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CONTRE LA PASTEURELLOSE
DES BOVINS ET DES BUFFLES

par

L. DELPY et R. RASTEGAR

Sous le nom de Pasteurellose bovine. on désigne des ¢tats patholo-
giques 1rés différents. Par exemple Jenes et Little (1921) ainsi que Tweed
et Edington (1930) étudient des affections localisées a Fappareil respira-
toire. et qui se rattachent a la broncho-pneumonice infecticuse de Nocard.
In pareil cas, les Pasteurella isolées sont géncralement peu pathogénes
et souvent incapables de provoquer expérimentalement la maladie
tvpique chez des animaux de méme espeéce. Les septicémies hémorra-
giques véritables, causées par les Pasteurella, sopt des infections a évolu-
tion rapide. et sans localisation viscérale définie. Le Barbone du buffle
ou cncore la Pasteurellose bovine a forme adémateuse rentrent dans
ceite caiégoric ct permetient dlisoler des souches de Pasteurella trés
virulentes, qui. inoculées aux  bovidés. déterminent évolution de |a
maladie ivpique.

Fan Tran. le Barbone des bullles. et la Pasicurellose aedémateuse des
bovins sévissent chaque année en certaines régions et entrainent une
mortalité élevée.Les souches auxquelles nous ferons allusion proviennent
de ces foyers. Le probléeme s’est done posé de mettre au point un vaccin
actil et stable, pouvant ¢tre ulilisé dans la pratique avee autant de
sécurité que le vaccin charbonneux, par exemple.

Les seuls vaccins dont un contrile expérimental ait prouvé l'elficacité
contre des souches réellement virulentes de Pasleurella sont le Lysat
baci¢riophagique de d’Hérelle et le Louct et le vaccin sensibilisé de
Jacotot. Ve premicr suppose l'isolement préalable d’un bactériophage
actif, ¢ce qui w'est point toujours facile, Le second se conserve peu de temps
et nécessite Femploi de sérum antipasteurellique dont la préparation est
particulicrement fastidieuse. Nous avons done veprisétude de la question.
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[.-— MICROBIOLOGIE

Nous étudicrons ici trois souches isolées en partani de la moelle
ossecuse de bovins et de buffles, morts de septicémie hémorragique ccdéma-
teuse bien caractérisée. Les os nous ont été envoyés par nos confréves.
MM.les Ds Jacob. Mir Damadi et Zidon, a qui nous adressons nos remer-
ciements.

La souche « N » a été obtenue directement par culture de moelle
osscuse d'un baeul, en bouillon peptone et gélose nutritive.

En ce qui concerne les souches K et R, les premicres cultures, prove-
nant de la moelle osseuse de bulfles, étaient souillées par Staphylococcus
aureus et Bacterium coli, et ont dii étre passées sur lapin, procédé qui
permet de retrouver en hémoculture les souches de Pasteurella suffisam-
ment virulentes.

Ces trois souches n'ont pas présenté entre elles de caracicres dilfé-
rentiels appréciables. Les souches bubalines K et R se sont montrées
cependant plus exubérantes que la souche bovine N.

Réactions biochimiques

Bouillon salé @ 4 p. 100: pas de culture.

Eau de levure: pas™de culiure.

Lait: Pas de coagulation aprés vingt-cing jours. mais acidification
légere.

Gélatine: pas de liquéfaction.

H2 S: pas de noircissement de la gélose au plomb.

Hémolyse ( gélose au sang a 0-8 p. 100, et bouillon ausang ) : Les
hématies de mouton, veau, cheval, lapin, cobaye. ne sont pas hémolysées,
aprés deux jours détuve.

Indol: constamment produit en vingt-quatre heures en cau peptonée
(peptone Chapoteaui).

Action sur les hydrales de carbone

Les solutions d’hydraics de carbone, stérilisées par filiration, ont ¢ié
ajoutées dans la proporiion de 1 p. 100 i de I'cau peptonée stérilisée
(peptone Chapoteaut 30 p. 1.000). Nous avons employé comme indi-
cateur le bleu de bromothymol et les cultures ont ¢té observées pendani
vingt-cinq jours. Le¢ tableau I résume les résultais obienus.
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TABLEAU |

Action des lrois souches de Pasterwrella sur divers hydrates de carbone

( Durvée d’observation: 25 jours)

PASTEURELLA—BUBALISEPTICA | P. BOVISEPTICA

Souche K- Souche <R» Souche «<N>»

Arabinose . . . . . .. ..
Xylose . . . . . ... ...
Rhamnose . . . . .. . ..
Glucose . . . . .. .. ..
Levulose . . . . . . e
Galactose . . . . . . . ..
Mannose . . . . . . . . ..
Maltose . . . . . . . ...
Saccharose . . . . . . . ..
Lactose . . . . .. .. ..
Raffinose . . . . . . . . ..
Amidon . . . . .. .. ..
Dextrine . . . . . . . . ..
Inuline . . . .. .. ...
Glycérine. . . . . . .. ..
Dulcitol . . . . . . . . ..
Mannitol . . . . . . . . ..
Sorbitol . . . . . . .. ..
Adonitol . . . . . . .. ..
Erithritol . . . . . . . . . .
Inositol . . . . .. . ...
Salicine . . . . .. .. ..

