ROYAUME DE BELGIQUE BREVET DINVENTION

N° 878 .804
Classif. Internat. : ﬁ‘a‘i K \{,43“

Mis en lecture le: 14 —03'1980

MINISTERE DES AFFAIRES RQCONOMIQUES

Le Minisire des Affalres Economliques,
Vu la loi du 24 mai 1854 sur les brevets d'invention;
Vu la Convention d’Union pour la Prctection de la Propriété industrielle ;

Vu ie proces-verbui dressé ie "1t SGpULSUTE i G P :

N
i
R
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au Service de la Propriété industrielle;

ARRETE :

Article 1. — Ii est délivé @ la Sté dite : GIST-BROCADES N.V.
1 Wateringseweg, Delft (Pays-Bas),

repr. par 1'Office Kirkpatrick-G.C. Plucker a Bruxelles,

T.40-D

. . . . / -
un brevet dinvention pour: Vaccin combine contre la maladie de newcastle

et le chute de ponte provoquée par des virus adenc-like,

qu'elle déclare avoir fait l'objet de demandes de brevet
déposées aux Pays-Bas le ‘14 septembre 1978, n° 7805564 et
le 26 avril 1979, n° 7903300

Articie 2. — Ce brevet lui est déliwé sans examen préalable, & ses risques el
périls, sans garantie soit de la réalité, de la nouveauté ou du mérite de linvention, soii
de P'exactitude de la description, et sans préjudice du droit des tiers.

Au présent arrété demeurcra joint un des doubles de la spécification de Linvention
(mémoire descriptif et éventuellement dessins) signés par Tintéressé et déposés & Tappui
de sa demande de brever.

Bruxelles, le 14 mars 19780
PAR DELEGATION SPECIALE :

L SALPETEUR
Dlre(:teur



MEMOIRE DESCRIPTIF

DEPOSE A L'APPUI D'UNE DEMANDE
DE

BREVET DINVENTION

FORMEE PAR

GIST-BROCADES N. V.

pour

Vacein combi..é contre la maladle de Newcastle et la chute

de ponte provoquée par des virus adeno-like.

Demandes de brevets aux Pays-Bas n°® 78 09 364 du 1% septembre

1978 et n° 79 03 300 du 26 avril 1979 en sa faveur
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La présente 1avention coencelus Wi vacCin combial grlit o
1'administration contre les infections de 1la volaille et plus par—
ticuliérement contre la maladie de Newcastle et la maladie carac-
térisée par une chute soudaine de ponte provoquée par des vi-

Y rus adeno-like. I'invention concerne en outre la préparation de
ce vaccin combiné et le procédé de préparation du constituant ac-
tit conire ia chute &g ponts U gomnrand ea vaceln.

Ia peladie de Newcastle ou pseudopeste aviaire, qul est
1'une des affections respiratoires les plus importantes de la vo-

10 laille, est provoquée par un virus et peut 8tre la cause d'une
mortalité importante dans la volaille & tout age - o

Différents vaccins contre la maladie de Newcastle ont
¢té mis au point et il est apparu que ces vaceins sont de préfé-
rence aCministrds sous leur foTRS innctivae parce que celle-ci

15 assure un haut degré de séeurité. De plus, l'administration du
vaccin vivant a parfois pour conséquence que le virus inoculé se
répand de la voleille vaceinée & de la volaille qui est suscepbi-
ble d'infection ou qui n'est pas en état d'inmnité.

Malgré la mise au point de vaccins vivants relativement

20 sfirg et conférant une bonne immunité contre la maladie de Newcas-
tle, par exemple comme il-res_sort du brevet anglais n° 1.510.100,
il subsiste un besoin tvident de vaccins inactivés contre la pala—
die de Newcastle. _

Du fait que les affections respiratoires de la volailie

25 sont souvent la conséquence de plus d'une source d'infection, cn
a préparé des vacclns combinés, comme celui du brevet des Etats
Unis d’Anérique n° 2.798.835, qui consiste en une combinaison d’un
vaccin contre la bronchite infectieuse et d'un vaccin contre la
maladie de Newcastle, ces deux constituants dérivant de virus vi-

30 vants. -

De plus, la demande publiée de brevet des Pays—-Bas
n°® 71 17873 (entre-temps pﬁbliée pour opposition sous le
n® 157209) décrit un procédé de préparation d'un vaccin combiné
contre les maladies respiratoires de la volaille qui comprend une

39 combinaisor d'un vaccin mort contre le coryza infectieux, obtenu
par culture d‘'une souche d'Heemophilus gallinarium dans un milieu
putritif naturel, puis inactivation des bactéries, avec un vaccin
mort contre la bronchite infectieuse et un vaccin mort contre la
maladie de Newcastle. _

40 Il convient de remarquer que différents articles, par
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excmple, Avian D1s8. [ (%035 pases 0o & 122, leo @

17 (1956) pages 29% et 298, Avian Dis. 11 (1967) pages 399 &
406 et Virology 33 (1967) vages 598 & 608, indiguent que 1l'ac-
tivité de chacun de ces constituants peut diminuer ou disparaitre

entidrement par mélange avec des virus vivants en raison d'une in—
hibition mutuelle. ‘

