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RESUME

La maladie de Newcastle (MN) et la variole aviaire sont des pathologies majeures de 1’aviculture
villageoise au Sénégal. Elles affectent la plupart des especes d’oiseaux et causent des pertes économiques
considérables dans les €levages. La vaccination est le seul moyen de prévention efficace ; d’ou I’idée de mettre
au point un vaccin bivalent pour lutter contre ces deux maladies. Le vaccin bivalent produit est constitué de la
souche virale I-2 de la MN et d’une souche locale du virus de la variole aviaire (PGPV19). Pour évaluer
I’efficacité du vaccin bivalent au laboratoire, des essais vaccinaux ont été réalisés sur des poulets agés de 21
jours. La technique de I’inhibition de hémagglutination (IHA) a été utilisée pour déceler les anticorps contre la
MN, tandis que le pouvoir immunogeéne de la souche PGPV19 était mesuré en éprouvant les sujets avec la
souche sauvage S20 du virus de la variole aviaire. Les résultats obtenus sont concluants car les sujets vaccinés
ont produit des anticorps neutralisants contre la MN et ont affiché une immunité lorsqu’ils ont été en contact
avec la souche S20 contrairement aux sujets témoins. Toutefois, ces résultats, bien qu’encourageants doivent
étre confortés par des données comparatives issues de suivis d’¢levages villageois.
© 2017 International Formulae Group. All rights reserved.
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An efficacious bivalent vaccine against Newcastle disease and fowlpox disease,
produced in Senegal

ABSTRACT

Newcastle disease (ND) and avian pox are major pathologies of village poultry in Senegal. They affect
most species of birds and cause considerable economic losses in livestock. Vaccination is the only effective
means of prevention; hence the idea of developing a bivalent vaccine to fight these two diseases. The bivalent
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vaccine produced consists of the Newcastle disease virus (NDV) strain I-2 and a local strain of the avian pox
virus (PGPV19). To evaluate the efficacy of bivalent vaccine in the laboratory, vaccine trials were conducted
on 21-day-old chickens. The haemagglutination inhibition (HI) technique is used to detect antibodies to NDV,
while the immunogenicity of the PGPV 19 strain is determined by testing chickens with the wild type S20 strain
of avian pox virus. The results obtained are conclusive because the vaccinated chickens produced neutralizing
antibodies against ND and displayed immunity when exposed to the S20 strain, unlike the control subjects.
However, these results, although encouraging, must be supported by comparative data from field monitoring of

village farms.

© 2017 International Formulae Group. All rights reserved.
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INTRODUCTION

La maladie de Newcastle (MN) et la
variole aviaire sont les deux pathologies les
plus fréquentes en aviculture villageoise au
Sénégal (ISRA, 2010). La MN est trés
contagieuse et meurtriére ; elle est due a un
Paramyxovirus aviaire qui est un virus 8 ARN
enveloppé (Alexander, 2003 ; OIE, 2012). La
variole aviaire est moins contagieuse que la
MN mais peut étre transmise par les insectes
piqueurs, elle est présente dans le monde
entier selon [’Office International des
Epizooties (OIE, 2016). La variole aviaire est
causée par un Avipoxvirus qui est un virus a
ADN (Jarmin et al., 2006 ; Weli et Tryland
2011). La maladie se manifeste sous deux
formes : la forme cutanée encore appelée
variole séche et la forme diphtérique appelée
variole humide (OIE, 2016). La MN et la
variole aviaire sont des maladies redoutables
en aviculture villageoise car elles affectent la
plupart des oiseaux et elles sont trés redoutées
par les éleveurs, puisqu’elles occasionnent des
pertes économiques considérables. En effet, le
taux de mortalité causé par les maladies chez
les jeunes sujets au Sénégal est estimé a 43
voire 63% (Ouedraogo et al., 2015) dont 80%
sont imputables a la MN. Il y a aussi la baisse
des performances (baisse de ponte, retards de
croissance) causée par ces pathologies, dans
un contexte ou l’alimentation des sujets est
arbitraire et presque toujours carencée
(Kuietche et al.,, 2014). Il n’y a pas de
traitement officiellement reconnu pour lutter
contre la MN toutefois certaines plantes et
certains minéraux seraient capables d’éliminer
le virus de la MN (Ezeibe et al., 2011 ;