(12 j) (20 j) (1713

(CHD)

coo+oo4+o0oo0oo0oocoto++++o+o0
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Nuota, — 4 Veut dire acidification sans gaz en vingt-quatre heures.
o Veut dire réaction négative. "
] Précédé d’un nombre indique le jour d’apparition du virage.

Nous n'avons rien noté de particulier en ce qui concerne l'aspect
des cultures, la morphologic des germes et leurs réactions {inctoriales.

Dans I'ensemble, les caractéres biochimiques permeitent de classer
ces trois souches dans le groupe 111 de Jones(1921).Cependant, le mannitol
nest pas fermenté, tandis que le glycérol I'est constamment mais lente-
ment. T'weed et ISddington (1930) ont d’ailleurs étudié deux souches qui
lermentaient le glycérol. D’autre part, Ries et Nobrega (1936) donnent
parmi les caractéres de Pasteurella aviaida groupe 11, une fermentation
tardive de cet alcool.
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LPouvoir pathogene

Les souches N. K et R, sont extrémement pathogénes pour le veau,
le mouton, le lapin et le cobave.

Une émulsion préparée en partant de culiures sur gélose, ct {itrant
cnviron 100 millions de germes au centimétre cube, tue constamment le
veau a la dose de 1/300¢ et méme 1/1.000¢ de centiméire cube. Les sujels
meurent en vingt-uatre a irente heures avec des lésions (rés caractérisées
de seplicémic hémorragique aedémateuse.

Avee 17100008 de centimétre cube de la méme émulsion, on {uca
coup str le lapin, en moins de vingl-quatre heures.

[I. — ESSAIS D'IMMUNISATION
A — cntigenes constitués par des microbes tués

1o Cultures virulentes formolées.
foepérience No 1.

a) Préparation e Tantigine. — On émulsionne en eau physiologique formolée
a 5 p. 1.000 des cultures de quarante-huit heures, sur gélose nutritive, de Pusicwrella
boriseptica souche N. Cette émulsion qui renferme approximativement 150 millions
de germes par centimetre cube est laissée sept jours i 370,

b) Matéricl d'éprevre. — Emulsion identique, mais en cau physiologique non
formolée.

3 veaux de 18 miois a 2 ans, et 2 moutons de 2 ans recoivent, sous la peau, des
doses variables de P'antigéne qui ne détermine aucune espéce de réaction. Ces cinq ani-
maux et 2 témoins sont éprouvés treize jours plus tard. Le tableau II présente les
_résultats de l'expérience. '

TABLEAU I
EPREUVE
DOSES
SUJETS DE RESULTATS | OBSERVATIONS
VACCIN c[fec(}léc avec (])
apres
Veau 6-26 . . . 1 cme. 13 j. 2 cnic. mort 48 h.
6-27 . . . 2 . » o »
. 6-28 . .. 10 » o» » 24 h.
Moulon 5-232 . 1 1 » » »
5-233 . 2 » o » »
Veau 0-6 bis.. | Témoin 2 » s
Moulon 5-218, 1 » resisle » .
Immunité antérieu-
rement acquise

(1) On n'a pas délerminé par avance la D. M. M. de cette émulsion pour veau
et mouton.

Archives d'Hessarak T, 1. No 2,
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Ainsi 6 animaux sur 7 (5 vaccinés ¢t un veau témoin) succombent
en l'espace de vingt-quaire & quarante-huil heures avec les lésions locales
ct générales 1ypiques et on retrouve le germe inoculé dans le sang et la
moclle osseuse. Seul, le mouton témoin résiste, peut-étre en raisun d’une
immunité naturelle préalablement acquise.

Cette expérience, en confirmant les résultats obtenus ¢n particulier
par Jacotot (1927), nous prouve que Pasteurella boviseplica traitée par le
formol perd simultanément sa virulence ct ses propriéiés antigéniques,

Signalons, cependant, qu’en vue de la production de sérum corres-
pondant, nour avons réussi a vacciner le veau ct I'dne par injection de
doses imporlanies et répéiées de cullures formolées.

Ces animaux ont, par la suite, résisi¢ a l'inoculation du microbe
vivant sans présenter d’accidents sérieux.

20 Cultures virulenfes tuées par chaleur.

Fepeérience Noo 2,

Prépavation e Uantiyine. -- Une émulsion en eau physiologique de DPasicurelln
hoviseptica souche N, est préparée comme les précédentes. Un titrage préalable montre
que 1/500° de centimeétre cube, soit environ 300.000 corps microbiens, tue a coup
sir un veau de 18 mois. Cette quantité d’émulsion constitue la Dose sitvenient mortelle
(D. S. M.) bien certainement supérieure a3 la Dose minima wortelle (D. M. M.) qu'il
nous a paru impossible de déterminer avec certitude.

L’antigéne est constitué par cette émulsion, stérilisée par un chauffage de vingt
minutes a 60-62°. -

Le matériel d’épreuve est constitué par I'émulsion non chauffée, 'unité étant la
dose siirement mortelle (D. S. M.) définie ci-dessus.

Le tableau Ill présente les résultats de I'expérience.