Goe Telabicn extre la présence de virus adeno-like et,
pour partie, la chute de ponte soudaine et /ou 1'augmentation de
la ponte d'oeufs & coquille moile et/ou sams coguille, qu’on &
observéesde plus en plus fréquemment ces derniéres anmnées, en
particulier chez les femelles jeunes et poules de races & ponte -
moyenne & forte, a déja ét¢ relevie dans Avian Pathology . 3
(1976) pages 261 & 272. Ces symptomes sont parfois appelés
“ohube de penbe™. On  trowve dans Avien Pathology 6 (1977)
pages 409 & 413 aussi une relation qui a é&té observée entre le
développement d'anticorps & 1'égard d'un virus hénagglutinant,
dit virus 127, et les symptdmes économiquement trés désaventageux
décrits ci-dessus. La relation présumée entre la présence d'un
vipus adeno-like et la chute de ‘ponte soudsine décrite ci-dessus
est confirmée dans Avian Pathology Z (1978) pages 35 & 47. De
plus, différentes propri &tés caractéristiques du type de virus en
question sont décrites, par exemple 1'agglutination ceractéris-
tique des érythrocytes de poulet et 1'impossibilité de neutrali-
ger des antisérums des adeno-virus de types connus.

le brevet luxembourgeois n°® 7915% décrit um procédé pour
la préparation 4'un vacein contre le syndrome de la chute de ponte
4 partir d'un virus adeno-like qui est caractérisé par ume réac—
tion d'hémesgglutination et une réaction d'antisérums spécifiques.
Dans la description et les exemples, ce virus est appelé virus
EDS-76 et BC-14. Ce vaccin est préparé par culture du nouveau
virus ds=m3 uae cuvlture de tissu, qui est de préférence une cultu-
re du tissu d'oiseau, par exemple des fibroblastes d'embryon de
poulet et des cellules hépatiques ou rénales embryonnaires, ou
bien dans des oeufs de cane embryonnés.

I1 ressort de mapiére évidente d'Avian Pathology s
(1976) page 262, second paragraphe, a'Avian Pathology 6 (1977)
page 406 et du brevet luxembourgeols n° 79154, page 1, lignes 7 &
11 également, que la chute de ponte peut étre provoquée par la
meladie de Newcastle, la bronchite infectieuse, 1'encéphalomyélite
infectieuse des poulets, les virus de la variole aviaire et leuxs
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combinaisons.
. Par conséquent, é°'um point de wvue praiique, la volaille
doit souvent étre vaccinée simultanément ou en succession rapide
avec dcux ou plusieurs vaccins contre les maladies & virus préci-
9 tées les plus fréquentes. En particulier, la volaille doit &tre

" 7 Vaccinée simultanément contre la maladie de Newcastle et la chute
de pdnte provoquée par des virus adeno-like. Le mode opératoire
Jusqu'é présent habituel pour wne telle administration simidtanée
consistait & mélanger des volumes normaux des deux vaccing

10 distincts préts & 1l'usage et & administrer une dose de vaccin
composée sur place, la dose ayant par conséquent un volume sensi-
blement double de celui des vaccins administrés séparément, mais
contenant les virus respectifs a 1l'état dilué. De plus, un mé~
lange exact est difficile & garantir et des difficultés dues 2

19 des infectlons étrangéres peuvent se manifester.

L'invention a donc pour but de proéui*er un vaccin com~
biné prét a l'administration qui soit efficace tant contre 1la ma-
ladie de Newcastle que contre la chute de ponte provoquée par des
virus adeno-like et qui satisfasse de plus aux critéres sévéres

20 actuels des autorités vétérinaires dans la plupart des pays inté-
ressés. ,

La Demanderesse a découvert avec surprise qu'il est pos-
sible de préparer un vaccin combiné prét & 1'administrabion en
combinant un liquide contenant du virus de la maladie de Newcastle

25 inactivé et un liquide contenant du virus adeno-like inactivé.

I1 convient de noter que l'invention concerne aussi les
vaccins combinés inactivés dérivant d'au moins un liquide contenant
du virus de la maladie de Newcastle et d’an moins un liquide conte-
nant du virus adeno-like inactivé st dérivant éventuellement de

30 plus gue ces deux types de virus précités.

Pour 1'exécution du procédé de l'invention, le liquide
contenant du virus de la maladie de Newcastle inactivé est préparé
de maniére connue en principe, par exemple par culture-du.virus )
désiré dans des oeufs de poule embryomnés, collecte du virus

39 cultivé dans wn liquide d'un titre habituel pour ce genre de vac-
¢in, inactivation du virus, mise en suspemsion du virus dans une
solution tamponnée conveneble et homogénéisation de la suspension,
puis la suspension est mélangée avec un liquide contenant wun wvirus
adeno-like inactivé s’obtenant par culture du virus dans

40 des oeufs de cane fécondés ou dans une culture de cellules de
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habituel pour un vaccin de ce genre et :.nactlva.tn.on du liquide

coantanant 1o vivne Ao 'Pnnnn nlasadnna,
sugns

Pour la préparation dun llqulde contenant le virus de la
9 maladie A@e Newcashtles, on pout utiliger diffirents virus de la
maladie de Newcastle qui sont peu virulents ou pratiquement aviru-
lents (lentogénes ou vélogdnes), mais qui ont de bonnes proprié-
tés d'immunisation, par exemple le virus Ia Sota ou Hitchner (len—
togéne) ou le virus Herts 33/96 (vélogine).

