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Lorsque | 'on fait la trypsination des 10 ou 12 FR, chaque boutei | |e
est traitée individuel tement et les cel fules recuei Hies & partir 411 fla-
con sont réparti es dans 2 flacons de 111 tre de mi | i eu complet (mi|ieu avec
les sels de HKS supplémenté + antibiotiques + 5 % de sérum de veau). ‘Un
litre de cellules servira & faire 6 flacons roulants. (1 FR est donc multi-
p1i& par 12). Cn a donc dans chague f lacon < 170 ml de solution

cel lulaire,

Chaque FR. est numéroté de mani ére 2 repérer ! @5 bouteilles dela
méme origine en cas de contami nation,

PRODUCT [ ON VIRALE

| » Choix des types et des souches

En !'absence d'isolement des types SAT et ASIA, nous produisons le
vaccin uniquement contre les 3 types européens 0, A et C.

Les souches de production sont des souches éthiopiennes qui ont été
isolées dans ce Laboratoi re. (Le Laboratoi re ne détient d'ai || eurs aucune
souchs vivante provenant de | 'étranger).

Le chci x des souches vacci nal cs tient compte de | 'étude sérologique
des souches éthiopiennes qui a &¢ effectude, La souche choi si e pour un
type doit protéger contre | e maximum de souches local es de méme type. Le
choix se portera donc sur les souches qui ont le plus de points communs
avec les autres souches sauvages préva | entes.

Le choix est également fonction de | eur p | us ou moins grande faci | i té

de multiplication sur le substrat cel lulaire utilisé (| BRS;).

Au cours de | Tannée 1979 = 1980, | es souches uti | | sées ont &t& .
0 149 (Debré-Zeit) iscl ée en octobre 1977
A 110 (Gafarsa) isol€e en novembre 1974
C 54 (Assella Cadu) isolée en juillet 1972,
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2 = Nombre dé"passages

De maniére a avoir le moins possible dfal+tération antigéniquc des
souches, nous limitons le nombre des nassages 3 5 cest-A-dire que le pas-

533€ de production correspond au maximum au 5& passage du virus.

.

3 = Préparation de |'Inocuium viral

Le stock production®vlrus clest=a=-dire P3 ou Py doit &tre conservé
a = 70°C, Ce stock devra &tre conctitud en début d'année et contrdié du

point de vue ‘
Sabouraud
- stérilité VF
Tryntose sérum

-~ pureté : Typage =n Fixation du complément
- titre : en fixation du comnlément et sur cellule.

Ces différents saramétres se maintiendront constants 3 la température
de = 7C°C pendent 1 an et il ne sera donc pas nécessaire de les vérifier
pour chaque lot. Un bon inoculum doit remplir les conditions suivantes

_ |
- en FC >
titre p g

- titre sur cellule I1BRS2 10" DCP 50/ml

= destruction compidte du tapis en 15 & 17 h.

Dans l¢ cas ot une conservation de stock virus ne serait pas possible
a - 70°C, il nous parait préférabia de préparer un nouvel inoculum pour
chaque lot de production. Cet inoculum devra étre prépar#s quelques jours
& I"avance ot stocké a =30°C de maniére & avoir le temps d'effectuer les

contrdtes (stérilité, pureté, titre).

4 = Producticn de virus vaccinal nroprement dit

Chaque FR ayant un tapis cellulaire complet (ce qui correspond & J18
ou J19 c'est=d=dire 4 3 5 jours aprés la frypsinaticn) est inoculé avec

60 ml de virus dilué au K1) dans du HKS virus (cf. annexa 1),

tu/lll



Le mi | i eu Hanks vi rus est préparé dans les mémes condi tions que le
Hanks cel | ules et réparti dans des flacons plasma de t | i tre remplis &
900 ml, ia stéri |ité est contrdléc et les antibiotiques sont rajoutés au
moment de { ‘emploi, en méme temps que ! 'i nocu | um vi t-a | ; comme pour la

production cel | ulai re, les antifongiques ne sont pas uti | isécs en routine.

Chaque flacon de 900 ml recoit 9 ml d' inoculum viral et servira &

inoculer 15 FR (60 ml d'inoculum viral dilué au T(%ﬁ par flacon).

On procédera au changement du bouchon de chaque FR juste aprés avoir

vidé le vieux milieu de -culture.
AussitBt aprés leur inoculation, les FR sont replacés sur le rol ler.