TABLEAU 1l

NUMERO DOSES EPREUVE
DES DE RESULTATS
ANIMAUX VACCIN | Dates Doses
Veau 6-280 . . | 2 cmc. 20¢j-| 10 D. S. M. «Souche K» | mort en 24 heures
» 6206 . .| 1 » 20¢ j. 5D.S. M. «Souche N» » »
» 6308 . .| Témoin 1 D.S. M. «Souche K» » »
» 6310, . » 1 D.S. M. «Souche N» » »

Cet antigéne ne conlére visiblement aucun degré d’immunité. Nous
svons dailleurs uli¢ricurement, en expérimentant un antigéne saponiné
(voir expéricnce X1, el tableau XI) employé comparativement, une lois
de plus, des cultures tuées par la chaleur. Les résultats’ont conlirmé ceux
de l'expérience 1.
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B. — Antigene constitué par des agressines naturelles

Divers auteurs avant fait connaiire la possibilité de vacciner conire la.
Pasteurellose bovine en utilisant des agressines naturelles ou artificielles,
nous avons voulu vérifier si I'énorme quantité¢ de liquide d'oedéme que
I'on peut obtenir sans dillicultés par inoculation expérimentale du veau,
possede des proprié¢tés immunisantes.

Lapérience No 3.

a) Préparation de Canligéne. — Les tissus de tumeur et I'cedeme du point d’inocu-
lation, prélevés sur un veau mort de Pasteurellose expérimentale, sont passés immédia-
tement au Latapie. Nous avons additionné la pulpe et le liquide obtenus, de leur
volume d’eau physiologique et nous avons laissé macérer pendant quarante-huit heures.
Aprés avoir été décanté et dégrossi le liquide obtenu fut filtré sur bougie L3 (Pression
25 mm. de mercure).

Le fiitrat, dont TPasepsie fut vérifiée par ensemencement en bouillon et gélose,
fut conservé en ampoules.

b) Iocrdation et épreure. — Deux veaux du pays, les n°% 6-21 et 6-22, regoivent
le premier: 10 c¢cmc., le second: 1 cmc., de ce produit sous la peau. Aucune réaction
locale ni générale n’a suivi I'inoculation.

Le quinzieme jour le veau 6-21 est éprouvé avec 1 cmc. d’une culture en bouillon
de la souche <« N ». Il meurt en vingt-quatre heures avec les lésions classiques de
pasteurellose suraigué.

En présence de ce résultat, on a jugé inulile d’éprouver le veau 6-22
qui avait re¢u unc quantit¢ d’agressine dix lois moindre.

C.— Antigénces constiluds par des microbes vivanls et de virulence allénuée
1o Microbes alténués par vieillissement,

Expérience No 4,

Prépavation de Fawdigine. — Des cultures en bouillon ont été laissées de vingt
i lrenle jours a Iétuve, puis quinze jours a la température du laboratoire. Elles étaient
au bout de ce temps encore vivantes et un dépdt muqueux, difficile a dissocier, s'était
formé au fond des tubes. Cet antigéne ne détermine aucune espéce de réaction ef,
comme le montre le tableau 1V, un des sujets éprouvé avec 5 D. S. M. est mort dans
les mémes conditions que le témoin.
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TABLEAU IV
EPREUVE
DOSES . -
S
SUJETS DE VACCIN RESULTATS OBSERVATION
Date Doses
Veau 6-167 . . | 1/10 de cmc. non éprouvé

6-53... [ 1/5 decme. |32 j)5D. S M. | mort en 30 h.
> 0-154 . . [ 1/10 de cmc. re-
piquage en
bouillon de 24
henres non épronvé
»> 6175 bis.| Témoin 1 D.S. M. | mort en 36 h.

Nous n’avons pas jugé uiile de poursuivre nos recherches dans ceile
direction, car un procédé d’'immunisation basé, par exemple, sur la pra-
lique de plusieurs injections successives, ne peut étre considéré, surtout
en Iran. comme salisfaisant.

D’autre part. en supposant que l'on obtienne cel heureux degré
d’atténuation qui ferait d'une culture virulente un antigene actif et
inoffensil, il faudrait encore stabiliser le vaccin, afin d’assurer sa conser-
vation aux diverses températures extéricures. Ceci. en I'état actuel de
nos connaissances, parait impossible.

20 Microbes atténués par culture en liquide d’ddéme spécifique.
Expérvience No 5,

a) Modifications subies par Pasteurelle boviseplica, au cours de cullures suceessives
en liquide Cadéne (Agressines nalurelles)

Le milieu a été préparé en broyant les tissus cedématiés prélevés au niveau de
la 1ésion locale de veaux morts de Pasteurellose expérimentale. Le liquide ainsi obtenu
fut ajusté a pH 75 et filiré sur bougie L3. Aprés avoir vérifié la stérilité du milieu,
nous avons ensemencé notre souche «N- en partant d’une culture en bouillon p:ptone,
A raison de I1 gouttes pour chaque tube d’agressine.

Aprés vingt-quatre heures & 37°, les cultures sont toujours trés faibles et un louche
A peine perceptible apparait dans le milieu, en méme temps qu'un dépot léger et
granuleux se produit an fond du tube.

Ce dépodt augmente les jours suivants, mais le milieu devient clair ou reste i peine
troublé, il n'est jamais muqueux ni adhérent A I'anse de platine, mais au contraire
granuleux et se dissocie partiellement par agitation du tube. Cette agitation détermine
un trouble net avec présence de petits granules qui n’ont pu étre dissociés.

Nous n'avons jamais observé dans ces cultures, la formation de collerette, ni de
voile léger en surface, qui est 4 peu prés de régle dans les cultures en bouillon ordinaire.

