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Comme tous les vaccins, ceux utilisés dans la prophy
loses animales doivent présenter un nonbre minimum &

tués- par dose vaccinale. Cette ‘condition n'est satigfaite que Si

laxi e médi cal e des pasteurel-

germes -dans | e cas présent
les cultures ob-

wtenues sont sufflsanmen't riches. Pratiquement, il est admis qu'avant 1l'adjonction

de 1'aldéhyde .fonnlque, la culture doit présenter un
n° 10 de Brown. Dans | e pagsé, ce résultat était obté

ordinaire en bouillon, le produit de raclage, par bil!

milieu solide ( gélose au sang en boites de Roux).
fermenteurs permet dfobtenir, en milieu liquide, des
qui peuvent &tre ramenées 3 la densité optique de 10

les

o174

une aera'tlon constante 5

[T V7

1’ appor*t reguller* de mllleu neuf au moment ol la
sance logarithmique.

L'appaféii de Sterne peut étre considéré comme un fex
thermique (37°C) placé dans une chambre étuve. Robust

t€ aux conditions de travail qui prévalent dans les

résulte de nises au poi nt réalisées par STERNE, en Af
A 1'TEMVT, c' est essentiellenent PERR
possi bilités d équi pement et qui 1'introduisit au Lab
son utilisation date de 1965, &
millions de doses de vaccins antipasteurelliques de +
bien & 1'Afrique tropicale qu'a 1'Asie. Le tabl eau qu
des differents types de CARTER de Pasteurella multoci;

Extréme Orient,

laboratoire de Dakar,

1’u‘cilisation de digestat de pancréas dans le mil

densité optique épale au tube
enu en gjoutant 3 une culture
les de verre, de cultures sur

Désormais, 1'utilisation des

cultures extrémement denses
avant |a répartition en ampou-

ou en flacons. la richesse en germes des cultures en fermenteurs est due :

ieu (apport d'acidesmucléiques),

culture est en phase de crois-

menteur dépourvu de régulation
e, i1 est particuliérement adap-
pays tropicaux. Sa conception

ri que du Sud,et par BAIN, en
FAU qui  adapta |'appareil aux
oratoire de Farcha (Tchad). Au
1l e a permis | a production de
ypes divers, destinés aussi

i sult rappelle | a féparftition
da en pathologie humaine et

surtout vétérinaire.
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CLASSIFICATION SEROLOGIQUE ACTUELLE DE PASTEURELLA MULTOCIDA
(types "capsulaires™)

Essentiellement
e ST Septicémie hemr’raglque des bovins
Type B ... , et” des buffles d'Asie, du Proche-Orient
; |- - - : ? L]
Pas d' aci de hyalu- et' de 1'Afrique ori ent al e, des'bisons
ronique dans la { ' : . (d'Amérique.
capsule......... oo ke §Exlusivement
“Type E .. Septicémie hemﬂf’agJ.QUe des bovins
Em d'Afrique occidentale et centrale,

Tres _ubiquiste

Nombreux types (ou sous-groupes)
probables,
~ Pasteurellose de 1'Homme

1. En quantité toujours{~ Pasteurellose bovine

Aci de_hyaluronique importante - Ezzi gm\/\g: : 822 (ﬁmﬁ;ts ruminante
capsulaire ... Type A .. ~ Pasteurellose du |apin

= Pastewel | ose des oi seaux,

ité vari Ubi qui ste, comme pour le groupe A
2. En quantité variable Nombretne types (on SouS-groupes) Dro-
Type D ... bables,

Tout vaccin préparé & partir de Pasteurel|a haemolytica peut égalemeﬁ%: faire appel
4 1'appareil de Sterne pour |'obtention d' une culture dense.

Dang | es ligmes qui suivent, 1'emploi de |'appareil de Sterne, dans la préparetion
d'un vaccin contre |la septicémie hémorragique, sera décrit en détail, ms tout

type de Pasteurella multocida. autre quele type E, pourrait &tre utilisé dans la
préparation de vaccins destinés par exenple, aux petits ruminants (types A et D),aux
volailles (type A), etc...