La récolte se fait entre la 14éme et 17éme h. aprés I'inoculation.
L’inoculation devra donc étre faite le soir entre 16 h et 18 h et la

récolte le lendemain matin entre 8 et 10 heures.

La destruction cellulaire doit étre compléte et la récolte consiste
3 verser [¢ contenu de chaque flacon (débris cellulaires + virus) dans un
récipient de 10 litres muni d'un barreau magnétique préalablement refroidi
a = 20°C.

Cette récolte doit étre faite rapidement et le récipient contenant

le virus vaccinal doit étre placé dans la glace fondante,

Noter |¢ pH de la récolte

Faire une prise d'échantitlon 20 & 50 ml pour

~ contrdie du type
- controle de stéri | i té
- titrage + infectieux

+ fixation du comp lément.

[ A RN ]



C = TRANSFORMATION EN VACCIN

J19

J20

a) Etude analytique

Aussitot aprés la récolte, chloroformer 3 7 p.1000 (7ml de chloro-

“forme par | tre de virus brut soit 42 mipour 6 litres correspondant a

100 flacons roulants).
Mettre on agitation:a +4°C pendant 24 heures.

Pratiquement, on peut laisser le ballon dans le hain de ;lace fondante
Jusqu'au soir sous agitation. Le ballon est plac nu réfrinérateur ¢gale-
ment sous agitation, seulement 1le soir. Ceci permet de maintenir le virus
& une température plus basse que lorsqu'il est mis directament au réfrigé-

rateur le matin aprés la récolte.

Centrifuger 3 1 500, 2 000 t/mm pendent 15 minutes.

Pour cette centrifugation, nous utilisons jusqu'a présent |z centrifu~

geuse réfrigérée Jouan K63 F équipée de 4 pots de 750 ml.

Les puts doivent étre parfaitement équilibrés avec une bzlance Poberval
en double pesée sous peine d"avoir des vibrations trés importantes qui

endommagent la centrifugeuse,

Les pots sont munis d"un couvercle que nous n"utilisons pas, car nous
trouvons plus pratique de recouvrir les pots de papier d"aluminium ou de
papier ordinaire ligaturés par une ficelle. Chaque pot est rempli cu maxi-
mum 3 650 ml. La mesure est faite avec un flacon ~lasma.lUn porfcir en bols

pour les pots serait +raés utile,

Avant leur utilisation, les pcts sont stérilisés ainsi que 'a partie
métallique qui les contient. On dispose une fine coucha do coton au fond

de cette partie métalllque,ce qui favorise la préhension du pot.

Dans !'avenir et en particulier si I"on veut produire plus de¢ vaccin,

Il faudra envisager une centrifugation en continu.

Apreés centrifugation, refaire une prise d'échantillon pour~con+réles

(les mémes qu'avant chloroforme).

L /OOC



J21

Le virus avant et aprés centrifugation est conservé dans la glace

fondante. Aprés centrifugation, le virus est mis dans un ballon muni d*un

siphon. Ajouter I°hydroxyde d"alumine = 112 ml d"hydroxyde d*alumine a
3 p.100 de matiere séche par |itre de virus clarifié et centrifuge (714 ml
pour 6 litres).

s ~

Agiter pendant 1/2 H 8 1H 3 + 4°C et laisser décanter jusqu'au lende-
main matin.
Le pH de | 'hydroxyde d'alumine aprés sa s¥érilisation est entre 5 et

6, Nous procédons a son alcalinisation (pH 7,9) avec une solution de bicar-

bonate & 7,5 % stérile, juste avant son mélange avec le vi-rus,

LYhydroxyde d"alumine que nous utilisons est fournie jusqu'd prisent
par le Laboratoire ROGER BELLON, (cf. annexe IV = préparation de |‘hydro=
xyde d'alumine),

Concentration du vaccin. Cette opération a essentiellement pour but

de diminuer le volume de la dose vaccinale.

Reprendre 1le ballon contenant virus et [I"hydroxyde d"alumine en ayant

grand soin de ne pas |'agiter.

Brancher le siphon sur un by pass équipé de 2 bouteilles plasma de

1 litre (le méme que celui utilisé pour la filtration de milieu).

Une partie du surnageant est soutirée de maniére a réduire le volume

total de moitié.
Cette opération est effectuée avec une pompe é&lectrique aspirante.