Aspect microscopique. — Au bout de vingt-quatre heures les Pusteurella ont géné-
ralement trés peu changé de forme, mais leur nombre est plus faible que dans les cultures
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en houillon ordinaire. Les jours suivants et au cours des passages successifs elles
prennent la forme de cocci ou de bacilles courts, souvent auto-agglutinés, en amas,
et se colorant plus difficilement. On voit enfin de trés rares formes dégénérées, sans
espace clair central, longues ou en massue.

Modification de la virulence, — Au premier passage en agressine la DPastewrella
n'est pas sensiblement atténuée et on tue les veaux inoculés avec 1/10 de cmc. d'une
culture vieille de 10 jours.

N

Pour éviler I'effet d'un vieillissement prolongé i I'étuve, nous avons pratiqué
des repiquages en agressine le neuvieme ou le dixieme jour de culture.

Au deuxiéme passage, I'aliénuation n’est pas davantage appréciable et le veau
inoculé avec 1/10 de cmc. d’une culture vieille de 10 jours meurt de pasteurellose.

Au troisiéme passage le microbe s’atténue d’une fagon sensible a partir dusixiéme
jour d'étuve et, alors que 1/10 de cmc. d’'une culture de six jours tue le veau en qua-
rante-huit heures, la méme dose d'une culture de dix jours n’'a pas tué deux veaux
sur deux.

Cependant, la marge d’atiénuation n’est pas tres grande et 1/5 de cme. du troi-
sitme passage au dixieme jour de culture tue le veau en trente-six heures.

Enfin un repigquage du {roisieme passage en bouillon ordinaire ne tue plus le veau
a la dose de 1/10 de cmc.

Le tableau V résume la marche d'atténuation et le résultat des épreuves.

TABLEAU V
-~ EPREUVE .
DOSES . RESUL- RESUL-
No DES SUJETS INOCULEES MATERIEL TATS ———— — TATS
Dates| Doses
Veau 6-97 . .| 1/10 de cmc. | 1¢rPass, 9¢ j. | mort 48h |
> 6-136. . . ’ 2¢ Pass., 10¢ . g . l
2 6-]03 bis ’ » 3e » 6'] » v |
» 6152, . ' , » » 10°). | résiste 33¢j. | 5D.S.M.| mort en
4 jours
» 6-187. . 1/5 ’ v , mort 30 h.
» 6-175 bis| témoin 1 DSM. mgcgthen

Erpérience No 6.

Dans cette expérience nous avons obtenu une atténuation appréciable de Pasteu-
rella boviseptica souche «<N» au deuxiéme passage et a partir du dixieme jour de culture.
Le tableau VI résume les résultats de Pexpérience.
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TABLEAU VI

No _EPREUVE
DES DOSES MATERIEL RESULTATS |~ === | RESULTATS

SUJETS |
|

6-44 1/10 de eme. | 2¢ pass., 10¢ |. résiste j.:2D.S.M.| Réveil de
i Theileriose

|
, | ——
6-33 1/10 de cmc. | yer pass., 7¢j. | mort en 48 h. |[ !
! (1)

En résumé, Fatténuation de Pasleurella borviseplica par culiure en
liquide d’'aedéme spéeifique est tees lente, mais stre. Elle cst appré-
ciable au sccond ou au troisiéme passage quand chaque passage est
effectué au dixicme jour de culture.

Aprés irois passages et un mois d’étuve clle n’est cependant pas
trés importante puisque 1/3 de eme. du dernier passage est capable de
tuer le veau cn trente-six heures.

Iinfin. Pasleurella boviseptica atiénuée dans ces conditions ne pro-
voque ni réaction apparente niimmunité solide. Iln effet. sur deux veaux
ayani résisté¢ a l'inoculation du microbe au deuxiéme et au troisiéme
passage, I'un éprouvé avec 2. S. M. résiste malgré un accés concomitant
de theileriose, mais l'autre, éprouvé avece 3 D. S. M., succombe avec
une survie de trois jours surle témoin.

IS

D.— _Intigénes constitués par des microbes vivanfs

et pirulents additionnés de diverses substances

Nous avons utilisé, d'une pari. les corps gras, doni Ramon et ses
collaboraicurs ont su tirer un si grand parli, d’autre partla seyponine.
A Torigine nous n’atiendions pas de ces substances une action directe
sur le microbe, mais nous espcérions que leur action sur 'organisme des
sujets inoculés se traduirait par un bloquage des germes virulents au
point d’inoculation, et par l'installation de 'immunité, selon le mécanisme
mis en lumiére par Ramon.

10 Microbes enrobés dans des excipients gras.

Préparalion des antigénes.—La quantiié voulue de corps microbiens

(1) L’acces de theileriose a commencé le troisieme jour aprés l'inoculation d'épreuve
et a duré huit jours. Le sujet était exposé aux piqiires de tiques depuis vingt-cing jours
lorsqu’il a été inoculé et était en période d'incubation.
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¢valuée en D.S. M., el préalablement snspenduae en cau physiologique,
a ét¢ incorporée, soit a de P'hnile d'olive de fabrication iranienne, qui
est neutre au tournesol, soit & de 'huile d’olive médicinale de fabrication
anglaise, soit au mélange huile-lanoline préparé selon la formule de
Ramon :

Lanoline . . . . . . . . . ... ... 06
Huile d'olive . . . . . . . . . .. .. (4en

L.rpérience No 7.

