Retour au menu

VIROLOGIE

Evaluation de la thermotolérance
du vaccin V., lyophilisé contre la maladie

Nguyen-Ba-Vy !

NGUYEN-BA-VY. Evaluation de la thermotolérance du vaccin V4 lyo-
philisé contre la maladie de Newcastle. Revie Elev. Méd. vét. Pays trop..
1992, 45 (3-4) : 235-240

Un vaccin lyophilisé contre la maladie de Newcastle a été fabriqué a
partir d’un dérivé thermotolérant V4/276 de la souche de virus V4
(UPM). Le titre moyen de chaque flacon est de 10'™* DIOs aprés 14
jours de conservation a +4 °C et de 10!° DIOsg aprés 126 jours. Lors
d’une incubation a 45 °C pendant 7 et 14 jours, il s’est abaissé respec-
tivement 3 10%° DIOgq et 1082 DIOsq. Ce vaccin a été aussi exposé a
la température ambiante 4 Ouagadougou (Burkina Faso) durant la
premiére quinzaine du mois de juillet 1991, période au cours de
laquelle la température oscille le plus souvent entre 25 et 32 °C sans
jamais dépasser 35 °C : apres des séjours de 7 et 14 jours a I’exté-
rieur, ce vaccin a gardé un titre moyen de 10%° DIOsg/flacon. 11 est
destiné & I’enrobage de grains servant de nourriture aux volailes des
villages africains. Mots clés : Poule - Maladie de Newcastle - Vaccin lyo-
philisé - Thermotolérance - Burkina Faso.

INTRODUCTION
L

La maladie de Newcastle continue a causer d’importantes
pertes économiques dans les pays chauds. La lutte
contre cette maladie est pratiguement inexistante dans la
majorité des villages africains. Les raisons les plus sou-
vent invoquées sont le mangque de moyens pour les vac-
cinateurs d'atteindre les petits élevages, le codt du vaccin
et le besoin de froid pour sa conservation. L'usage du
vaccin inactivé, qui est plus rustique, implique aussi de
fastidieuses opérations de capture et d'immobilisation des
volailles vivant habituellement en liberté dans le village. Il
est donc judicieux de trouver un vaccin, non seulement
efficace, mais aussi thermostable et susceptible d'étre
administré aux volailles par les éleveurs eux-mémes.
C’est dans le cadre de ce programme de recherche appli-
guée que notre laboratoire a été amené a examiner plu-
sieurs vaccins, parmi lesquels le V4 qui a été essayé par
plusieurs auteurs avec des résultats plus ou moins pro-
bants (1-9 et 12-15). Cet article expose les résultats de
nos études supplémentaires sur la thermotolérance du
vaccin V4 lyophilisé.

1. CIRAD-EMVT, 10 rue Pierre Curie, 94704 Maisons-Alfort cedex,
France.
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de Newcastle

MATERIEL ET METHODE
L

Souche de virus

La souche de virus V4 (UPM) de la maladie de Newcastle
a été offerte au laboratoire de pathologie tropicale du
CIRAD-EMVT en 1989 par le Professeur A.L. IBRAHIM
de I'Université Pertanian (Malaisie). C’est un dérivé de la
souche V, isolée en 1967 par SIMMONS en Australie
(14) et qui a été soumise par la suite & des traitements
successifs a 56 °C aboutissant & I'obtention d’une varian-
te relativement plus thermostable (1).

Fabrication du vaccin

La suspension virale, diluée avec du milieu de culture
199, est inoculée a la dose de 0,10 mi dans le sac allan-
toidien des ceufs embryonnés de poules orthoxéniques
de 9 jours. Aprés 4 jours d’incubation & 37 °C, ces oceufs
sont refroidis a 4 °C pendant une journée avant la récolte
du liquide allantoidien. Cette suspension virale est mélan-
gée, a égal volume, avec le stabilisateur HLS qui est
composé de 10 p. 100 d’hydrolysat de lactalbumine et de
5 p. 100 de saccharose, avant la répartition sous volume
de 5 ml par flacon.

Ce vaccin a été lyophilisé dans un appareil a plateaﬁx
(FTS System Inc., New York, Etats-Unis) et les flacons
sont bouchés sous vide.