Type AL 17
Fabricant : KURT NEUBERGER, 42, Rue de Mu!
58303 = SAINT=LOUIS (France)
L'intensité de I aspiration ne doit pas étre trop forte pour ne pas
créer de turbulences dans le ballon qui risqueraient de remélanger | 'alu-

mine sédimentée,

Pour une production de 100 flacons roulants, le volume est ramené 3

2 860 mi ; on soutire donc : 6 000 + 714 + 42 - 2 860 = 3 900 ml.

Ajouter {a saponine au virus concentre : 70 ml d"une solution 3

17 p.1000.pour la quantité ci-dessus (annexe XI).



Formoler & 0,3 £,1000 de formaldehyde nur, Le formol du commerce
titre entre 35 et 40 % de formaloehyde (cf, annxe V = ti trage du formol).

Il faut donc calculer la quantitd tic formgo! du commerce A ajouter.

Exemple : si le formol du commerce titre 35 % de fofmaldehyde pur X
représente le volume en ml j ajouter (ce volume &tant ilus dans 60 ml

d'eau distillée).

0,3 . 35 X X 35 x
11200 100 '£869 + 60 + /O = 2 990 x 100

X= 2990 x 0,3 x 100 o
T uuuji 35 = 25€° ml

Il faut donc ajouter 2,56 ml d& forme! du commerce qu®on dilue au

préalable dans 60 ml d¥eay distillde,

"In obtient ainsi une concentration finale en formaldehyde rur de

0,3 p,1000,

Mettre en inactivation sous agitation magnétique au hain-marie & 30°

pendant 36 heures exactement.

Pratiquement, le vaccin est mis en inactivstion dans la matinCe {(J21)

et celle-ci est arrétée le lendemain soir (J22) par mise au rifricérateur,

J23 Ajuster le pH & 8,2 = 8,3 avec du tampon alycocolle (cf annexe VII.

Répartir en flacons de 1 |itre, Etiqueter.

b) Schéma récapitulatif

J19 Virus vaccinal brut 5 000 ml
clarification
+ 42 ml de
chloroforme
J20 Virus clarifié 6 N42 ml
| 714 d'Al (oH) 3°
J21 Virus aluminé 6 756 ml"
concentration
1 soutirer 3 900 ml
J22 Virus concentré 2 860N mi
ajouter 60 ml de
formol et 70 ml de
sapcnine

S



Vi rus i nacti vé 2 999 ml
ajuster le pH
10 & 15 ml de
glycecolle

J23 Vaccin fini 3 N0 ml soit 1 800 doses monovalentes.

CONTROLES

| = Stdri |i & bactériologique

En plus des contrbles effectues sur la semence et le virus vaccinal,

un dernier contréle est effectué sur la vaccin final.
Nous uti | isons en routine les mi | ieux suivants

= gélose sérum ou tryntose sérum
= boui | lon ou thioglycolate

= mi | i eu de Sabouraud.

Tous | es controles sont faits & 37° et 22°C (température du Labora-

toi re), Tous les mi | ieux doivent rester stéri | es,

2 ~ Contr8ies séroloainues

En cours de fabrication, on procéde au typage et au titrage du virus
par fixation du complément (technique KOLMER & 100 ¢ d’hémolyse a chaud
en tubes ou en mi cropl aque) sur la semence et sur | e vi rus vacc inal avant

et aprés clarification par le chloroforme),

Pratiguement, les deux réactions typage et titrage sont faites en
méme temps. On procéde comme pour le typage di rect d'un vi rus en uti | isant

I e 1
des dilutions différentes P = , '}T’ %’713’ (annexe VI | = Titrage du vi rus

en FC),
| } ne doit y avoi r aucune fixation avec les types di f férents et le

. L . . iy . R
virus doit fixer au moins jusqu’au §e avec le sérum de méme type.

3 « Contrbéle du titre infectieux

On prccéde au titrage sur tubes de cel tules IBRS, (0,1 ml par tube,
5 tubes par di Jution). On commence & la dilution 107" et on va jusqu'a
8
107 .

La lecture se fait aprés 48 heures et |eg calcul du titre est effectué
par la méthode de KARBER.
Y A



Avec les souches utilisées, ie titre minimal doit &tre entre 107 DCP

50 % /ml (cf. ennexe VIIl = Titrage du virus sur cellule).

