entreprise ainsi que [l'adjonction
d’autres valences ; parmi toutes celles envisageables
(2, 5, 7, 8, 13), la pullorose est sans doute la plus
intéressante ainsi que les mycoplasmoses.
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