10 Des exemples spécifiques de souches de virus appropriges
sont les souches P/76/5, P/76/% et P/76/3. de 1'Institut fiir Medi-
zinische Mikrobiologie, Infections und Seuchenmedizin der Ludwig
Maximilians Universitdt, Munich (République Fédérale d'Allemagne),
les souches VR-108, VR-107, VR-109, VR-699 et VR-623 de 1'Ameri-

15 can Type Culture Collection, Rockville, Maryland (Etats-Unis
d'Amérique), la souche Queensland V % du Centr. Vet. Labs., Wey-
bridge (Grande Bretagne) et le virus L/Z 258 P déposé sous le
n° I.0. 91 de la Collection de 1'Institut Pasteur & Paris (France).

Pour la préparation du constituant qui est 1le liguide

20 contenant le virus adeno-like inactivé, on utilise de préférence
une souche du virus 127 ayant subi des passages, déposée sous le
n® I.090 & 1'Institut J'asteur & Paris, bien que d'autres types de
virus adeno-like provoquant la chute de ponte antigéhiquement
assez semblables, puissent étre utilisés avec succds. Cette

29 souche de virus I. 0.90 est de préférence cultlvee dans des oeufs
de cane . ‘ L

La préparation du liquide contenant le virus adeno-like
inactivé commence de préférence i partir d'un virus provenant
d'une souche de virus 127 aysut subi des passeges, comme indiqué

30 dans lesréférences précitées d'Avian Pathology, bien que d'autres
types de virus adeno-like provoquant la chute de ponte puissent
8tre utilisés également avec snccéds.

Pour la préparation du vaccin combiné,' on inactive 150 &
250 ml 4'un liquide tamponné contenant du virus de la maladie de

35 Newcastle,- on homogénéise Sventuellement le liquide st on 1’ ajoute
avec 100 & 200 ml de liquide tampohné contenant du virus adeno-like
préalablement inactivé et éventuellement homogénéisé i 600-700 ml
d’une phase huileuse. Les constituants essentiels de la phase hui-
leuse sont au moins un des constitusnts choisis parmi les huiles

%0 minérales pareffiniques légéres (de qualité satisfaisant aux cri-

'CD-CH-MDB.,3 - ‘ - BEL 2094



5

10

15

20

25

35

Pod

PO YYT L LIS A oo
c = -

P ¢ e se *
s e b e e 8 @

téres de 1a Food and Drug Adﬁ‘ini'.s’cr'étifén "des Etats-Unis d'Améri-
que) , jes huiles végétales et les huiles minerales naphténiques,
en assgociatbion avec un ou plusieurs émulsionnants appropriés,
comme des composés non ioniques tensio-actifs jesus d'oxydes d'al-
kyléne et/ou dtalcools hexahydroxylés et/ou d*acides gras natu-
rels supérieurs (en C0 a 020), par exemple des esters et es-
ter—éthers. Des exemples en sont le monooléate de mamnide . _
(Span ®80, Arlacel A® et Arlacel 80 et le mémlaurate de poly-
oxyéthyléne(20) sorbitan (par exemple. le Tween 80).

Le rapport volumique du liquide tamponné contenant le vi-
rus de 1a maladie de Newcastle au liquide taniponné contenant le
virus sdeno-like peut varier de 3:4 & 5:1 et est de préférence
d’environ 3:2. ‘ : ‘

Le rapport volumique de la phase aqueuse formée par les
deux liquides contenant les virus & la phase huileuse peut varier
de 1:1 & 3:7 et est de préférence d’environ 7:13.

La Demanderesse a découvert que la phase agqueuse doit
8tre ajoutée & la phase huileuse sous vive agitation et/ou homo-
généisation pour la formation de 1'émulsion finale liq_uide. stable
et fluide.

La phase huileuse contient 2 3 20% en poids (sur la base
du poids de la phase huileuse) d'un émulsionnent et de préférence
2 & 19% en poids d'Ariacel ®80 ou d'Arlecel 80® ou bien ae
Spa.n@ 80 et 0,2 & % de Tween ® 80. ILesconstituantsde la phase
huileuse sont de préférence cheuffés séparément & au moins 110°C
& 1'autoclave ou stérilisés par filtration & 1'état de mélange.