4 - Inocuité

Il est préférable de n"effectuer ce contrdie qu'aprés un stockace de

15 jours au moins du vaccin 2 + 4°C au réfrindrateur.

R S s m el Gt b Mg s

Il se fait sur souriceaux de 3~ 4 jours. Les souriceaux na ¢oivent
étre manipulés qu'avec des gants stériles (ne nas les toucher avec les

mains nues>.

Inoculer 2 portées avec le vaccin dilué au 1/2 dans du FP{35, par voie

IP3 raison de 0,1 ml par souriceau.

Observer pendant 10 jours, En cas ce morTa|ifé, rechercher |z virus

dans le cerveau et le muscle.

Prélever muscle et cerveau (1) broyer avec un mélanqge de tampon
véronal et de chloroforme (dilution 1/2), Décomplémenter 47 mn I 56° dans
un flacon hermétiquement bouché. Ajouter ! ml de fampon véronol. Centrifu-
ger 23 mn 3 3 OCC t/mn. Recueillir le surnaceant. Procé&dér ¢omne pour un

typage direct d'échantillon,

5 -~ Efficacité

Ce controle n“est effectue ju'aprés le controle d'inocuité sur souri-
ceau, Ce centfréle est effectué sur bovin et il sert &qalement @2 contrble

d'inocuité sur bovin.

a) Contrdle dos anticorps aprés vaccination

Des bovins en bonne santd (5 3 10) et ayant 6-T-6 contr3lés au préalable
comme nkayan+ pas d"anticorps cantre la F.A. (indice de sdroneautralisation
<.7,3) sont vaccinés sous la peau do | “"encolure avec une dose normale de
vaccin trivalent, 21 jours apreés {a vaccination, les ‘anticorns zont +itrés-

par la technique de séroneutralisation (cf, annexe [X),

.I./...



-« 11

Une va | ence de vacci n est consi dérée comme acceptable quand el le donne

un titre troyen de | ‘indice de SN > 0,9,

Selon les normes eurcpéennes, un tel vaccin devraitconférer une pro-

tection de l'ordre de 80 % des animaux.

Ces normes bien que non directement transposables aux conditions
africaines, deonnent cependant uns idée assez précise de la valeur du

vacci n.

b) Epreuve vi ru | ente

Cette épreuve doit étre faits dans des condi Tions df isolement strict

des ani maux.

PRINCIPE

Les bcvi ns (animaux 1/2 sang tauri ns exempts danticorps neutral i sant
ISN <"0,3) sont vaccinés avec une dose normale de vacci n tri valent et con-
tréiés 21 jours aprés avec une dose fixe de vi rus ( 10 000 DIB/50 %) par

voie intradarmol inquale (1DL),

On peut uti | i ser ces mémes animaux pour | e contrd | e des anti corps 3

condition de prélever le sérum avant |'épreuve virulente.
Aprés un délai d'observation de 6 jours, les animaux sont abattus et

les l&sions notées.

« Présence ou absence daphtes primaires ( | i nguaux)

« Présence ou absence d'aphtes secondaires (buccaux = podaux).

REALI SATI ON

« On doit utiliser au minimum 3 animaux par valence (2 vaccinés et | con-

tréle).

- 21 jours aprés la vaccination, tranqui | iSer les animaux Rompun (BAYER)

1 ml de soiution § 2 p.1N0 par 100 kg de poids vif.

» 0 /l"



= 1%

Inoculer en [DL 10 N0C DIB/5D % par bovin. lnoculer en 2 points de
0,1l (5 Q00 DIB/5C % par point) (voir annexe X = Préparation of titrage

"du virus d¥épreuve sur bovin),

11 faut toujours inoculer en méme temps au moins un hovin +émoin non

vacciné et dépourvu d'Ac neutralisant.

LECTURE DES RESULTATS

Elle se fait aprés 6 jours.

Lésions linguales

- L'importance des lésions primaires de In lanque est appricice en

divisant arbitrairement sa surface en 4 parties éqales.

Lésions podales

» Laver les pieds au jet tous les jours.

= La lecture se fait au doigt en cherchant # rompre les arhtes éven=

tuels entre les onglons et sur le bourrelet coronaire.

Lésions buccales

~ Elles coexistent le plus souvent avec les lésions podalas,

INTERPRETAT LON

Le critére de protection retenu est 1'absencc do 1ésions secondaires

podales.