Titrage du virus

Le contenu de chaque flacon du vaccin lyophilisé est
reconstitué avec de I'eau physiologique puis dilué avec
du milieu 199 avant l'inoculation dans la cavité allantoi-
dienne des ceufs embryonnés orthoxéniques,
0,10 ml/ceuf et dans 5 ceufs/dilution. Aprés 4 jours d’incu-
bation a 37 °C, le liquide allantoidien de chacun est sou-
mis au test d'hémagglutination. Le titre viral est calculé
selon la méthode de REED et MUENCH (11). Le titre
moyen est établi selon la moyenne géométrique des titres
de 3 ou 6 flacons du méme lot afin de pondérer Tinfluen-
ce des titres les plus élevés, notamment en cas de distri-
butions trop dissymétriques des valeurs. -
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Sélection de dérivés thermotolérants du
virus V,

Le vaccin lyophilisé est conservé a 45 °C dans une étuve.
A différentes périodes, 3 flacons sont reconstitués et
titrés séparément sur des oeufs embryonnés. La suspen-
sion virale correspondant a la derniére dilution positive
est récoltée, relyophilisée puis réincubée a 45 °C. La
sélection s’opére ainsi de suite pour obtenir des dérivés
survivant le plus longtemps possible & 45 °C.

Exposition du vaccin lyophilisé a
différentes températures

A Maisons-Alfort (France), des flacons du vaccin lyophili-
sé ont été conservés soit a + 4°C dans des boftes en
polystyréne, soit & + 45 °C dans des boites en carton pla-
cées dans une étuve.

A Ouagadougou, au Burkina Faso, des flacons du méme
lot de vaccin ont été envoyés de France par voie aérien-
ne avant d’étre entreposés soit dans une chambre froide
a + 4°C, soit a température ambiante. Dans ce dernier
cas, ils ont été enrobés de plusieurs couches de papier
ouaté avant d'étre conservés, soit dans une boite en car-
ton déposée dans un poulailler, soit dans une jarre en
terre cuite remplie de sable mouillé et placée sous un
arbre a I'abri du soleil dans un endroit aéré, afin de favori-
ser I'évaporation de I'eau et 'abaissement de la tempéra-
ture interne. Aprés différentes périodes d’exposition en
Afrique, ces flacons de vaccin ont été renvoyés en
France pour étre titrés.

RESULTATS
1

Sélection de dérivés thermotolérants

La méthode de pression thermique a 45 °C a longs
termes sur la souche de virus V4 (UPM) de la maladie de
Newcastle, a permis la sélection de plusieurs dérivés
thermorésistants, notamment :

- le V4/276 qui a résisté sous forme lyophilisée a deux
séjours de 84 jours et 192 jours & 45 °C ;

- le V4/433 qui a survécu a trois périodes de traitements
de 37, 192 et 204 jours a 45 °C ;

- le V4/467 qui est resté vivant aprés 192 et 275 jours a
45 °C.

Le dérivé V4/276, le premier disponible, a été utilisé pour
la fabrication du vaccin expérimental.

Conservation du vaccin V,/276 a Maisons-
Alfort

Les flacons du vaccin lyophilisé V4276 qui ont été gardés
a 4 °C, au CIRAD-EMVT a Maisons-Alfort, contiennent en
moyenne 10194 DIO5gq (dose infectant 50 p. 100 des
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ceufs) dans les 14 premiers jours de conservation avec
un titre minimal de 10'%2 DIOgg/flacon (tabl. 1). Au bout de :
126 jours, le titre moyen est resté a un bon niveau de
10'° DIOgg avec un minimum de 1028 DIOsgq/flacon. ;

L’incubation du vaccin & 45 °C a fait chuter son titre moyen
a 1085 et 10825 DIOgp/flacon respectivement au bout de 7

et 14 jours, avec un minimum de 1082, Aprés 42 jours -
chaque flacon ne renferme plus qu’en moyenne |
1072 DIOgq avec un minimum de 1074 DIOg, (tabl. |, fig. 1).

TABLEAU I Titres du vaccin V,/276 conservé a Maisons-
Alfort (France).