758

Nyandoro et al., 2014). Par conséquent, la
vaccination demeure le seul moyen de
controle efficace de ces maladies, qui
sévissent a I’état endémique au Sénégal, avec
des pics épizootiques récurrents. Une stratégie
de vaccination de masse de la volaille locale
contre la MN est adoptée au Sénégal depuis
plusieurs années mais il apparait de plus en
plus des flambées de variole aviaire
consécutives a cette immunisation contre la
MN. Ceci est a l’origine de 1’association
vaccinale pour une lutte stratégique et
coordonnée contre ces maladies.

La mise au point dun tel vaccin
bivalent est confortée par la ressemblance de
leur mode de préparation a base d’ceufs
embryonnés (OIE, 2012 ; OIE, 2016), des 3 a
4 mois de protection qu’ils conférent (Alders
et Spradbrow, 2001 ; Shil et al., 2007), voire
dans leur voie d’administration (Alders et
Spradbrow, 2001 ; Ariyoshi et al., 2003). Le
vaccin bivalent proposé, est composé en partie
de la souche virale du vaccin I-2 qui provient
d’une souche avirulente du virus australien de
la MN (Alders et Spradbrow, 2001). Le vaccin
I-2 est congu pour une utilisation en aviculture
villageoise, en raison de sa thermostabilité et
son utilisation facile sous forme de collyre ou
orale (eau de boisson). L’autre souche
vaccinale qui compose le vaccin bivalent est
une souche locale de virus de la variole de
pigeon PGPV19, isolée au laboratoire de
Hann a Dakar. Par conséquent, dans cette

étude, l’efficacité du vaccin bivalent est
évaluée au laboratoire suivant deux
techniques. Le test de I’inhibition de

I’hémagglutination est utilisé pour déceler les
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anticorps induits par le vaccin I-2 chez les
sujets qui auront regu ce vaccin, tandis que,
Pefficacité de la souche PGPVI19 sera
éprouvée avec une souche sauvage de variole,
quelques semaines aprés la vaccination.

MATERIEL ET METHODES
Le vaccin bivalent

Il s’agit d’un vaccin a virus vivants,
constitué¢ de la souche vaccinale I-2 de la MN
(FAO, 2002), utilisée a un titre viral de 10’
doses infectantes a 50% pour 1’embryon (10’
DIEs/dose) et d’'une souche locale de variole
de pigeon PGPV 19, atténuée au laboratoire de
Hann en 2015, par passages successifs dans la
membrane chorio allantoidienne  d’ceufs
embryonnés de 10-11 jours et ayant un titre de
107 DIEsy/ dose.

La sélection de la souche de variole pour
I’épreuve virulente

Trois souches sauvages provenant de
poulets malades de variole aviaire, S02, S20 et
S21 sont testées pour en déterminer la plus
virulente. Les poussins sont trés sensibles a la
variole, aussi, il a fallu tester les souches sur
des sujets dgés de 21 jours pour pouvoir
déterminer la plus pathogéne. Les poulets sont
répartis en quatre lots de cing sujets et chaque
lot de volailles est infect¢ avec une des
souches ci-dessus identifiées. Les poulets du
quatriéme lot (témoins) ne regoivent que du
tampon phosphate (PBS) a pH 7,2.
L’inoculation se fait au niveau du barbillon
avec 0,5 ml d’inoculum. Il s’en suit un
examen quotidien des volailles pendant quinze
jours, pour dénombrer le nombre de poulets
qui présentent des signes de fébrilité et /ou de
1ésions cutanées consécutives a 1’infection.