Les animaux protégés peuvent présenter des I&sions primaires linnuales,



ANNEXE | (F.A.)

MILIEUX DE HANKS

Milieu de base Hanks vi rué o
5 | 10 | 207 101 51
NaCl Chlorure de sodium. an 83 160 80 40
Kci Chlorure de potassium 2 4 . 8 4 2
MaSO ! 2 : 2 !
(7H26) Sulfate de magnésium 4
Cacly Chlorure de calcium 0,7 1,4 2,8 1,4 Q,7
Anhydre (+ Zh20) (0,93 (1,85) (3,70) (1,85) (0,93}
Na 2H POy [Phosphate disodiaue n,75 1,5 3,0 1,5 0,75
12H0
KH2 PQy |Phosphate monopotassique 0,3 0,6 1,2 0,6 0,5
Glucose anhydre 5 -~ 10 20 10 5
Extrait de levure (DiFCO) 5 10 20 10 5
Hydrolysat de {actalbuning
(DIFC) 25 50 100 ' 50 ] 25
NaHco 4 Bicarbonate de sodium 5 10 20 30 15
Solution de Rouge da : :
Phénol 3 10 % (en ml) G, 75 155 3 1,5 0,75
Eau distilliée {(en.m]) 4 750 9 500 19 000 10 000 5 000

Le milieu est préparé en rnjou-i-ant & l1"eau distillée les produits dans
{Tordre indiqué,

Avant filtration, le pH est ajuste § 7~ 7,2 avec HC’-# et NaoH #u

Le milieu de base est filtré en flacons de t{ litre remplis 3 950 ml

de. milieu.
Le Hanks virus est réparti en flacons de 1 litre remplis a 900 ml.

Aprés contrdle de stérilité : 24 h 3 37°
A8 h a 20°

Les flacons sont stock& & + 4°C, les antibiotiques sont- ajoutés

au moment de {‘emploi,



PREPARATION DTUNE SALUTION DE ROUGE DE PHENOL A 10 4

‘Pouge de phénol 1100
Na_oH —TJ- 20 mb (enyiron |
_Eau distillée QSP | 100 ml = _

Ajouter les produits dans |fordre. Verser lentament la scude jusqu™a

dissolution de l1a poudre,

-

Comn)iter 8 100 ml avec i'eau distillée.



ANNEXE 11 (FL ALY

ANTIBIOTIQUES ET ANTIFONGIQUES

t = PRINCIPES D'UT}LISATION EN VIRNDLOGIE

~ Travailler avec le moins d antibiotiques et d'antifongiques -possible.

- Lors de la.congélatlon et @ la décongélation des cellules, faire si
possible deux ou trois passages sans antibiotique. $'Il n"y a pas de

contamination, on est alors sur de la stériiité des cellules,

« Les antibiotiques et antlfongiques sont utilisés uniquement & titre
préventif, Ne jamais essayer de récupérer quelque chose de contaminé

c"est l"échec certain,

2 = ANTIBIOTIQUES UTILISES EN ROUTINE

Pénicitline 6 2 millions d"unités 4 million5 U
Streptomycine

sul atey tq 2q

Eau distillée 20 ml 40 ml

Apres dissolution, fili-rer sur membrane millipore de 0,22 |

Répartir sfCrilement en.flacon de 5 ml & raison de 2 ml par fiacon,

Congeler & = 30°C,

]

Au moment de 1"emploi, décongeler et ajouter 2 ml par Jjtre de mil ieu

dont la stérili+é a déja été contrdlée,

= La.concentration du.miljeu en antibiotique est donc de 200 u/mi pour la

péniciiline, et 100 pg/ml pour la streptomycine. Cette concentration

est utilisable pour toutes les cellules et virus.

OOO/IIQ



3 = ANTI BICTIQUES ET ANTI FONGIQUES UT1Lt SABLES

Antibiotiques ecommndées Cociranee
Pénicilline 100 u/ml 1Y me 1000
Streptomycine 59 uo/ml n - 10
N2omycine 75 pa/mk 50 - 150
Bacitracine 57 uo/ml mn - B0

(10 wmh) (H - 201
Colimycine 29 pa/ml N - 50
Oxacitline 2) ug/ml 1N - 20
Gentamyci ne 53 uglml 10 - 278
Petymyxine B s 5%yq/ftl- (K2 B B e
Kanamycine 109 pa/ml 10 - 1o
Tétracycline 10 ua/ml 5 - B
Chloram phénicol 5 Mo/l 1 - R
Erythromycine 39 . 10 - 107
Oteandomycine 7 ua/mi
Tylosine 19 1o/ ml 1 - 3

Antifongiques

Amphotérici ne B 3 - 5 pg/ml 1 - 50
(Fonaizone)

Mycostatine 59 u/mi T - 1
(Nystatine)

4

Tablezu tiré en partie du livre : "Contamination in tissue Culture™

JORGEN FOCH Academic Fress.