DESCRIPTION DE L' APPAREI L

Il est essentiellenent constitué par une col onne de verre Pyrex (Verrerie générale :
39 ne des Cloys, Paris) (longueur : 89 cm; diamdtre intérieur : 15 cm; épai sseur
du verre : 8 mm), cbturée aux deux extrémités par 2 couronnes métalliques par 1'ir-
termédiaire d' un joint caoutchouté épais (1 cm). L'ensenble est maintenu par 5 tiges
filetées aux extrémités m es d'écrous papillons(schém A,

Dans 1'espace |ibre de la couronne, e joint supérieur est percé de 3 orifices :
» 1'un {a) par on est introduit 1'inoculum €t le mlieu, primtif puis renouvel é,

Oob/ilﬂ






i tube de Jonctlen rodd nerpaliné ufle on
Famellis QUICERIT,
t3stube de jonolion rodé normalisé nfile ou
" femelle SOVIREL {filvratien)
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- un second (b) qU| sert alafois d 1'admissicn d' Intimousse et a |'évacuation
de ‘l'air,

= Un troisiéne (c) permet également la sortie de 1° lir et |e remplacement de (a)
en cas de rupture de ce dernier.

Le joint inférieur comporte également deux ouvertur is :

- |'une servant a |'arrivée d air stérile (d),
- |'autre (&) a la récolte de la culture,

a) L'.introduction de 1'inoculum et du mlieu s'effe jtue par 1'intermédiaire d'un
tube en rhodorsil (@ intérieur 8 mm, résistance | 1'autoclavage) pénétrant dans
1a colomne gréce A U tube.de verre de 8 mm (@ térieur) ; llextrémité distale
du tube souple porte un tube de jonction rodé Qu |ckfit ferrelle (87/16) CIUI per-
met tous | es branchements (incculum et milieu),

b) celle de 1'antimousse (préalablement homogénéisé |et stérilisk a |'autoclave
en tubes a essai de 18 mm a 110°C pendant 15 mn : volume par tube & essai : 10cc)
est effectuée par une allonge a plasma (f) et un tube en rhodorsil identique
au précédent, pénétrant dans la colonne de verre par 1'intermédiaire d'un mor-
ceau de canne de verre (longueur environ 12 cc, @ extérieur : 8 mm) .t

c) identique & (2),assure |a sortie de |'air et |e remplacement de (2) en. cas de
rupture, la culture pouvant ainsi &tre prolongée.

Diffuseur d'air (d) et tube de récolte (e) sont mbntés suivant le schéma A

Aération: |'air est fourni par un conmresseur'?(pia‘.ti‘t comprésseur Prolabo OU mieux
conpresseur fournissant 1'air comprimé dans 1'ensemble du laboretoire). Il est
stérilisé par filtration (membrane EKS I) nar paskage a travers un filtre Seitz

de 100 cm® (g) (ce filtre est maintenu par une.pihce a 4 doigts solidaire d'une
noix fixée sur une des 5 +tipeg qui assure la coheBlOn colomne de verre,, joints

et couronnes) et péndtre dans le nilieu sous forme de fines bulles qui se déga-
-gent du diffuseur d'air (h) (schéma A) Une pince| clamp (3) 5 pldcée ‘eritre 16 dif-
fusewr d'air et | e filtre de 100 cm ° permet 3 VOjlontd de ‘suspendre 1'aératiocn
(évitant le refoulement de la culture au moment dtl&'.:récol‘té et 1'humidification
de la membrane EKS I), de méme, uneautrepinceclamp (k) est placée sur le tube

de vidange pendant le cours de la culture, 1'extrémité en verre plonge alors dans
| e formol.

||ﬂ/“l'




Fixation de |"appareil : la colonne est fixéesiwr un chassis-support (schéma B) er
corniéres Dixon. Ce chassis amovible per met | a disposition verticale de 1'appareil
déns 12 chambre efive et assure une bomre protectlon de 1° ensenmble au cours des cné-
rations de trensport et de stérilisation & 1'autoclave.

|| = STERILISATION DE L' APPAREI L'
Contenant environ 15 ml d' eau distillée, la coldnne et ses accessoires sont stéri-
lis€s a 1'autoclave (45 mm & 1200C) dans 1'&tat o ilS' sont représentds sur | e sché-
ma A (f) est obturé par un bouchon coton-gaze recouvert de papier et ficelé (apres
stérilisation 1le pamer est remplacé par du papi er d’alwmmum dont 1! enalsseur
est quadruplee par pliage), (a) et (¢ chacun par un tube & essai de 22 mm et un
coton. La plnce (1) est namtenue en pOS'“ on ouverte.