Conservation Titre viral (D105, en 10g4,)
Numéro
du Moyenne géométrique
Durée (Température| flacon |Individuel Minimal
(jours)|  (°C) /0,10 ml | /0,10 ml| /flacon | ./flacon
de5ml | de5ml
1 8,50
14 4 2 9 8,7 10,4 10,2
3 8,63
4 8,38 ;
126 4 5 8,32 8,29 10 9,8 !
6 8,17 ;
7 6,68
7 45 8 7,38 6,85 8,54 8,2
9 6,5
‘ 10 6,68
14 45 1 6,5 6,56 8,25 8,2
12 6,5
13 6,38
42 45 14 6,5 6,21 7.9 7.4
15 575
Log o
B
N T
104 \\-.‘\ —1 —
‘\\I‘-w--l 3 la température ambiante i Ouagadougou a 4%
94 .
I -
74
7 14 42 56 Jours 98 126

Fig. 1 : Courbes d’inactivation du vaccin V4 /276 en fonction de la tempé- '

rature et du temps de conservation.
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Conservation du vaccin V,/276 a 4°C a
Ouagadougou

Maligré les tribulations du transport aérien (aller-retour)
Paris-Ouagadougou ol des ruptures de froid ont eu lieu,
et une conservation a 4°C pendant 27 jours a
Ouagadougou en plus de leur séjour allant de 29 a 71
jours dans la chambre froide a Maisons-Alfort, les flacons
de vaccin ont gardé un titre élevé avec une moyenne de
10"° DIOgg/flacon et un minimum de 1095 (tabl. 11, fig. 1).

TABLEAU II Titres du vaccin V,/276 conservé a 4 °C a
Ouagadougou (Burkina Faso).

Conservation Titre viral (D!0s, en 100+)
Numéro
du Moyenne géométrique
Durée [Température| flacon | Individuel Minimal
(jours) | (°C) /0,10 ml | /0,10 ml| /flacon | ./flacon
de5ml | de5ml
27 jours
a 1 7,83 95
QOuaga-
dougou
+ 4 2 8,83 8,34 10,03
29 jours
a 3 8,38
Maisons
Alfort
27 jours
a 4 8,17 9,87
Ouaga-
dougou
+ 4 5 8,5 8,35 10,04
71 jours
a 6 8,38
Maisons
Alfort

Conservation du vaccin V,/276 a la
température ambiante a Ouagadougou

Examen de la température ambiante

Au cours de la période des essais de conservation du
vaccin V4/276, c’est-a-dire dans la premiére quinzaine du
mois de juillet 1991, le temps était sec et ensoleillé avec
seulement deux petites pluies ; la température a varié
entre 24 et 35 °C (tabl. IlI).

La température nocturne a oscillé entre 24 et 32 °C, mais
le plus souvent elle s’est confinée dans la tranche ther-
mique 25-31 °C avec une fréquence cumulée de prés de
90 p. 100 des cas. Plus de la moitié des relevés
(54,16 p. 100 des cas) peut étre classée dans la tranche
27-30 °C.

La température diurne a évolué entre 24 et 35 °C durant
ceite période, mais la plupart du temps, elle est restée

VIROLOGIE

TABLEAU III Température ambiante et temps a Ouaga-
dougou.

Température
minimale - maximale
Date Temps ' Observations
nocturne | diurne
(°C) {°C)
1.07.1991 Jour de mise en condition
de 12 flacons de chaque lot

2.07.1991 32 560 :

3.07.1991| 25-28 27-31
4.07.1991| 25-26 25-31 “
5.07.1991| 26-31 30-34 “
6.07.1991| 27-32 29-35 “
7.07.1991| 26-31 29-34 “
8.07.1991) 28-32 27-28 petite pluie | 6 flacons de chaque lot
sont remis a 4 °G

T° maximale : 35°C

9.07.1991 24-26 26-31 s€c
10.07.1991 24-31 24-30 “
11.07.1991] 25-30 25-32 “
12.07.1991] 26-32 26-34 “
13.07.1991] 28-30 25-32
14.07.1991| 27-28 28-29
16.07.1991 28-30

T° minimale : 24°C

petite pluie
|6 flacons de chaque lot
sont remis a 4 °C

dans la tranche 26-32 °C avec une fréquence cumulée de
76,6 p. 100. Plus de la moitié des relevés (56,66 p. 100
des cas) sont compris dans la tranche 27-31 °C.

Les résultats des examens de températures a
Ouagadougou durant la premiére quinzaine de juillet
1991 ont révélé que les différents lots du vaccin V,4/276
au cours de leur séjour a 'extérieur, nont été soumis le
plus souvent qu’a un effet thermique variant de 25 a
32 °C dans pres de 89 p. 100 des cas (fig. 2). Leurs pas-
sages a des températures plus élevées sont relativement
plus rares (7,4 p. 100 a 33-34 °C et 0,9 p. 100 a 35 °C).
lls n‘ont été a aucun moment exposés a des tempéra-
tures supérieures a 35 °C. L'effet nuisible du soleil avec
ses radiations ultraviolettes peut étre considéré comme
négligeable sur ces flacons de vaccin, gréce a leur
emballage et a 'emplacement des récipients qui ont été
gardés a 'ombre.