Pénici | | ine :

ne pas | 'uti | isor dans le vaccin si des phénoménes de sensi-
bi lisation & cet antibiotique sont a craindre sur les animaux
& vacci ner, Préférer alors la Col imyci ne et la Néomycine,

De tels phénoménes nfont jamais été observés en Ethiopie.- .

ChloramPhénicol : ne jamals uti liser avec les cel lulss BHK 21,

Mycostatine :

elle est insoluble dans l'eau, elle est soluble dans I'alcool
3 90°,

Mettre la poudre en suspension dans 5 fois son poids d’alcool
3 90°,

Laisser en contact 24 heures.

Apres ce laps de temps, d i | uer cette suspension dans un
soluté physiologiqgue (PBS) et fi | trer. L’adjonction d’alcool
n'a pas d i nci dence sur la croissance des ce! | ul es étant

donné son extréme dilution finale,

Pratiguement, ta Mycostatine que nous uti lisons (flacon
de 500 00N u) est stérile ; fors de | 'yti | isation, nous la
mélangeons avec 1N ml d'eau disti | 1ée stéri le et obtenons

ainsi une solution 3 59 Q00 u/mi en concentration finale de

50 ¢/ml.

La Mycostatine nfest pas utilisée en routine. On 1'uti lise
seu | ement | orsqu'i | exi ste une ri sque de contami nation

fongique, en particu | i er avec le Hanks vi rus dans la produc-
tion du vi rus vacci psl .
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ANNEXE 1V (F,A. )

NORMES DU GEL D'ALUMINF

NORMES PHYS | CO-CHIMIQUES

a) PH = entre 5,9 et 7,2
b) Pourcenfage de matibre séche 1,4 3 3 % selon e nrocédé de fohrication

¢) Adsorntizn = mg adsorbé par 100 m; d'AI203
t'ouge Conno 33
Frotéine (RSA) 56

d) Sé&dimentation pour un gel & 2 ¢ de matiére séche = phase el on

nourcentage,
{ heure nn
19 heures 75 - 80
20 heures 63 = 66
30 heures 5.5 = 58
AN heures 5.2 = 55
50 heures 52
60 heures 52

2 = NOPMES i3 | OLOG t QUES

3.

Le ael d'alumine doit adsorbé 2y moins 2 fois Ia quanftiti l¢ virus
employ&e pour le vaccin.

Pour taster cet-te canacité d' adsorption, on mélange un3 cuarti+l fixe
de virus aphteux & des quantités variaobles dThydroxyde d'alumine ¢t on
recherche |e virus dans le surnageant par fixation du comniémont ou sur

culture de cellules (titrage du surmageant),

INSTITUTS SUSCEPTIBLES DE FOURNIR LTHYDROXYDE DYALUMINE

- BAIF

BRIAHNAGAR, OFF POONA - NAGAR Road
Post Fox n® 1 v
WAGHOLT POONA 412 207
NAHARASHTRA - INDIA

~ Laboratoire ROGER BELLON (S,A.)

159, Avenue du Poule
92 NEUTLLY-SUR-SEINE (France)

= SUPER F7& Export Company
(M Ni el s Neergaard)
15 AMALT EGADE



ANNEXE Y1(F.A.)

PREPARAT | 0N DI TAMPON GLYCOCCLLE

Soude {NacH) 50 g
Nac | 104 g
Glycocol | e 158 g

Eau distiliée qsp 1000 ml

Filtrer sur EKS i
3 + 4°C,

et repartir en petits flacons de 20 mi. Conserver

Le tampon qlycocolle sert & ajuster le pH du vaccin fini & 8,2 = 8,3
(5 ml par litre environ).

Il sert &oalement & alcaliniser le gel d'alumine avant et aprés_sa
" stérilisation (pH 9 =~ 9,4),
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ANNEXE ¥ (MARTEL J.L.)