I'inactivetion des deux constituants liquides de départ
contenant les virus peut &tre effectude & 1'aide des agents a‘i-
pectivation habituels, par exemple au moyen de g-propiolactone,
&ventuellement en mélange avec un gtabilisant, ou su moyen de Lor-

-maldéhyde. De préférence, la B~propiolact’one est ajoutée en une

concentration de 0,05 & 0,25% en poids (sur la base du poids de

1a phese aqueuse) & un liquide tamponné contenent du virus de la
paladie de Newcastle et le liquide est mis & incuber & environ

37°C pendant 1 & 2 heures et de préférence 90 minutes, tandis que
le liquide tamporné contensut le virus adeno-like est inactivé au
moyen,de formaldéhyde, de préférence 3 envirom 20°C pendant emvi-
ron 20 heures, en concentration de 0,02 & 0,5% en poids. Ensuite,
si la chose est nécessaire, les liquides contenant les virus sont

homogénbisés de la manidre habituelle. Un agent de conservation,

CD~OH-MDB- 3 BEL 2094
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comme du thiomerszl ou du formaldéhyde en solntion tamponned,
peut ensuite &tre ajouté a la phase aqueuse. '

Pour la formation du vaccin combiné conduisant aux titres
favorahles désirés aprés administration, il convient d'utiliser une

5 solution de départ de virus de la maladie de Newcastle d'un titxe
de 109’ a 1010,5 dogses infectieuses 50 POUr 1'embryon de poulet
et de préférence supérieur ou égal a 1019 doses infectieuses 50
pour 1'embryon de poulet et un liquide contenant du virus ade-
no-like d'une activité d'au moins 10° unités d'hémagglutiration

10 ot de préférence 103 unités d'hémagglutinstion.

I1 est évident que les propriétés favorables des vaccins
antiviraux combinés faisent 1'objet de 1'invention étaient tota-
lement imprévisibles pour le spécialiste en raison de différentes
réactions indésirebles que le spécialiste ne peut exclure avec

15 certitude, par exemple que les activités de 1?yn des constituants
viraux ou des deux dans le vaccin final peuvent baisser Jusqu'a
une valeur indésireble & cause d'une interaction mutuelle mon dé-
sirée entre les constituants liquides contenant du virus ou &
cause d'une interaction de ces constituants liquides avec 1l'un

20 des auxiliaires chimiques utilisés. Par exemple, le spécialiste
ue péut certairnement pas exclure que la g-propiolactone ajoutée
puisse inactiver trop fort 1'un des constitusnts viraux en agis—
gant trop longtemps, alors que cette durée est nécessaire pour
1tinactivation de l‘'autre constituant viral.

29 L'administration du vaccin combiné conforme & l'invention
est plus avantageuse que celle des vaccins connus préparés par mé-
lange des vaccins constitutifs sur place, du fait qu'un volume
plus petit (par exemple 0,5 ml au lieu de 1 ml) suffit pour 1°'ad-
ninistration et provogue donc moins a‘irritation locale. De plus,

30 une quantité plus faible d’agents chimiques étrangers 2 1’organisme
doit 6tre administrée. En outre, les inconvénients précités ré-
suitant du mélange et de l'introduction d'agents infectieux étran-
gers sont évités. .

Les vaccins ginsi préparés sont d'babitude administrés &

39 des oiseaux fgés de 10 & 20 semsines,svant 1a Baison de ponte.

1! invention & en outre pour objet um procédé de prépara-
tion d'un ligquide de départ convenable contenant du virus adeno-li~
ke, suivant lequel on cultive un virus adeno-like dens des oeufs
de cane ou sur une culture de fibroblastes d‘embryon de canard,

40 par exemple une culture en monccouche dans des bouteif.les animées
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d'un mouvement de roulement c'>:1 une culture de ccllules fixéea a
des véhicules inertesg solides.

Suivant une forme de réulisation préférée de 1'invention,
on forme une culture de fibroblastes d'embryon de canard en
monocouche dans des bouteilles animées d'un mouvement de roule-
weni en mettant Ies ceilules de départ en suspension dans un mi-
lieu de culture consistant en au moins 70 a 90 parties de milieu
d'Eagle et éventuellement en 5 & 15 parties de sérum de veau,avec
addition d'une solution de bicarbonate de scdium & 2 - 4% et de
1 a 9 parties d'une solution ou suspension d‘un ou plusieurs anti-
biotiques a choisir parmi la pénicilline G, la streptomycine et
la natamycine, le liquide de culture $tant séparé lorsque la cul-
ture des celiuies est pratiquement confiuente. La cuiture de cel-
lules est infectée au moyen d'une suspension du virus, mise 3 in-
cuber & 37°C pendant 30 & 120 minutes pour la fixation du virus,
puis additiomnée d'un milieu d'entretien consistant en milieu
d'Eagle, augmenté de 2 a 10% de sérum de veau, de 2 a 10 parties
de bouillon au tryptose phosphate (& 30 g par litre), de 10 &

20 parties de liquide amniotique de vache et des additifs ci-des-
sus, la récolte du milieu et des cellules contenant le virus
étant effectuée 12 3 48 heures aprés manifestation des effets
cytopathogénes .

La culture de cellules est inoculée 3d'une suspension de
virus adeno-like ayant une activité supérieure ou égale a
30 x 106 doses infectieuses 5o pour la culture de tissu par bou~
teille animée d’un mouvement de roulement. Sous ce rapport, la
Demanderesse a découvert que les cultures de cellules en suspension
ne convieumnent pas pour le procédé ci-dessus.