La voie d’administration du vaccin

Dans cette expérience, les voies
d’administration choisies sont la voie oculaire
et la voie orale, officiellement recommandées
pour I'utilisation du vaccin [-2. La vaccination
par voie oculaire consiste a introduire une
goutte de vaccin dans 1’ceil du sujet et pour
I’administration orale, le groupe d’oiseaux
ciblé a été assoiffé pendant 2 heures avant de
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les abreuver avec 150 ml d’eau contenant 0,3
g de lait en poudre (tampon) et 10 doses de
vaccin. Ce mélange vaccinal est préparé en
exceés pour permettre a tous les sujets du
groupe de boire une dose vaccinale protective.
Le test de I’inhibition de
I’hémagglutination (IHA)

C’est la technique couramment utilisée
pour évaluer D’efficacité de la vaccination
contre la MN. Le titre en IHA est déterminé
par la dilution sérique la plus poussée qui
provoque une inhibition compléte de 4 unités
hémagglutinantes ~ d'antigenes (Alders et
Spradbrow, 2001). L'absence
d’hémagglutination est visible a I’eeil nu
puisqu’en inclinant la plaque, une trainée de
globules rouges doit couler dans les puits
témoins (contenant seulement 0,025 ml
d’érythrocytes et 0,05 ml de PBS et tous les
puits dans lesquels les érythrocytes coulent de
la méme fagon sont considérés comme
présentant une inhibition (OIE, 2012).

L’essai vaccinal

L’essai vaccinal est réalis¢ sur un
effectif de quarante-neuf (n= 49) poussins non
sexés d’un jour, élevés pendant 21 jours afin
d’¢éliminer toute trace d’anticorps maternels.
Ensuite, ils sont individuellement identifiés
puis répartis aléatoirement en quatre groupes
physiquement séparés conformément au
Tableau 1. Des prélévements sanguins sont
réalisés sur les poulets des groupes 2 et 4, au
temps TO puis toutes les semaines apres la
vaccination de ces sujets contre la MN, pour
la collecte de sérums nécessaires au test
d'THA. Trois semaines aprés |I’immunisation,
les sujets vaccinés avec la souche de variole
PGPVI19 et le vaccin bivalent [-2/PGPV19
sont mis en contact avec le virus sauvage de la
variole aviaire, en leur inoculant 0,5 ml de
virus S20 dans le barbillon ou la créte des
poulets des groupes 3 et 4. Les poulets
témoins du groupe 1 sont également infectés
avec la souche d'épreuve S20. La bande est
suivie pendant quinze jours aprés 1’épreuve
virulente, avant d’étre sacrifiée.
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Tableau 1 : Protocole expérimental d’évaluation de I’efficacité des vaccins 1-2 ; PGPV19 et du

vaccin bivalent selon les voies d’administration.

Groupe 1 7 poulets témoins non vaccinées
Groupe 2 7 poulets vaccinés avec I-2 par voie oculaire
7 poulets vaccinés avec I-2 par voie orale
Groupe 3 7 poulets vaccinés avec PGPV 19 par voie oculaire
7 poulets vaccinés avec PGPV 19 par voie orale
Groupe 4 7 poulets vaccinés avec bivalent par voie oculaire
7 poulets vaccinés avec bivalent par voie orale
RESULTATS le groupe témoin, cinq poulets sur sept ont

Sélection de la souche d’épreuve de variole

Pour chaque souche d’épreuve, le
nombre de poulets présentant des signes de
variole aviaire est déterminé et une
représentation graphique est réalisée (Figure
1). La souche S20 a causé des Iésions cutanées
chez quatre poulets sur cing. Les souches S02
et S21 n’ont donné chacune qu’un seul cas de
Iésions cutanées sur les cinq poulets (Figure
1). Cependant, aucun poulet du groupe témoin
n’a montré de Iésions cutanées ni de signes de
fébrilité. C’est la souche S20 qui semble la
plus virulente.

Test d’inhibition de I’hémagglutination
(IHA)

Pour les poulets vaccinés contre la
MN, la réponse immunitaire a été mesurée
par un test séro-immunologique. Les tests
IHA ont permis de déterminer les titres en
anticorps chez les poulets du groupe 2
vaccinés contre la MN (Figure 2) et ceux du
groupe 4 (Figure 3). Le vaccin I-2 suscite
visiblement la production d’anticorps et le
titrage de ces anticorps permet de voir qu’il y
a une évolution rapide du titre, avec un pic
vers le 14°™ jour.