Dans cette expérience, les excipients gras ont été additionnés d’une D). &. M. de
Pusteurella boviseptica souche «N». Les inoculations pratiquées sous la peau de I'enco-
lure ou dans les plis sous-caudaux furent suivies par une faible réaction locale, sans
aucune réaction générale. Le tableau VII montre que vingt-cing jours plus tard, les
sujets vaccinés ne présentaient aicune immunité appréciable.

TABLEAU VI

EPREUVE
Nature de L'ex-  NOMBRE ; .
No DES SUJETS | cipient et Dose DE RESULTAT RESULTATS
injectée D.S. M. Date Dose

Veau 6-185 . . |huile (1 cmc.) 1 résiste 30 j.| 5 D.S. M. | mort 35 h.
»  6-188 . . Hhuile-lanol.1cme. 1 » s » »
» 6-180 . . {huilel cmc. 1 non EplOllVC
6-183 Ihulle -lanol.1cmc.! 1 -
6-175 his ltemom o 1 DS M mort 36 h.

Fxpérieice No 8.

L'expérience 7 mous avait montré que les Pasicurella, enrobées dans un corps
gras, perdent leur pouvoir virulent, au point qu'une D. S. M. se montre totalement
inoffensive. L'inoculation d'une telle dose n’ayant été suivie d’aucune immunité, nous
avons recherché s'il était possible d’obtenir un melllem résultat en augmentant le
nombre de microbes. .

Dans ce but nous avons préparé les antigénes suivants:

a)4D. S. M. de P. bubaliseptica souche «R» dans2 cmec. d’huile d’olive.

b) 4D. S. M. de P. bubaliseplica, souche «R», dans 2 cmc. du mélange huile-
lanoline.

¢) 6 D. S. M. de P. boviseplica, souche «N», dans 1 ecmec. d’huile d'olive.

Le tableau VIII montre que dans ces conditions la présence des corps gras n'a pu
empécher I’évolution de Pinfection mortelle.
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TABLEAU VIII

NATURE QUANTITES OBSERVA-
No DES SUJETS DE INJECTEES RESULTATS TIONS
L'EXCIPIENT
Veau 6-225 Huile d'olive 6 D.S. M. (1 cmc) | mort 3 jours
»  6-334 Huile d’olive 4D.S. M. (2 ecmc.) { mort 2 jours
»  6-348 Lano-huile 4D.S. M. (2 cmc) | mort 4 jours
2%

Ces expériences nous avant permis de constater que, par ailleurs,
les Pasteurella sont tuées en moins de quarante-huit heures, dans I'huile
ou la lanoline, ce qui rend nécessaire Putilisaiion de I'antigéne dans les
heures qui suivenisa préparation, nous avons renoncé a Putilisation des
axcipients gras.

20 Microbes vivants el virulents en suspension dans une solution de
saponine,

a) Préparalion des anligénes. Une série d'essais pratiqués sur des
veaux nous ont permis de délerminer que 0,5 a1 cme. d'une solution a
5 p. 100 de saponine Poulenc exempte de microwes provoquent, eninjee-
{ion sous-tuianée, unc assez lorte tuméfaction, bien localisée, sans len-
dance a la suppuration ni a la nécrose, qui se résorbe progressivement
cn une vinglaine de jours. .

Nos antigénes ont &té préparés en ajoulant a cet excipieni, au
moment de T'inoculation, la dose voulue de Pasteurella.

b) Influence du point @’inoculation. Nous savions, el nous avons vérifi¢
au cours de I'expérience présenie, quune D. S. M. de Pasteurella agit
de Tagon identique. quel que soit le point d’inoculation choisi. 11 est
surprenant, ct il nous paraissait d¢s Pabord difficilement explicable,
que le lieu d’'inoculation paraisse joucr un role important dans le scul
cas ot le microbe est suspendu dans unc solution de saponine.

Si, en cffel, deux veaux sont inoculés avee le méme antigéne ¢onstitué
par une D. S. M. de Puasteurella bowiseptica cn suspension dans une
solution de saponine, on constaie que celui qui estinoculé sous la peau de
I'encolure succombe aussi vile que le 1émoin, tandis que celui qui est
inoculé sous la peaw des plis sous-caudaux résisie.

En outre, l'inoculation dans la région sous-caudale. esi suivie par
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une réaction locale sans gravit¢ et par une bréve hyperthermice. et clle
confére au sujel vacciné un ¢lat d'immunité qui lat permet de résister.
aprés douze jours, a une forte inoculation d'épreuve.

Les conslatations, qui précedent. résultent de expérience 9. résu-
mée par le tableaulX.

Cependant, les recherches rvécenies de G, Ramon et de ses collabo-
rateurs, sur I'influence des substances adjuvantes dans 'immunité peuvent.
nous semble-t-il maintenant, expliquer ces différents faiis. En cffet.
lorsque les germes vivants, en suspension dans la solution de saponine.
sont iniroduits dans le tissu conjonetif {rés ldche de Pencolure, ils y cul-
tivent abondamment et peuvent aisément envahir l'organisme d'ot la
mort rapide de I'animal. Par contre, lorsque l'inoculation est faite dans le
tissu sous-culané trés dense des plis sous-caudaux. la réaction inflamma-
toire qui s'installe du fait de la saponine est limitée, la densiié du tissu
s’oppose a la diffusion des germes. sculs les produits solubles qu'ils éla-
borent dans le foyer inflammatoire limité, ou qui résultent de leur lyse.
sont résorbés et soni. sans doute, responsables de 'immunité solide qui
s établit ainsi:

TABLEAU IX
EPREUVE
LIEU RESUL- RESUL.
No DES SUJETS| DOSE INJEGTEE [D'INOCU- TATS TATS
LATION Date Dose
Veau 6-41 bis . | 1 D.S.M. saponine| encolure | mort 48 h.
» 6117 .. " » » mort 36 h.
» 050. .. ” " queue résiste 13¢ .| 1 D. S. M, | résiste
, 6-116 .. ” » » » 21¢3. | 5 D. S. M. | résiste
, 6113 . .1 D.M.M. (témoin)| queue mort 24 h.
y 0-85... | ” " encolure | mort 36 h.