-

Les tubes de Jonct|on rodés femelles(a) et (c), 1l'allonge a plasma (f), | e tube de

vidange (e) sont rabattus et immobilisés a |'aide de ficelles sur |a colonne. Lten-
semble préalablement fixé sur |e chass:.s—support (schéma B) a 1'aide de fil de fer

est disposé horizontalement dans 1'autoclave (autocl ave horizontal).

| |1 = COMPOSTTION ET STERTLISATION DU MILIEU
Le milieu utilisé offre | a composition suivante
Pour 10 litres d'eau portée a 60°C (dissolution des ingrédients et filtration plus

rapide) : :
~ extrait de viande Liebig ......ovirvmernnrennrnnens creeeo ciaeeneos 0 g
~ Bacto peptone Difco (OU peptone équivalente) ... ... .. teereencness 100

—chlomm de Sodium 006l.llo.ﬂv.nv.DQI.llll.lll.l..“‘ol..'ﬂ‘!l'l sog
. -dl?estatl\apairllque de pancmas OllDO'Olll.l'l.l."..!.ﬁél!..ﬂv!l!l 2Sorrﬂ--

- glumse ; LI 3 .‘ % & &8 40P PGSO PN ®SO0ODOC O DO Y LK BN BE R B I AN I IR N N Sy " L B B B ‘0 ® 0w ew 20 g
. - | aCt at e de SOUde TN EEEBHEEOEDOEDATO DO i 0’9 L2 B B B BN O ) . LI I B B N ) . :'0‘. L] '- LI B B 35 -mlv
= phosphate mONOSOAIQUE .« vvvvneunrnencnrnsnensnennns Cerreceneneenns 30 &

Le pH est ajusté 37,5 - 7,8

1a Sterlllsatlon s'effectie par filtration sur filtre Seitz de 10 11tres pour vu
d' une membrane EXS 1. Afin de faciliter cette opération, i| Y a intérét & procéder
3 une c1ar1f1ca+1on Drealable SUr un autre filtre Seitz de 10 ||tres pourvu d' une

menﬂ:ﬁraneAS
l‘l/‘..



a) Préparation dU digestat panainique de pancréas :

. b) Détails de la stérilisation par filtration du mili

|V - PREPARATI ON DE L'INOCULUM

400 g de pancréas de ‘boeuf, recueilli a 1'abatto]
mélangés & 1,500 ml-d'eau distillée portée 3
palne. En une heure, |a température est élevée 3
est alors arrétée en augmentant latempérature 3
duit de la digestion est recueilli aprds filtrati
peut étre conservé a -20°C, | |

L'obtention de digestat papainique de pancréas ed
L'autcdipestat Originel de Sterne. nécessitant de
gues, a eéteé abandonné,

r, dégraissé et haché, sont
50°C

, en présence de O g de par
70°C (bain-marie), La digestion

86° en quelques minutes, le pro-
ion sur papier, Ce digestat acide

t 3 la fois facile et rapide.

s opérations beaucoup plus lon-

leu

Ie nilieu filtré est recueilli dans des flacons d
tubulure inférieure a été &tirée (travail du veym
Sur cette tuhulure est adapté un tube souple en o

clamp, et terminé par un tube de jonction rodé Ou

L'embouchure supemeure du flacon porte un tube
femelle Sovirel (schéma ) (1u/23) qui peut, Sous
1’ elenent méile (1&/23) correspondant porte par 1d
C)

e Woolf de 10 litres dont la
)e dans un atelier spécialisé) .,
hodorsil, nuni d' une pince
ickfit male (schéma C).

e jonction 3 rodage normalis®
la flamme, se raccorder a
filtre de 10 litres (schéma