Pour la préparation du vaccin, il est préférable d'utili-
ser une souche de virus 127 ayant subi des passages tel qu’elle est
dépos€e & la Collection de 1'Institut Pasteur 3 Paris sous le
n° L0 90, et cette souche est de préférence cultivée dans des
oeufs de cane- .

Le brevet luxembourgeois m° 7915% décrit en effet de ma-
niére générale la préparation de vaccins contre le syndrome de
chute de ponte, mals le procédé de production proposé conformément
a l'invention, qui est préféré & 1'échelle industrielle pour ces
vaccins liquides d'un titre élevé acceptable, n’y est nullement dé-
crit ni méme suggéré.

Il convient de se rapporter & ce propos & la page 2, li-

)
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gnes 28 & 30 de ce brevet luxembourgeois qui mentionne nettement
que lc virus peut notumpent £tre cultivé dana des fibroblastes
d'embryon de poulet. La Demanderesse a toutefois découvert que
ce mode opératoire me conduit certainement pas gu résuitst dé-
siré qui est économiquement requis. Il ressort de la page 6, 1i-
gnes 29 & 35 qu'on utilise une culture de cellules hépatiques em-
bryonnaires de poulet, qui ne conduisent pas non plus au résulteat
désiré économiquement requis parce que la culture & 1'échelle in-—
dustrielle sur des cellules hépatiques embrycnnaires est encore
considérée comme étant un procédé de production trés délicat et
donc fort omnéreux. '

Ltinvention est illustrée par les exemples suivants.

a) Culture du virus adeno-like (souche 127 avant subi des
Dassages)

On prépare des cultures de cellules dans des bouteilles
znimées d'un mouvement de roulement (Bellco) am départ &'ceufs de
cane incubés pendant 12 2 13 jours en utilisant des fibroblastes
d’embryon de canard dans du milieu d’Eagle & 10 % de sérum de
veau contenant 0,22% en poids de bicarbonate de sodium et 2% en
volume d'une solution antibiotique contenant de la pénicilline G,
de la streptomycine et de la natamycine.

On sépare le milieu par aspiration lorsque les oultures
de cellules sont pratiquement confluentes. On inocule les cultures
alors au moyen d’une suspension de la souche du virus 127 ayant
subi des passages,puis on les met & incuber a 37°C pendant 1 heure
et on y ajoute du milien d’entretien d’Eagle contenant 5% de sérumde
veau,10% en volume de bouillon au trypiose phosphate (2 30g par litwe),
10% en volume de liquide amniotique de irache, 0,22} en poidsv de. bi-
carbonate de sodium et 2% en vdlume de la solution antibiotique précitée.

On récolte le milieu et les cellules contenant le virus
adeno-like un jour apres lé manifestation de 1?effet cytopathogene
et du décollemert des cellules de la paroi de verre. On congdle
la suspension de virus & -20°C et on la conserve pour la prépara-
tion du vaccin. On estime le titre par hémagglutination et la
dose infectieuse 50 POUT la culture de tissu de la suspension.
bl) Culture du virus de 18 maladie de Newcastle

On met & incuber des oceufs exempts d°agents pathogdnes -
spécifiques pendent 11 jours, puis on les inocule avec du virus
L/Z 258 P. On met la culture & incuber & 37°C pendant 72 heures

;
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et on recueille le liquide an;xanio—allan'to:’ique. Ce liquide sumio
allantoique contient environ 10lo doses infectieuses 50 Powr 1l'em—
bryoca de poulet par ml. OUn congéle la suspension de virus & -20°C
ou & une température plus bzsse et on la corserve pour la produc-
tion du vaccin.

b2) Aprés 11 jours d’incubation d'ceufs exempts d'agents pa-
thogéres spécifiques, on les inocule avec du virus Herts 33/96 d'en—
semencement . Aprés 24 3 48 heures d'incubation & 37°C, on recusil-
le le liquide ammio allantoique qui contient environ 1010 doges
infectieuses 5o Pour l'embryon de poulet. On congéle la suspen—
sion de virus a -20°C ou a une température plus basse et on la
congerve pour la producticn du vaccin.

¢) Traitement de la suspension de -virus

On fait dégeler les suspensions congelées de virus et on
les inactive au moyen de 0,05 & 0,25% de B-propiolactone au
bain-marie & 37°C pendant 90 minutes. On conserve les suspensions
Jusqu'su lendemain & +4°C. On vérifie 1l'inactivation en observant
1'apparition des effets cytopathogénes sur des fibroblastes d'em-
bryon. de canard ou des fibroblastes d'embryon de poulet, puis
en effectusnt un essai d'hémabsorption. On met des oeufs de poﬁle
préalablement couvés exempts d’agents pathogines spécifiques i in-
cuber avec le liguide contenant le virus inactivé et on les con-
tréle ultérieurement.