Essai vaccinal

Les poulets du groupe 3 (Figure 4) et
du groupe 4 (Figure 5) n’ont présenté aucun
cas de variole aviaire aprés avoir été¢ éprouvés
avec la souche sauvage S20, alors que parmi
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développé des 1ésions cutanées.

DISCUSSION

Cette étude a permis de confirmer
I’adéquation des souches locales de variole
aviaire pour la fabrication de vaccins comme
I’avaient démontré d’autres équipes de
recherche (Mohamed et al., 2004 ; Islam et al.,
2008). La souche virale de la variole de
pigeon est choisie comme souche vaccinale
puisqu’elle est naturellement atténuée (Shil et
al., 2007 ; Masola et al., 2016), contrairement
aux souches de variole provenant d’autres
especes de volatiles (Haller et al., 2014). Plus
précisément, la souche PGPV19, présente
I’avantage de ne pas étre associé au virus de la
réticuloendothéliose (REV). Le REV est un
contaminant naturel du virus de la variole
aviaire (Tadese et Reed, 2003 ; Witter et
Fadly, 2003 ; Awad et al., 2010 ; Biswas et
al., 2011 ; Masola et al., 2014). Cependant, ce
phénomene d’intégration du génome du virus
de la REV dans le virus de la variole aviaire,
bien que largement répandu dans le monde
(Kim et Tripathy, 2001 ; Mzula et al., 2014),
n’est au demeurant, ni un phénoméne
exhaustif, ni systématique (Davidson et al,
2008). Toutefois, la présence du virus de la
REV dans le virus de la variole aviaire joue un
role trés important dans la virulence des
souches de virus de variole en circulation
(Wang 2002 ; Singh et al., 2003).
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Figure 1: Courbes d’évolution du nombre de poulets infectés par le virus de la variole aviaire selon
la virulence de la souche d’infection.
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Figure 2: Courbe de réponse en anticorps des poulets vaccinés avec le vaccin I-2 suivant les deux
voies d’administration.
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Figure 3: Courbe de réponse en anticorps des poulets vaccinés avec le vaccin bivalent I-2/PGPV19
suivant les deux voies d’administration.
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2 7]
p=
Rl
[}
£ £
25 & & L 4
2 4 .
wr
1 L]
23
%2. PR
=
21
0] =—p—Eg——je————2

J7 .| 9

= Sujets non vaccinés - Témoins
WES==S_ Suyjets vaccinés par voie oculaire
—

Sujets vaccmeés par voie orale

10 11 012 113 a4 nshbre de s

Figure 5: Courbe d’évolution des poulets vaccinés avec le vaccin bivalent, I-2/PGPV19 puis

infectés avec la souche de variole S20.

Une analyse par PCR préalable avait
révélé que les trois souches d’épreuve S02,
S20 et S21 avaient intégré le virus de la REV
dans leur génome. Cela laissait présager une
certaine virulence de ces souches. Mais, seule
S20

infectieuse, elle a été retenue comme souche

la souche s’est avérée fortement
d’épreuve. En fait, le groupe des REV est
composé¢ de virus défectueux oncogénes et de
virus non défectueux qui sont faiblement
infectieux (Barbosa, 2006). Les virus de la
variole pouvant intégrer 1’'une ou 1’autre de

ces formes de REV dans leur génome, sont a
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I’origine de la grande variabilité génétique des
souches de variole en circulation (El1 Mahdy et
al., 2014 ; El Sebelgy et al., 2014) mais aussi
de la variation de virulence observée (Garcia
et al,, 2003). En conséquence, les résultats
obtenus avec les différentes souches S02, S20
et S21, confirment bien les observations de
ces différents auteurs.