Les résultats encourageants de ceite expérience sont malheureusement
limités dans leur application par deux ordres de faits :

10 Si l'antigenc injecté dans les plis sous-caudaux renlerme dewr
D. S. M. de P. bovisepliza, au licu d’une scule, Finfection se généralise et
le sujet meurt de Pasteurellose. Par conséquent. une erreur de vacei-
nation peut cntrainer des accidents scricux.

20 Les solutions dc saponine a 5 p. 100 suppriment la vitalité de
Pastewrdlla boviseplica en moins de quarante-huit heures. Apres ce délai,
les suspensions sent siériles ct les ensemencements resient négatils.

T . - rd . 2 K L4 e . .

Nous avions envisagé la possibilit¢ de délivrer aux vaccinateurs.
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e ampoules séparées, la suspension microbienne et la solution de sapo-
nine qui cussent été mélangées au moment de l'emploi. La suite de nos
recherches nous a fort heurecusement dispensés d’avoir recours a ce
procédé dont les inconvénients ne nous échappaient nullement.

. — Méthode nouvelle de vaccination basée
sur l'emploi d'un lysat microbien saponiné

L’action antiseptique rapide de la saponine sur nos Pasfeurella,
nous conduisit a des recherches plus précises sur la résistance de ces
microbes.

Si I'on mel une quaniiié délerminée de Pasteurella boviseplica en
suspension dans de I'cau physiologique, et que 'on stérilise par vingt
minutes de chauffage a 60-620, 'on constaie, pendant les heures suivantes,
que les microbes se déposent lentement au fond du tube. Aprés vingt-
quatre heures, il s’est constitué un culot assez important mais le liquide
resie néanmoins irouble.

Si la méme quantité de microbes est suspendue dans unc solution
de saponine a5 p. 100, il ne se forme pas de dépodt, mais on assiste a un
¢éclaircissement progressil du milien. La comparaison des deux suspensions
aprés vingt-quatre heures est trés démonstrative et on ne peut éviter de
penser qu’il s’esl produit, dans la solution de saponine, une l4se micro-
bi- nne, comparable a celle qui résulte de 'action du bactériophage.

Si les deux tubes sont laissés quelques jours a Fétuve, aucune modi-
fication n’apparait dans la suspension en cau physiologique. Dans la
saponine, au contraire, se¢ produit un léger précipité, qui, a 'examen
microscopigue ne renferme ue des corps microbiens extrémement raves.
el qui peut étre d'origine chimique. Le culotl constitué dans la suspension
en eau physiologique est formé par des Pasteurella.

A ceiie premicre observation correspondent les expériences suivantes:

Lapéricice No 10,

L’antigene est constitué par une trés forte quantité de corps microbiens, soit 500
D. S. M. de Pasteurclic boviseplica, souche N, en suspension dans la solution de
saponinc 4 5 P. 100. Ceci représente en volume: 1 cmc. de suspension microbienne
pour 9 cmec. de solution de saponine.

Apres vingt-quatre heures, cette préparation est stérile et nous la conservons huit
jours & la température du la boratoire.

Le veau 6-197 recoit sous la peau 1 cmc. de cet antigéne. On observe les jours
suivants une réaction locale nelte mais bien limitée et une bréve réaction thermique.
Le dix-huitieme jour, la réaction locale a disparu et 'animal est éprouvé par injection
sous-cutanée de 5 D. S. M. de Pusteurella boviseplicy, souche N. Il supporte parfaite-
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ment cette inoculation, tandis qu'un témoin qui avait recu une seule D. S, M. du méme
microbe meurt en vingt-quatre heures (témoin 6-175 bis).

Lapérience No 11,

L'antigéne a été préparé tout comme dans !'expérience précédente, a la méme
concentration microbienne et en employant la saponine Poulenc. Il a été conservé neuf
jours a la température du laboratoire. Cette expérience, qui avait pour but de déterminer
la dose optima de Pantigcne, est résumée par le tableau X.

TABLEAU X
QUANTITE EPREUVE &
No DES VEAUX RESULTATS
DU VACCIN Date Dose .
Veau 6-227 . . . 1 cmc. s. ¢. encolure 20¢ jour 10 D.s.M. résiste
»  6228. . . | 2 cmce s ¢ oencolure | 15¢ jour 5 D.S.M. résiste
6-220 . . . ! 3 cme. s.c. encolure 19¢ jour 10 D.S.M. résiste
» 6-196  bis, ]' témoin 28-1-16 1 DS M. mort 24 heures

Les veaux inoculés avee 2 ¢t 5 cme. d'anligene ont présenté des
“réactions locales assez importantes (iumélaciion de 15 ¢m. de diametre),
¢l leur température s’est maintenue pendant vingt-quatre heures au-
dessus de 400, sans aulre aliération de I'élat général. e veau inoculé
avec 1 eme.a présenié une réaction locale plus faible. ¢t n’a pascu de
licvre.