On homogénéise les suspensions de virus & 1'aide d'un ho-
mogénéiseur Ultra Turrax. Si la chose est désirée, on dilue la
sugspension avec d= la solution physiologique tamponnée au phosphate
additionnée de 0,3% de solutior de formaldéhyde en fonction de la
dose infectieuse 50 pour 1'embryon de poulet du liquide amnmio-allan-
toIque et du titre d'hémagglutination de la suspension de virus
adeno-like. On mélange le liquide amnio allantoique contenant le .
virus de maladie de Newcastle et la stispension de virus adeno-like
ensuite dans un rapport de 6:4 et on utilise le mélange pour la
préparation de 1'émulsion.

d) Préparation de 1'émulsion

On mélange les suspensions de virus avec la phase huileuse
dans un rapport de 6,5 parties d'huile pour 3,5 parties de liquide
contenant du virus et on émulsionne le tout de fagon que la dimen—
sion moyenne des gouttelettes de la phase aqueuse soit d'environ
0,09 & 0,5 micron, par exemple par injection de la suspension de
virus dans la phase huileuse avec homogénéisation simmltamée dans
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un homogénéisenr Ultra Turrax.
La constitution de la phase huileuse est la suivante
Marcol® 52 (humile paraffinique blanche

Société Esso) 93,6% en volume
Arlacel® A ou Arlacel ® 80 ou bien
Span 80 (momooléate de mannide) 6,0% en volume

Mween” 80 (monooléate de polyoxy-
éthyléne (20)soxrbitan) 0,4% en volume

On chauffe les constituants de la phase huileuse séparé-
ment jusqu'd 110°C & l'autoclave ou on les stérilise par filtra-
tion a 1'état de mélange. ' )

On obtient une émulsion stable qu'on essaye :

1) en pipetant directement, apras la nise en émulsion, des
gouttelettes de 1'émulsion sur une surface aqueuse, auquel cas les
gouttelettes ne s'étalent pas et restent intactes,

2) en laissant reposer 1l'émulsion & 37°C pendant L heures,
auquel cas une phase aqueuse ne se sépare pas.

Les concentrations finales des émulsions ainsi obtenues
sont de 21% de liquide tamponné contenant du virus de la maladie
de Newcastle et 14% de liquide tamponné contenant du virus ade—
no-like 127.

On administre le vaccin résultant par doses de 0,5 ml
par animal. par voie intramusculaire dans les muscles de la patte
ou a la poitrine ou par voie sous-cutamée dans le cou. Au hui-
tiéme jour aprés la vaccination, les anticorps inhibant 1'hémag-
glutination sont observables.

EXEMPLE 2.~

On répéte les opérations de 1l'exemple 1 avec les modifi-
cations suivantes.

a) Au lieu de préparer le liquide contenant le virus ade-—
no-like comme précisé en a) de l'exemple 1, on le prépare en ino-
culant des oeufs de cane préalablement incubés pendant 9 jours au
moyen de la souche du virus 127 ayant subi les passages. Aprés
7 Jjours d'incubation & 37°C, on recueille le liguide amnio-allan-
teigue. Celui-ci a un titre d'hémagglutination G'environ 1:102%.
On congéle ensuite la suspension de virus & -20°C et on la conser—
ve pour la préparation du vaccin.

b) Aprés traitement de la suspension du virus & la maladie de
Newcastle comme décrit en c¢) de 1'exemple 1 et inactivation de la
suspension de virus adenc-like au moyem de 0,02 a 0,5‘}5 de formal-
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déhyde pendant 20 heures a 22°C, on mélange le liquide scontcnent
le virus de la maladie de Newcastle et celui contenant le virus
adeno~like dans un rapport de %:1, aprés quoi on utilise le mélan-
ge pour préparer 1'émulsion comme décrit en d) de 1'exemple 1.

5 EYEMPIE 3.-

a) On prépare du liquide contenant le virus adeno—llke comme
décrit au stade correspondant de l'exemple 2.

b) On prépare du liquide contenant le virus de lamaladie de
Newcastle comme décrit au stade correspbndant de 1! exemple 1.

10 c) On exécute lg traitement dc la suspension de virus de la
maladie de Newcastle comme dans l'exemple 1 et le traitement de
la suspension de virus adeno-like comme dans 1'exemple 2.

On mé&lange dans le rapport de 5:1 le liquide amnio-allan-
toique contenant le virus de la maladie de Newcastle et le liqui-

15 de ammio-allantoique contenant le virus adeno-like qui ont subi
le traitement. '

d) On ajoute et on incorpore le mélange des suspensions de
virus a la phase huileuse 3 raison de 6 ,9 parties de phase huileu-
se pour 3,5 parties de liquide contenant du virus ,dont on. prépare

20 une émulsion par passage au broyeur colloidal.

La phase huileuse utilisée a la composition suivante :

Marcol ® 52 91,4 en volume
Ariacel A ou Arlace1® 80 ou bien

Span® 80 8,0% en volume

25 Tween ® 80 ' 0,6% en volume

On prépare un liquide contenant du virus adeno-like et wun
liquide contenant du virus de lamsladie de Newcastle comme décrit
aux stades correspondants de 1'exemple 1. "Aprdés traitement des sus—

30 pensions de virus comme décrit au gtade c¢) de l'exemple 1, on mé—
lange le liquide contenant le virus de la meladie de Newcastle
et celui contenant le virus adeno-like dams le rapport de l+:3'et
on en prépare une émulsion comme décrit en 4) de 1'exemple 1. On
mélenge toutefois la phase huileuse et la combinaison de liquides
35 contenant les virus dans le rapport de 6:%, la phase huileuse ayamt
1a constitution indiquée & 1'exemple 1 au .stade a).
EXEMPTE §.-

On vérifie comme décrit ci-aprds le vaccin combiné prépa-
ré comme dans 1'exemple 4.