Conservation du vaccin dans une boite en
carton a la température ambiante

Douze flacons de vaccin ont été conservés dans une
boite en carton placée dans un poulailler. Les titrages de
6 flacons ayant passé 7 jours a I'extérieur donnent une
moyenne géométrique de 10%* DIOgg/flacon avec un
minimum de 1092 (tabl. IV, fig. 1).

Aprés un séjour de 14 jours, les 6 autres flacons gardent
encore un titre moyen de 10°3 DIOsg/flacon avec un mini-
mum de 10°2, - -
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Températures diurnes et nocturnes
a4 Ouagadougou
24°C 25 .26 27 28 29 30 31 32 33 34 35°C
y . | ’ ; A 4 h ; . ;
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| 2,77 | 8,33|11,11)14,81/15,74|16,66(13,88| 8,33 3,70 | 3,70 | 0,9 | 100
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Fig. 2 : Histogramme des températures diurnes et nocturnes combinées a
Ouagadougou (Burkina Faso) durant la premiére quinzaine du mois de
Juillet 1991.

TABLEAU IV Titres du vaccin V,/276 conservé dans un car-
ton a la température ambiante d’Ouagadougou (Burkina Faso).

Conservation Titre viral (D105, en logyo)
Numéro
du Moyenne géométrique
Durée |Température| flacon |Individuel Minimal
(jours)|  (°C) 0,10 ml | /0,210 ml| Alacon | /flacon
‘ de5ml | de5mi
1 7,83
2 7,83 7,76 9,45
Température 3 7,63
7 ambiante 94
4 75 ‘ 9.2
5 7,77 9,46
6 7,83
7 75
8 7,68 7,56 9,25
Température 9 75
14 | ambiante 9,33
10 7,5
1 8,17 7,72 9,41
12 75 9.2

Conservation du vaccin dans une jarre en
terre cuite a la température ambiante

Douze flacons de vaccin lyophilisé ont été conservés
dans une jarre en terre cuite remplie de sable mouillé et
gardée sous un arbre.
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Aprés 7 jours d’exposition, 6 flacons ont gardé un titre .
moyen de 10%% DIOsq/flacon avec un minimum de 1092
(tabl. Vv, fig. 1). Ce titre ne s’est pas abaissé aprés un
séjour de 14 jours, au bout duquel la moyenne géomé- |
trique de 6 autres flacons est restée a 10%%" DIOgg/flacon
avec un minimum de 10°2, ;

TABLEAU'V Titres du vaccin V,/276 conservé dans une jarre
en terre cuite a la température ambiante d’Ouagadougou
(Burkina Faso). i

Conservation Titre viral {D10s, en l0gy,)
Numéro
du Moyenne géométrique
Durée |Température| flacon | Individuel Minimal
(jours) (°0) £0,10ml | /0,10 ml| flacon | /flacon
de5ml | de5ml
1 75 : 9,2
‘ 2 7,63 7,58 9,27
Température 3 7,63
7 ambiante 9,3
4 7,68 :
5 7,63 7,66 9,35 93
6 7,68 ‘
7 75
8 7.5 7,72 9,41
Température 9 8,17
14 ambiante 9,37
10 7,83
11 7,63 7,65 9,34
12 75 9.2
DISCUSSION

Un vaccin vivant n’est pas conservable sous forme liquide |
a la température ambiante des pays chauds, car son titre ;
viral tombe rapidement au-dessous du seuil d’efficacité. -
Par contre, sous forme lyophilisée, il peut résister pen-
dant un certain temps aux rudes conditions climatiques. :
Les travaux de MARINER et al (10) sur un vaccin contre |
la peste bovine, ont montré limportance de la qualité du
stabilisateur et des différentes conditions de lyophilisation
sur sa thermostabilité. ‘

Le vaccin lyophilisé V4/276, conservé de fagon continue a -
4 °C a Maisons-Alfort, ou avec des ruptures de froid lors °
des transports aériens entre Paris et Ouagadougou, a
gardé un titre élevé avec une moyenne de 10'° DIOgpffla- -
con durant une centaine de jours. Sa courbe d’inactiva- .
tion a 4 °C peut étre assimilée a une droite en pente

douce. ‘ ‘ :