Les 5 sujets ont ¢galement bien  supporié I'inoculation d’épreuve
de>et 10 D.S. M. de P.bovisepti.a souche N, alors que le (¢moin est
mort en vingl-quaire heures apres inoculation d'une seule D. S. M.

Erpérience No 12,

L’antigéne a été préparé avec une saponine différente, marque Riedel, mais 2 la
méme concentration microbienne que dans les essais précédents. En méme temps nous
avons préparé une supension identique en eau physiologique, qui fut stérilisée par
chauffage.

L’antigéne saponiné ne se montra stérile que le sixieme jour, alors que la saponine
Poulenc tue la totalité des microbes en vingt-quatre heures.
Les résultats de I'expérience sont résumés par le tableau XI.
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TABLEAU XI
EPREUVE
No DES VEAUX NATURE DOSES RESUL- RESULTATS
DE L'ANTIGENE TATS
Date] Doses
Veau 6-215 bis | M. saponinés | 2 cmc. résiste |25¢j.| 50 D. S. M. | résiste
»  6-216 bis | M. tués par la
chaleur 2 cmec. » 25¢ . » » | mort 24 heures
» 6-223 .. » » 2 cmc. » 28¢j.[10 D.S. M. | mort 24 heures
»  6-219 bis » » 2 cme. » 30¢j.| 3 D.S. M. | mort en3 jours
et demi
» 6-284 . . | témoin 1 D.S.M. | mort en 24 h.

1l se trouve tout d'abord confirmé que les corps microbiens tués,
mais non lysés, sont sans aciion.

I'n second licu, I'antigéne préparé avee la saponine Riedel, dont
I'action Dbactéricide et lytique est lente, a provoqué une réaction locale
diffuse ct intense, accompagnée d'une hyperthermie de 103, pendant
vingt-quatre heures. L'immunité conférée a permis a notre sujet de
supporler, sans aucun trouble, I'inoculation de 50 D. S, M. de P. bovi-
seplica, souche N, alors que le (¢moin (6-284) est mort en vingl-quatre
heures apres avoir re¢u une seule D. S, M.

Lirpérience No  13.

Nous avons utilisé les antigénes suivants :

I. Méme antigéne que dans les expériences précédentes.

Il. Antigéne renfermant une quantité double de microffes, soit 1000 D. S. M.
(2 cmc d’émulsion) dans 8 cmc. de solution de saponine. Poulenc a 5 p. 100.

Ces deux antigénes étaient stériles aprés avoir séjourné quarante-huit heures a
'étuve, mais ont été conservés douze jours a la température du laboratoire. Les sujets
ont requ des doses différentes, comme le montre le tableau XII.

TABLEAU XII

DOSE EPREUVE
No o REACTIONS RESUL-
DES ET NATURE
POSTVACCINALES TATS
ANIMAUX DU VACCIN Date Dosc et nature

6298 V. . | 1 cmc. antigéne

No 1 R. locale accept. | 17¢j, [30 D.S.M.souche K| résiste
6-207 V. . | 2 cme, » » » 26¢ j, | 30 D.S. M. soucheN »
6299 V. . | 2 cmc. » NolI | R. locale assez
forte 22¢j. [ 15 D.S. M.souche K »

6-291 V. . | 2 cmec. v R. locale forte. R.

générale faible | 22¢j, |30 D.S.M.soucheK »
6-279 V. . | 2 cmc. » R. locale accept. | 23¢j, | 60 D.S.M. souche K| mort
6-308 V. Témoin souche K 1. D.S.M soucheK| »
6310 V. . » » N 1 D.S.M.soucheN| »
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Ceite expérience appelle les remarques suivantes :

10 Tous les veaux ont [ail une réaciion locale netie ¢t une hy per-
thermic de courle durée. Cependant. la réaciion a été plus forie chez les
sujets ¢ui ont recu Pantigéne IT: T'un d'enire cux présentaii encore apres
un mois une tumeur indolore, grosse comme le poing, qui a dailleurs
disparu vers le quaranie-cinqui¢me jour, sans laisser de iraces.

20 On remarquera que 4 veaux ont ¢té éprouvés avee une souche
neiiement différente de celle qui a servi & préparer les antigenes : les
antigenes ont €i¢ préparés avee P boviseptica souche N, el ces animaux
ont été éprouvés avee P.hubaliseplica souche K. Une seule . S. M. de
chacune de ces souches a tué les iémoins en vingt-quaire heures. tandis
que nos vaccinés ont parfaitement suppori¢ 30 D. S. M.

Il est done permis de supposer pue notre anligtne posséde unc
certaine plurivalence, ce qui, en matiére de Pasicurcllose, est important.

30 Un veau éprouvé avec 60 D. S. M. est mort de Pasteurellose.
Rappelons, cependant, que nos D. S. M., sont certainement bien supé-
rieures a la dose minimua mortelle stricte

CONSERVATION DU VACCIN
h':vpié;'iep(‘e No 14

Nous avons essayé l'efficacité de nos antigénes aprés trente et soixante-cinq jours
de conservation, sans aucune précaution, i la lumigre et la température du laboratoire.