Flacons de Voolf vides et filtres Seitz de 10 |i tres, pourvus d'une menbrane

~

EKS_ 1, sont stérilisés 2

Au laboratoire de Dakar, |a prépavation d'un lot

|"autoclave (45 m ) 12¢9°cC), .

de vaccin contre la septicé-

m e hémorragique met en jeu deux appareils de Sterne fonctionnant simultané-

ment et approvisi onnés journellement par 100 |i4x
mlieu filtré et préalablement éprouvé pendant 2y

a)

Choi x et entret|en des souches

Le choix de la- souche de Pasteurella multocida duiliser est

par |'affection que |'on se propose de conbattre
(voir tableau en introduction classification sg
tocida). C est ainsi que le type E doit é&tre obli

es (10 flacons de Woolf) de
heures,

avant tout

Amposé
et 1'espéce animale en cause

rologique actuelle de P, mul-

ratOirement employé dans |a
L] l/ LI



préparation du vaccin contre. la septicémie hémf'ragiQue du Centre et de 1'Ouest
africain s les types A et.D pour lutter contre |a pasteurellose des petits mi-
. mants,  etc. " :

Les souches sorit '3 conserver lyophlllsees en évi tant rlgoureusernent les passa-
"'ges inutiles sur milieux artificiels. i est preferable de lyophiliser:
- S0it du sang virulent, récolté stérilement SuUr un bouvillon mourent de la ne-
1 - ladie expérimeritale 3 : . Voo
" = s0it une culture iridescente SUr gélose tryptose-sérum récoltée en eau pep-

tonée et diluée au 1/3 dans du sérum de boeuf.

Les souches de P. multocida; utilisées dans |a préparation des vaccins, doivent

t u e r la souris,

b) L'inoculum @ au lahoratoire de Dakar, 1'inoculum €St conterm dans un Frién-Meyer
de,"2 litres 3 | a base duquel a &té 'soudée une tubul ure dfenviron 6 cm (travail
du verre dans un atelier spécialisé). Comme pour les flacons de Woolf de 10 1i-
tres, cette tubul ure se poursuit par un tube souple de rhodorsil, féminé par un
tube de jonction rodé Quickfit méle (voir schéma E). Une pince clamp est ‘pl acée
sur | e tube souple. Dans | e passé, des flacons de Kitasato ont été utilisés, mis
| a tubulure, nlacée pres du goulot, offre un désavantage (risaue de mouillage

du coton).

Chaque Erlen-Meyer contient au moins 1 litre de nilieu filtré et introduit selon
| e procédé déerit précédemment (ITI.D).

L'inoculum est utilisé 6 3 8 heures aprés son ensemencement avec env:mn 60 m
de culture en tubes (6 tubes)

1

V - ENSEMENCEMENT ET MISE EN ROUTE DE LA CULTURE .

a) Préparation de l'aprareil autoclavé
L'appareil, sorti de |'autoclave, est placé en position verticale, dans la chamire
‘etuve et fixé. Une série d' operratnons ‘egt- alors effectuée

- r'eserrage des ecrous paplllons, . .
- fixation de l'arrlvee d'air comnrm sur le filtre de 100 om (p‘)



L

b) Introduction de 1'inoculum et début de |a culture

~ (@) est dégaré, (c) et (f) fixés supérieurement en position verticale,
- (e) est intreduit dans un. tube de formol fixé inférieurement en position
verticale

- (§) et (o sont fermés.

La chambre &tuve doit étre pourvue d'un bec hunsen alinenté en gaz.

L'inoculum est versé dans |a col onne grace au branchement des tubes de jonction
rodés Quickfit, male (Frlen Meyer de 1'inoculum) |femelle (a) (de 1'appareil),
effectué sous la flamme. Puis, aprés déconnectiolﬁ_ de 1'Erlen Meyer, 2 litres de
mlieu sont alors introduits, toujours gréce au Hranchement Sous | a flamme des
tubes de jonction rodés Quickfit male (flacon ded weolf)-femelle (a) (de 1'ap-
pareil). Les 2 litres écoul és, la pince clamp Située en amont du tube de jonc-
tion rodé Quickfit male est fermée (schéma C), Le mlieu situé au niveau du

branchement des tubes de jonction Quickfit est de préférence expul sé dans la co-.

e)

est alors effectuée.

| onne par pression sur | es tubes souples.