PREPARATION DPUNE SOUCHE DYEPREUVE

ASSAGE DU VIRUS APHTEUX SUR FOVINS

PREPARATION DE L'INICULUM

Onodeit disposer d'aphtes (en adnfral i1 s'anit d'ophtes covins nréle-

ves dans un foyer de fiévre aphteuse) gue |'nn conserve au sonadiatour,

Peser {es aphtes pour prénorer une dilution au 1/50 an tamprin phesphate
pH 7,6 : découper les aphtes aux ciseaux, puis hroyar au morvier, Certr fu-

qar 10 ma 3 3 000 tours/mn en centrifugeuse réfrinérée,

Le surnageant constitue !‘inoculum,

LES 3CV | NS

Utiliser si possible des animaux demi-sana taurins. Tes Animatx doivedrt
étre préalablement trids sérologiquement @ 1 fs ne Aoivent ‘aspriserter

dfanticerps antiaphteux (log SNC | nférieur * Oy37),

INOCULAT! T

| = Tranquilliser au Rompun (N,D, DAYER)

~

Injecter par voie intra=musculaire 1 ml de la selutizp & Eallly

100 kg de poids vif.
A catto dose, le Rompun est sécati £ of myorelaxant,

Les animaux se couchent spontanément en 15 ~20mn et | "2xrériori eation

de Ia langus est trés aisbe,

2 = Inoculatien intradermolinquals en points rapprochés sur fouta |z sur-

face de |2 langue jusqu'd 20-25 ml 4% inoculum, Seri nque 3 usn ¢ upinue
type tuberculine ou insuline (1 ml) aiguille courte : 25 - %1,/170 o,

Riseay vers le haut.

PRISE DE TEMMERATURE (Facultative) toutes les © heures:

(Désinfecter le thermomdtre ¢ans In soude 3 10 7),

.o oS BN



E = RECOLTE DES APHTES

Entre 24 et 26 heures aprés |'inoculation, par arrachage & ta main de

la mugueuse linguale (aprés avoir tranquillisé ou abattu I animal),

Les aphtes sont placés dans un pot stérile immergé dans la glace
fondante jusqu~-au moment de leur congélation (conserver si possible 3
- BOOC) «

Un prélévement est effectué pour controle par fil xation du complément.

N.B. = Les manipulations des animaux doivent étre failtes stéri|ement
(v&tements de travail, gants de caoutchouc stériles), Les bottes

sont passées dans de la soude 3 10 g/litre,

Il est intéressant de noter le moment de la qgénéralisation podale
mais on abattra ensuite les animaux le plus tét possible car ils

représentent une source importante de virus trés actif.

-"TITRAGE DU VIRUS APHTEUX"SUR BOVINS =

A) Les bovins
Il faut au molns deux animaux, si possible demi-sang taurins, exempts

d anticorps (log SNC inférieur 3 0,30),

B) Dilutions
On fait en général des dilutions en puissance de 11 & Partir de fa
dilution initiale (il s"agi-t en nénéral de | "extrait d aphte au 1/10}.

On uti fise une pipette par dilution : la pipette mélange et mesure

une seule dilution.

Les dilutions sont placées dans la glace jusqu=au moment de !'inocu-

lai iion.

C) L'inoculatien

If Tranquilliser au Rompun : 1 ml de la seiutton & 2 % par 100 kg de

Poids vif {voia intramusculairel.

2) On peut”inoculer 3 djlutions (4 au maximum) par langue a raison de

5 points de 0,1 ml chacun par dilution par voie strictement intra-
dermique.



on commence | 'inoculation par la plus haute dilution en allant de la

protubérance de 1a langue vers la nointe.

Exemple_de iitrace sur deux langues de bovins :

7 _6
13 9
-5 s
) 17
13 13

D) La lecture est faite 24 3 26 heures apré&s |'f@inoculation aprés injection

da Rompun ou abattane des animaux,

"Si |fon'attend plus longtemps, la précision de |2 lecture esT moins
bonne, cer il y a cenfluence des aphtes,

EY Catcul du titre

Par |a mGthode des -totaux cumulatifs, on calcule le nourcentane des

résultats positifs obtenus pour chague dilution.

A perti ¢ de ces résultats, on_détermine la dose infectiocuse 5% 7 par
la méthode graphique sur papier mi | 1imétreé,