Le veau 6-221, vacciné avec 2 cmc. de cet antigéne conservé depuis trente-cing
jeurs, supporte ultérieurement sans aucune réaction linoculation de 50 D, S. M. de
P. boviseptica. -

Le veau 6-292, vacciné avec 2 cmc. du méme antlgéne conservé depuis soixante-
cing jours, supporte sans réaction l'inoculation de 50 D. S. M.

Dans les deux cas les témoins (6-284 et 6-310) sont morts vingt-quatre heures
aprés inoculation d’'une seule D. S. M. de la méme souche.

VACCINATION PAR LE LYSAT FILTRE
Expéricnce No 15.

L'examen des suspensions microbiennes en milien saponiné nous avait permis
de conclure 4 un phénomeéne de lyse et A la libération de molécules douées de pro-
priétés antigénes. Pour plus de certitude. nous avons filtré notre antigéne sur bougie L2
et inoculé 3 veaux, selon le tableau suivant (tableau XIII).

TABLEAU Xl

DOSES EPREUVE
No DES VEAUX DE FILTRAT | RESULTATS
INOCULE Date i Dose
Veau 6-262 bis . 3 cme. 24¢ jour 2 D.S. M. | résiste
»  6-285 bis . 2 cmc, 25¢ jour 5 D. 8. M. »
» 6-286 bhis . 2 cmc. 27¢ jour 15 D. S, M. mort en 48 h.
» 6349 . . témoin 1 D S. M mort en 24 h,
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On remazquera qu'unc dose de filirai ¢gale a la dose normale d’anti-
géne total (2 cme.) a permis & un veau de résister & I'inoculation de
5.D. S. M.. tandis qu'un autre est morl aprés inoculation de 153 D.S. M.
D’autre part, un veaun prépur(‘ par injection de 3 eme. de filtrat a parfai-
tement supporté 2 D.S. M. La valeur immunisante du filtrat, et par
conséquent la présence de substances antigéniques filtrables ne font
aucun doute. A dose dégale. le filtrat est moins actif que 'antigéne total.
Ceci résulte, croyons-nous, d'un appauvrissement quantitatif par fixation
de l'antigene au réscau filtrant. 11 est improbable. en effet, que les corps
microbiens qui résisient a I'action de la saponine aient un role dans l'ins-
tallation ou le renforcement de 'immunité. Dans aucune de nos expé-
ricuces nous n'avons vu ces corps microbiens inlacis se comporier comme
des antigénes: vivants et virulents. ils {ueni. morts ou atiénués ils sont
sans aucune action. Ce point n’a d'ailleurs qu'une importance théorique.

Des expériences X. X1, XII. XTIl et XIV. nous concluons:

Une solution de saponinea p. 100 Ivse en moins de quarante-huit
heures Pasteurella bovisepticn Le lysat est doud de propriétés antigé-
niques telles qu'une injection de 1 a2 eme. permet a un veau réceptif,
de résister sans aucun troublc a l'inoculation de 30 1). 5. M. de Pa.steurella
boviseplica, pratiquée apres douze jours.

Les doses peuvent éire doublées sans inconvénients sérieux pour le
sujet. Le lysat conserve ses propri¢iés apres un séjour minimum de
soixante-cing jours a la t{empdérature du laboratoire. Iinlin les sujets
vaccinés avec un anligéne dorigine bovine soni immunisés contre une
souche bubaline d’origine géographique difi¢rente.

Le lysat saponiné présenie done foutes les qualilés exigibles d’un
vaccin. et ne parait pas moins efficace que le Ivsal bactériophagigne.

Une premicre campague de vaceination a ¢ié enireprise, dont les
résullats scront publi¢s ultérieurement.

SOMMAIRE

1o Nous nous sommes proposés de (ransformer en vaccins utilisables
avec sécurité dans la pratique courante, des souches de Pasteurella
extrémement virulenies ¢t provoquant chez des bovidés des enzooties
meurtriéres de septicémie hémorragique cedémateuse.

20 Nous n’avons pas réussia conférer aux bovidés un degré d’'immu-
nité appréciable en utilisant :



NOUVELLE METHODE DE VACCINATION 18

a) Des corps microbiens tués par la chaleur ou par le formol. (Expé-
riences | et II.)

b) Le liquide d’edéme spécifique (agressines naturelles). (IExp. 111.)
¢) Les microbes atténués par vieillissement (exp. 1V) ou -par culture
en liquide d’@déme (exp. V). Cette derniére méthode permet cependant

d’atténuer graduellement P. boviseptica, tout en lui conservant un certain
pouvoir immunisant (exp. VI.)

d) Les microbes vivanis el virulenls, suspendus dans des corps gras
ou une solution desaponine a 5 p. 100. (Exp. VII, VII{, 1X). Nous mon-
trons qu’il est cependant possible d’obtenir un certain degré d’immunité,

en inoculant en des points déterminés les microbes suspendus en solution
de saponine.

30 Nous avons obtenu un vaccin inoffensif, actif et stable, en soumet-
{ant in viiro a I'action d’'une solution de saponine a 5 p. 100 des Pasteurella
boviseptica virulentes.La saponine exerce sur le microbe une action lytique
comparable, quant a ses résuliats, a celle du bactériophage. Les animaux
qui ont recu 1 ou 2 cme. de ce vacein sont, aprés une réaction trés accep-
table, en étai de subir sans dommages I'inoculation de 50 doses siirement
mortelles de Pasteurella hoviseptica, les témoins étant régulicrement tués
en vingt-quaire ou quarante-huit heures par une scule de ces doses.

(Exp. X a XV)