2 litres de nilieuet 1litre d'inoculum SONt aldrs présents dans |' appareil .
Apres 3 heures de culture non aérée, 2 3 3 ml d'dntimpousse sont al ors introduits
sous la flamme, par |'allonge & plasm (f) et 1'dération €St mise en route. .3
heures plus tard. on laisse les 8 litres de miligu restant dans le flacon de
Woolf s'écouler dans | ' appareil.

Cette nise en nute'; par étapes de la culture agsure une densité optique maxi-
mam, | e rapport "inoculum" - milieu neuf &tant toujours grand.

Prem ére récolte et récoltes ultérieures |
La marche de la culture peut étre suivie en effeatuant des préldvements gtérile-
ment par |e tube de vidange (e). Aprés chacune de| ces onérations, | e tube doit

étre réintroduit dans le formol.

Auboutde 6 heures, la eulture a atteint son développement maximum, La récolte

Sur le circuit air, la pince clamp a vis (§) est ffermée. Le tube de vidange est

~introduit dans un ballon de 10 litres stérile, lal flamme du bac hunsen est main-

N S
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tenue au voisinage du goulot la *‘since clemm (k) est alors ouverte et la culture
"s '&coule" Une coloration de Gram pnmt de vérifier que |a récolte n'est gas
contananee

Lorsque 1l'appareil ne contient nlus qu'un litre de culture, la pince (k) est fermée. .
Ce vol une restant permettra 1'ensemencement de”1'apport nouveau de nilieu neuf.

La récolte est formolée immédiatement (4 p. 1000)

“Du nmilieu neuf est de nouveau introduit dans 1 appc,rell 10mM @ an‘clmusse stérile
sont amenés par 1'allonge, et | a série des opérations précédemment déerites est né-
pétée dans | e méme ordre chronol ogi que.

Vi RESULTATS
Par cette méthode. une culture of frant une opacité sunérieure & 20 est couramment
obtenue, 10 litres de culture mermettent donc de fabriquer 20 litres de vaccin. Le
vaccin formolé est adjuvé par |'alun de potassium. A cette fin, une solution.d’alun
de potassium stérile (autoclavage) est ajoutée de telle sorte que le titre final en
alun soit de 10 p.1000.

- Le conditionnement est effectud soit en ampoules de 20 ml (Dakar).soit en flacons
de 250 ml (Farcha). La dose vaccinale est de 2 ni.

VIT « CONTROLES
A effectuer sur |a suspension vaccinale finale avant 1'adjonction d'alun.

a) Stérilité .
= ensenencer en boui I on ordinaire. en bouillon viande-foie anaérohie, SUr gflose

tryptose. (bservation pendant 3 & 4 jours.

b) Innocuité -
Inocul er 2 cc sous la peau d' un lapin qui sera-ms en observatioh pendaht Une

Semaine ,

+ * 2 /‘IG - -

o

¥ Remamues : Les Prlncmales causes de cont amnation de 1’appare11 de- Sterne sont-les sui-:
vant es moculu:r SOLIJ.]]t . mMlieu neuf souillé, manque d'antimousse. | a culture a refoul?
par |es orifices supf rieurs, contamnation au niveau du branchenent tubes de.jonction ro~
dé wﬁlemfemelle, Pour Aviter Ce dernier cas, i | est recommandé dlune part d'essuyer 2

| ' ai de d'une gazel él ément mile avant tout branchement. nouveau et de |a passer ensuite
immédiatement 3 | a flarme, d' autre nart de rerrpl acer immédiatement tout flacen Woolf vide
nar un autre plein de mlieu, mais dont bien sir |a pince clamp est maintenue en posm on
fermée. Ainsi |a zone de hranchement présente Une absence totale de milieu, une pince clamp

placeée en aval peut d'ailleurs accroitre |a sécurité.



¢) Immnité

du groupe 0 (CARTER G.R.: 1955 ; PERRFAU, P.