40 On vaccine au moyen du vaccin combiné des poulets 8gés de
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8 semaines et exempts d’agents pathogdnes spéeifiques qui nlent pec
été vaccinés antérieurement. Le titre d'inhibition de 1'hénag-—
glutination et le nombre d'unités d'inhibition d'hémagglutination
dans le sérum provenant des animaux vaccinés ne différent pas sen-
siblement des taux d'anticorps relevés sur des animaux qui ont
été vaccinés & 1'aide des vaccins simplesA correspondants d'une
composition comparable et dans les mémes conditions.

La figure du dessin annexé,portant en abscisses la durée
depuis la vaccination en semaines et en ordonnées le nombre d'uni-
tés (virus de Newcastle) et l¢ titre (virus adeno-like 127) d?inhi-
bition d’hémagglutination, comprend les courbes expérimentales du
nombre d’unités d?inhibition d?agglutination et du titre d’inhibi-
tion d’hémagglutination sous la forme 2¥ sur une échelle logarithmique.

On observe un nombre d'unités d'inhibition d'hémaggluti-
nation dues au virus de la maladie de Newcastle qui est sen-
siblement supérieur sur les snimaux qui ont' déja &té vaccinés .an-
térieurement avec du vaccin de virus vivent de la maladie de
Newcastle (ainsi qu'il est habituel de 1la faire en pratique).

Chez ces animaux, on trouve, par exemple, 1016’,0 a
10170 unités d'inhibition d'hémsgglutination dues au virus de
la maladie de Newcastle quatre & huit semaines aprés la vaccination
au moyen du vaccin combiné du virus de la maladie de Newcastle et de
virus adeno-like.
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i-- Vaccin inactivé combinég préi & l'adminigtratisn sc-
+if au moins contre la maladie de Newcastie et ia chubte de ponte
provoquée.par des virus adeno-like.

5 2.~ Vaccin inactivé combiné suivant la revendication 1,
caractérisé en ce qu'il dérive d'au moins un liquide contenant du
virus adeno-like obtenu par culture d'une souche de virus 127
ayanl subi des passages.

3.~ Vaccin inactivé combiné suivant les revendications 1

10 et 2, caractérisé en ce qu'il contient une phase huileuse conte-
nant. comme constituants essentiels, au moins l'un des consti-—
tuants choisis parmi les huiles minérales paraffiniques légéres
(de qualité satisfaisant aux critéres de la Food a.nd'Drug Admi-
nistration, Etats-Unis d'Amérique), les huiles végétales et les

15 huiles minérales naphténiques et un ou plusieurs agents émulgion-
nants convenables, par exemple des coﬁposés tensio-actifs non io-
niques issus d'oxydes d'alkylére et/ou d'alcools hexahydroxylés
et/ou d'acid.es gras naturels supérieurs (en C10 a 020), comme des
esters et ester—éthers. . ‘

20 4,- Vaccin inactivé conbiné suivant les revendications 1 &
3, caractérisé en ce que le rapport volumique du liquide tamponné
contenant du virus de la mealadie de Newcastle et du liquide tam—
ponné contenant du virus adeno-like peut varier de 3:4 & 5:1 et
est de préférence d’environ 3:2. ‘ '

25 - 9.- Vaccin inactivé combiné suivant les revendications
1 & 4, caractérisé en ce que le rapport volumique de la phase
aqueuse formée par les deux ligquides contenant des virus & la pha-
se huileuse peut varier de 1:1 & 3:7 et est de préférence d’envi-
ron 7:13. ' _

30 . 6.~ Vaccin inactivé combin& suivant les revendications
1 3 5, caractérisé en ce que la phase huileuse contient 2 & 20% en
poids d'un émulsionnant et de préférence 2 & 15% en poids d'Arla-
ce1® A , a'Ariacel® 80 ou de Span 80 ® ot 0,2 & 4 du Tween
80@ . | '

35 . 7.- Procédé de préparation d'un vaccin inactivé combiné
prét & 1'administration actif contre la maladie de Newcastle et
la chute de ponte provoquée par des virus adeno-like, caractérisé
en ce qu'on inactive un liquide contemaut du virus de la maladie
de Newcastle, on 1'homogénbise éventuellement et on 1'ajoute, en