Son exposition & 45 °C avait des effets néfastes : il ne

restait plus en moyenne que 1085, 1082 et 1079 DIOgy/fla-
con, respectivement au bout de 7, 14 et 42 jours. La cour-
be d'inactivation est devenue biphasique avec une chute
tres forte durant les 7 premiers jours et une perte proges- -
sive plus lente dans les périodes suivantes (fig. 1). ‘




Ce vaccin lyophilisé a prouvé sa thermotolérance dans le
milieu ambiant & Quagadougou, en gardant un titre
moyen de 10°%3 DIOgg/flacon aprés 7 et 14 jours d’exposi-
tion a Pextérieur. Il s’est bien comportié parce que durant
cette période d'observation (premiére quinzaine du mois
de juillet 1991), la température oscillait le plus souvent
entre 25 et 32 °C et elle n'a jamais dépassé 35 °C.

Lors de la distribution du vaccin lyophilisé aux éleveurs,
certaines mesures sont susceptibles d’améliorer sa pré-
servation : choix d'une saison fraiche pour lancer la cam-
pagne de vaccination ; transport et distribution effectués
durant la nuit : les villageois, en recevant le vaccin aux
points de rencontre, peuvent 'administrer aux volailles
dés le lendemain, ils ont aussi la faculté de le conserver a
I'abri du soleil pendant 1 a 2 semaines si la température
ambiante ne dépasse pas 35 °C. Dans une région ou la
chaleur peut atteindre 45 °C a 'ombre, il est prudent
d’utiliser ce vaccin dans un délai d’'une semaine.

Comme les éleveurs doivent administrer eux-mémes ce
vaccin aux volailles vivant habitueliement en liberté, il
n’est pas raisonnable de préconiser des injections ou des

NGUYEN-BA-VY. Evaluation of the heat tolerance of a freeze-dried V4
vaccine against Newcastle’s disease. Revue Elev. Méd. vét. Pays trop.,
1992, 45 (3-4) : 235-240

A freeze-dried virus vaccine against Newcastle’s disease was prepa-
red using the heat tolerant derivative V4/276 of the virus strain V4
(UPM). The viral mean titre was 10'%4 EIDs per vial after 14 days at
+4°C and 10" EIDs after 126 days. Incubation at 45 °C for 7 and 14
days reduced the titre to 1055 and 1082 EIDsy, respectively. In addi-
tion, this preparation was exposed to ambient temperature at
Ouagadougou (Burkina Faso) during the first fortnight of July 1991
when the temperature ranged from 25 to 32 °C, but never exceeded
35 °C. After 7 and 14 days of storage, the viral mean titre was
10°3 EIDsg per vial. This vaccine is intended to coat grains fed to
African village chickens. Key words : Hen - Newcastle disease - Freeze-
dried vaccine - Thermotolerance - Burkina Faso.
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aérosols. L'usage de I'eau de boisson comme support du
vaccin est possible (12, 15), mais elle n’est pas envisa-
geable dans les villages africains a cause de sa mauvai-
se qualité durant la saison séche et du refus des volailles
de venir aux abreuvoirs pendant la saison des pluies. Il
reste la méthode d’enrobage des grains alimentaires,
juste avant leur distribution aux volailles. Elle serait moins
couteuse que I'emploi de l'aliment-vaccin qui est plus
volumineux car il est tout préparé aux laboratoires avant
le transport et la distribution aux éleveurs.
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Se fabricé una vacuna liofilizada contra la enfermedad de Newcastle
a partir de un derivado termo-tolerante V,4/276 de la cepa viral V4
(UPM). La titulacién promedio de cada tubo fue de 10104 DIO5) des-
pués de 14 dias de conservacién a + 4°C y de 10'° DIOs, después de
126 dias. Mediante una incubacién a 45 °C durante 7 y 14 dias, el
titulo bajo a 10%° DIOsg y 1052 DIOs respectivamente. La vacuna
fue también expuesta a la temperatura ambiente en Ouagadougou
(Burkina Faso) durante la primera quincena del mes de julio de 1991,
periodo durante el cual la temperatura ambiente oscila entre 25 y
32 °C, sin alcanzar nunca los 35 °C : después de 7 y 14 dias al exte-
rior, la vacuna mantuvo un titulo promedio de 10> DIOsg/tubo. La
vacuna sera utilizada como revestimiento de los granos destinados a
la alimentacién aviar en los pueblos africanos. Palabras claves
Gallina - Enfermedad de Newcastle - Vacuna liofilizada -
Termotolerancia - Burkina Faso.
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