LTl

~ Ie protocol e d'expérience est trés simple. || est

«11

S 1'on souhaite effectuer des tests a'immunité
Voi I réellement protecteur du vaccin, il est ir
vins. A signaler que |l e cobaye est un animal 3
expérimentation en matiére de septicéme hémorr
de simples passages de souches.

Les bovins utilisés doivent &tre triés sérologig
immuns naturellement, ce qui évitera de voir sun
moins non vaccin& Les tests les plus précieux

pour pouvoir contrdler le pou-

dispensable d' utiliser des tc-
hroscrire absol ument de toute
hrique, méme Pour procéder

uement pour élimner |es animaux

givre un o certain nonbre de té.

pour ce dépistage sont le titra-

ge du pouvoir protecteur pour la souris, la fixation du conpl ément et 1‘agglu~

tination de cultures sur pélose (BAIN, R.V.S.
518), enfin il convient d'ajouter 1'hémagglutirg
: 1961)

. |Brit. vét..J. - 1955, |11

511

rtion de globules rouges humains

Tous ces tests Nécessitent yn

personnel qualifié, un matériel suffisant, un laboratoire adapté.

La souche d'épreuve doit é&tre choisie une fois j
sée, on lui évitera au maximum | es passages Sur
du pouvoir pathogéne doit étre égal ement établi
pour cela, on peut partir de la base suivante
d' une hémoculture de 15 3 18 heures de la souchg
comme |a dose sGrement mortelle pour Un houvilld
est possible nue |' on enregistre des différences

sour toutes et

sera seule utili-
milieux artificiels. Le titrage
d'une manidre définitive et

:11mi dune dilution au 1/1000

L d' épreuve peut étre considépd
n sensible de 70 a 100 ke. |l
tenant aux races bovines con-

sidérées, Cette dose sdrement nortelle (DSM) a 8
est possible (et il est bon de le vérifier) aue
régi ons.

t+é estimée assez |argenent, il
la DSM réelle varie selon les

Le liquide utilisé comme diluant présente une gﬁande importance. Le sérum phy-

siologique est mal supporté par les Pasteurella
peptonée Stérile.

pour |e charbon symptomatique.

les résultats des tests d'immunité ne devi ennent
dispose d'un | ot sérologiquement homogéne d'and
qui est souvent tres difficile obtenir,

s

a Les ré

et meux vaut utiliser de 1feau

i dentique a celui appliqué

trés nets qu' au moment o |'on
de sensibilité uniforme, ce
sultats favorables fournis par

|

coslon
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| "utilisation du vaccin dans |es troupeaux ol sévissait,dans | e passé la septicém.e
hémorragique constituent sans doute |e meilleur critére dont on dispose pour juger
de | a qualité du vaccin (exemnle de | a PASTORALE dans 1'Adamacua, Cameroun).

l

il
v

tao/ool
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ANNEXE

LI STE DU MATERIEL UTILISE

Canne de verre de 8 mm de g,

Tubes a essais de 0 18.

Tubes 3 essai s de § 22,

Erlen-Meyer de 2 litres (pourvu d'un tube Soudé 3 Jfa base, atelier spécialisé
dans travail du verre),

Flacons de Vioolf de 10 litres (dent |'ouverture infjérieure est &tirée, atelier
spécialisé dans travail dulyerre),

Flacons de 10 litres,
Filtres Seitz de 10 litres, membranes EKS T et AS c¢iprrespendantes,
Pinces clamp de 6 cm,
Filtres Seitz de 100 cm® nenbranes EKS 1 corresporilantes,
Diffuseur d'air (SOVIREL),
Tubes de jonction rodés males et femelles QUCKFIT |(87/16),
Tubes de jonction rodés mAles et fenelles SOVIREL {(14/23),
Tubes soupl es rhodorsil résistant aux conditions def stérilisation (¢ intérieur 8mr:) .

1

£

1

i

]
3

Filtre papier,

~ Antimousse (Si|icone, rhodorsil) (PROLABO),
- Pinces & 4 doigts, noix de fixation,

- CorniéresDIXON,

- Fil de fer. ficelle, coton cardé, gaze, papier Keafl, etc...
- Bactériologiste en état de marche.