40 méme temps qu'un liquide contenant du virus adeno-like préalable-

CD-CH -MDB- 3 BEL 209%




10

15

20

25

30

35

-
”

sonr dmmebive st Sventuell ement homogénéisé,a une phase huileuse

P -
Vaans -

(9
{0
{2
&)
n
oy
{=de
i
S
3
o
wn
<]
4: ]
%]
@
=]
138
'—l-
4]
'-J
Ui
8
=]
o]
r.l
B
n
[}
{8
o

contenan s, COER
tuants choisis parmi les builes miniweles namgffiniques légeéres
(de qualité satisfaisant aux critéres de la Food and Drug Admi-
nistration, Etats-Unis 4'Amérique), les huiles végétales, les hui-
les minérales naphténiques et un ou plusieurs émulsionnants appro-
priés, par exemple des composés tensio-actifs non ioniques déri-
vant d'oxydes d'alkyléne et/ou d'alcools hexahydroxylés et/ou d'a-
cides gras naturels supérieurs (Clo a 020), comne des esters et
ester-&thers, avec addition sventuelle d'un agent de conservation
i la phase aqueuse. _ " ‘ -

8.- Procédé suivant la revendication 7, caractérisé em
ce qu'on utilise de la p-propiolactone, éventuellement en combi-
naison avec un stabilisant, comme jpactivateur pour le liquide
contenemt du virus de la maladie de Newcastle.

9.~ Procédé suivant la revendication 7, caractérisé en
ce qu'on utilise du formaldéhyde comme inactivateur pour le liqui-
de contenant du virus adeno-like.

10.- Procédé suivant la revendication 8, caractériaé en
ce qu'on utilise la p-propiolactone en concentration de 0,09 &
0,25% en poide (sur la base du poids de la phase aqueuse) dans
le liquide tampomné contenant du virus.

11.- Procédé suivent les revendications 8 & 10, caracté~
risé en ce qu'on exécute 1'incubation & 37°C pendant 1 & 2 heures.

12 .- Procédé swivent la revendication 7, caractérisé en
ce qu'on part d'un liquide contenant du virus de la malsdie de
FNewcastle aysant un titre de 10°°° a 1010'5 doses infectieuses 50
pour 1‘embryon de poulet par ml. .

13.- Procédé suivant la revendication 12, caractérisé em
ce qu'on part d'un liquide contenant du virus de la mealadie de
Newcastle ayant un btitre supérieur ou égal a 1010 doses infectieu—
ses go POUT 1'embryon de poulet per ml. '

1.~ Procédé suivant la revendication 7, caractérisé en
ce qu'on part d'un liquide contenant du virus adeno-like ayant une
activité d'su moins 102 unités d'bémagglutination.

15.- Procédé de préparation d'un liquide de départ conte-
pant du virus adeno-like pour la préparatior &'un vaccin inactivé
combiné prét & 1'edministration suivant les revendications 1 & 6,
caractérisé en ce qu'on cultive un virus adeno-like dans des oeufs
de cane ou damns une culture de cellules, par exemple une culture
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en monocouche dans des bouteilles animées d'un mouvement de rou-
lement: on vne culture de cellules fixées sur des wéhiculos sdl?2ss
inertes, consistant en fibroblastes d’embryon de canard.

16.- Procédé suivant la revendication 15, caractérisé en
ce qu'on forme la culture de cellules en monocouche en mettant
les cellules de départ en suspension dans un milieu de culture
consisiznt er au moins 70 & 90 parties de milieu 4'Fagle,addition-
né éventuellement de 5 & 15 parties de sérum de veau,d'une solu—
tion & 2 - 4% en poids de bicarbonate de sodium &t d¢ L & 5 par-
ties d'une solution ou suspension d'un ou plusieurs antibiotiques
tels que la pénicilline G, la streptomycine et la natamycine, on
sépare le milieu de culture lorsque la culture de cellules est

BT L T T iy L PR R S T I AT A Nt

PRosgae QUL UCTYS, Of ZROCUIT L850 COLlUISS JU Wovel JLTune susplo-
sion du virus, on met les cellules en incubation a 37°C pendant
30 a 120 minutes pour fixer le virus et on y éjc;ute du milieu
d'entretien consistant au moins en milieu d'Eagle additionné de
2 & 10% de sérum de veau, de 2 3 10 parties de bouillon au tryp-
tose phosphate (3 30 g par litre) et de 10 & 20 parties de liquide
amniotique de vache, cutre des autres additifs précités, puis on
recueille les cellules et le milieu contenant le virus 12 a 48 heu-
res aprés manifestation des effets cytopathogénes. .
17 .- Procédé suivant la revendication 19, caractérisé en
ce qu'on utilise la souche de virus 127 ayant subi des passages.
18.- Procédé suivant la revendication 16, caractérisé en
ce qu'on lnocule ja culture de cellules au moyen d'une suspensi6n
de virus adeno-like ayant une activité supérieure ou égale &
30 x 106 doses infectieuses o pour la culturg de tissu par
bouteille de culture animée d'un mouvement de roulement.

19.- Soucke de virus adeno-like 127 ayamt subi des passa-
ges déposée sous le n° 1.0.90 a la Collection de 1'Institut Pas-
teur 4 Paris. ,

20.- Souche de virus de la maladie de Newcastle L/Z 258 P

déposée sous le n° I.0.91 & la Collection de 1'Institut Pasteur a
Paris.

Bruxelles, le 14 septembre 1979
OFFICE XKIRKPATRICX - G.C. PLUCKER.
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Bruxelles, le 14 septembre 1979
P.Pon.de GIST-BROCADES N.V.

OFFICE KIRKPATRICK - G.C. PLUCKER.
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