de la

relative a la protection des animaux utilisés a

Par respect réglementation
des fins scientifiques et conformément au
3R (réduire,

raffiner) (Russel, 2005), le test sérologique

principe des remplacer et
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dTHA est utilisé pour évaluer ’efficacité du
vaccin [-2 a la place de 1’épreuve virulente.
Ainsi, il a permis de voir que la souche I-2
conférait une bonne immunité puisque les
poulets des groupes 2 et 4 ont développé des
anticorps sériques contre la MN alors que les
témoins n’ont pas fait de séroconversion.
L’efficacité du vaccin [-2 a été largement
démontrée par de nombreux auteurs (Illango
et al., 2005; Komba et al., 2012), aussi il n’a
pas été envisagé de la reprendre dans cette

expérience. Par contre, pour la souche
PGPV19, i a fallu réaliser une
expérimentation animale puisqu’il s’agit

d’une souche locale de terrain et il s’est avéré
nécessaire d’en évaluer D’innocuité et la
virulence  conformément aux  normes
de
I’enregistrement des médicaments vétérinaires
(VICH) (Ph Eur, 2013). Les sujets des

groupes 3 et 4 préalablement vaccinés ont

internationales pour 1’harmonisation

affiché une certaine immunité lorsqu’ils sont
infectés avec la souche S20, comparativement
aux témoins du groupe 1. Les résultats
obtenus avec la souche vaccinale PGPV19
sont conformes a ceux de Wang et al. (2002).
Les criteres fixés pour le choix de la souche
PGPV19 sont similaires a ceux de Boyle
(2003) qui ont pu identifier, tester et proposer
une souche vaccinale de variole aviaire
conforme aux exigences de la pharmacopée
(Ph  Eur, 2001),
d’innocuité, d’efficacité et de pureté de la
souche (absence de REV). Le test d'IHA et

I’épreuve virulente montrent que le vaccin

européenne en termes

bivalent se révele efficace aussi bien pour une
protection contre la MN que contre la variole
aviaire. Il ressort de cette étude qu’une
immunisation par voie orale ou oculaire du
vaccin bivalent est possible méme si la
transfixion de la membrane alaire demeure la
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voie d’administration recommandée du vaccin
contre la variole aviaire (OIE, 2016). Ce
vaccin bivalent est destiné a 1’aviculture
familiale, cela justifie le choix d’une
administration plus facile comme la voie orale
ou oculaire compte tenu du faible effectif des
Cette

également montré que pour les deux voies

¢levages villageois. expérience a
d’administration testées, il y a une réponse
immunitaire qui est comparable a celle des
vaccins monovalents administrés séparément.
Cela confirme I’absence d’interférence entre
les activités des deux virus et vient corroborer
des travaux antérieurs (Sharma et al., 2002)
sur la compatibilité entre la souche de variole

aviaire et celle de la MN.

Conclusion

La combinaison vaccinale exige au
préalable que les préparations constitutives
soient les voies

compatibles et que

d'administration soient harmonisées.
L'efficacité d’un tel vaccin n’est avérée que si
son administration confére pour chaque
valence une protection équivalente a celle de
l'administration ~ séparée  des  vaccins.
L’association du vaccin 1-2 avec une autre
souche vaccinale est certainement la premiére
expérience tentée en Afrique et les résultats
obtenus montrent que le vaccin bivalent
produit est efficace et présente une certaine
innocuité. Il serait cependant utile de conforter
ces résultats par des données comparatives
issues de suivis d’élevages en milieu réel. De
nos jours, de nombreux vaccins aviaires sont
combinés pour des raisons pratiques et
économiques. Il s’agit pour I’essentiel de
vaccins recombinants et le génome de la
variole aviaire est trés souvent utilis¢é comme
vecteur. En effet, compte tenu de la taille de

son ADN, le virus de la variole aviaire se
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préte aisément a [D’insertion de génes
étrangers. C’est le cas des vaccins TROVAC
du laboratoire M¢érial et le Vectomune du
laboratoire Ceva qui sont constitués du
génome de la variole aviaire, dans lequel sont
insérés des génes N, H et F du virus de la
MN. De tels vaccins sont aussi des bivalents
qui permettent de lutter simultanément contre
la MN et la variole aviaire. Le champ des
vaccins vectorisés offre ainsi beaucoup de

perspectives surtout pour les vaccins aviaires.
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