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Culture du virus de la Rhinotrachéite infectieuse
des bovins sur les cellules testiculaires

d’embryon

de mouton

par NGUYEN BA-YY et P. PERREAU

RESUME

La multiplication du'virus de la rhinotrachéite infechieuse bovine peut s'effec-
tuer sur des caliules testiculaires d'embryon de moutan, cultivées in vitro en
milieu & base d'hydrolysat de lacialbumine additionné de sérum d’agneau et de
veau. Elle se manifeste par un effet cytopathogéne au bout de vingt a quaranie
heures d'incubation & 37¢C. De grosses inclusions éosinophiles d'un type par-
ticulier ont été abservées dans le cytoplasme d'un certain nombre de cellules
atteintes. Les cellules séroprotégées.restent normales.

La rhinotrachéite infectieuse bovine est une
‘maladie virale, contagieuse, inoculeble, carac-
térisée par de la figvre, de I'inflammation exsu-
dative des premiéres voies respiratoires el dela
dyspnée. Cette maladie, trés répandue en Ame-
rigue du Nord, a été observée en Allemagne,
en MNouvelle-Zélande et en Angleterre. En
Afrique centrale plusieurs foyers ont été abser-
vés dans la région du lac du Tchad ef les souches
de virus isolées et identifies par PROVOST et
BORREDON (1). MNous avons des raisons de
croire qu'elle existe aussien Afrique occidentale,
puisque dessérums de bovins de Céte-d'lvoirese
sont révélés, entre nos mains, trés positifs au
test de séroneuvtralisation en culture cellulaire.
Dans les régions ol sévit la peste bovine, un
risque de confusion existe, tout av moins au
début de I'évolution clinique, puisque I'hyper-
thermie et le jetage,nasal sont des signes com-
muns 4 ces deux affecfions.

Le virus a été isolé en 1956 et cultivé sur cel-
lules rénales d’embryon de bovin par MADIN,
YORK et Mc KERCHER (2). La culiure q éie
effectuée aqussi sur cellules rénales de bovin
{SCHWARZ et coll. 1957} (3), sur cellules cancé-
reuses de souche Hela (CABASSO et coll. 1957)
(4) (ORS| et CABASSO, 1958) (5), sur cellules
rénales de porc (SCHWARZ et coll. 1958) (8),
sur cellules de I'amnios hurnain (CHEATHAM ef
CRANDELL 1957) (7}, sur cellules rénales de

chien (GILLESPIE, 1959, cité par MADIN) (8)
Selon Mc KERCHER (9) la multiplication virale
avec effet cytopathogéne peut se faire aussi
sur cellules rénales de caprin, d'ovin, d'équin,
sur cellules testiculaires de lapin, et sur cellules
de ganglions lymphatiques de bovin. Ce virus ne
se muliiplie pas sur fibroblastes d'embryon de
poulet, sur cerveau de souris ou sur cellules
rénales de cobaye, de souris et de singe (MADIN
1958, cité par Mc KERCHER) (9). En 1961,
KNOCKE et LIESS (10) ont cultivé ce virus sur
cellules festiculaires et rénales de bovin et ont
observé des corpuscules infranucléaires et intra-
cyioplasmiques: & I'examen au microscope élec-
tronique. ‘ ‘

Dans ce travail, nous présentons les résultats

_obtenus sur des cellules testiculaires de feetus de

mouton, dont ['intérét, nous semble-t«il, est
d'avoir permis 1'observation d'inclusions intra-
cellulaires parficuliéres. :

MATERIEL ET TECHNIQUES

|. — Milieux de culture

Le mitieu & base d'hydrolysat de lactalbumine
(Difco) (2 0,5 p. 100 en solution de Hanks) est
additionné de 0,5 p. 100 d'extrait de levure
(Yeast Extract, Difco) de 5 p. 100 de sérum de
veau et de 5 p. 100 de sérum de. mouton Les
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antibictiques sont ajoutés & raison de 100 U.de
pénicilline, de 100 pg de streptomycine ei de
100 U. de Mycostatine par m! de milieu.

Ce milieu convient pour la croissance des cel-
lules de premizre explantation et pour les pre-
miers passages. Pour les passages ultérieurs (&
partir du 3} il faut remplacer le sérum de mou-
ton adulte par du sérum d'agneau (*}. HESS et
ses collaborateurs (11) ont préconisé le milieu
d'Eagle-Hanks additionné de 10 p. 100 de sérum
d'agneau pour la croissance des celiules testi-
culaires. ‘

Le milieu d'entretien contient seulement 5
p. 100 de sérum d’agneal.

2, — Solution de irypsine

C'est la trypsine Difco (1/250) @ 0,25 p. 100
en solution de Hanks. Le pH estajusté a 7,5 avec
une solution de bicarbonate de sodium a 1,4
p. 100.

3. — Trypsination des testiciles embryonndires
de mduten

Les festicules prélévés aseptiquemeht sont
débarrassés de la vaginale et de I'épididyme, puis
lavés avec de la selutidh de Harks., On incise
ensvite 'albuginée dans le sens du grand axe
et on sépdre le tissu seminifére qui serd décaupé
finement en petifs fragments. Aprés 3 lavages
avec du Hariks, ces morceaux sont mis en sus-
pension dans 50 ml de trypsine pendant 10 ri-

nutes & la fempérature du laboratoire. Le sur-

nageant est jeté gf remiplacé par 60 mi de tryp-
sine neuve. La suspension est agitée frés doute-
ment peadant deux héures a 370 C,

On sépare par décantation la suspensign cel-
julaire de gros fragrhents tissulaires qui peuvent
&tre sourhis & une nouvelle trypsination, Aprés
une centrifugation & 1,000 t/m pendant 5 minutes,
le culot cellulaire est dosé, remis en suspension
dans 20 ml de milieu nutritifet soumis & un pipet-
tage vigoureux. On djoute du milieu de culiure
en guantité suffisante pour avoir une suspension
de cellules & 0,5 p, 100 {v/v} avant la distribution
en flacohs,

(*) Dans ce traval, nous avons Ulilisé le sérum
d'agneaux de boucherie Agés de 4 4 & mois ; dans la pro-
portion de 10 p. 100 (¥/v).
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Les cellules de premiére explantation forment
une nappe rugueuse ef tourmentée. A partir du
deuxiéme passage, elles sont plus réguliéres,
consfituant un tapis lisse et continu,

4, — Souches de virus

Les deux souches de virus de rhinotrachéite
infectieuse bovine (L.A.E) et (By) 45, nousontété
envoyées par le laboratoire de Farcha (Tchad) (*)
La premiére provient du Veterinary Virus Re-
search Institute (Cornell University, Ithaca New
York) et a été passée 5 fois sur ceflules rénales
d'embryon de bovin, La deuxiéme provient de
la collection du Professeur WAGNER, de I'Ecole
vétérinaire de Hanovre en Allemagne.

5, — Antisérums

Les lapins regoivent par voie intra-veineuse
1 mi de cultture de virus, 2 fois par semaine
et pendant 3 semaines. On vérifie au bout de
la 4¢ semaine le fitre du sérum obtenu par ponc-
tion cardiaque. 5'il est satisfaisant ; on saigne les
animaux 10 jours aprés la dernigre injection.

Deux antisérums de bovins convalescents nous
ont été envoyés du Tchad.

6. — Titrage du virus

La suspension virulente est diluée selon une
progression décimale de 10-1 4 108, dvec du
milieu d’entrefien. Les tubes de cellules sondeés
de leur ancien milicu. O y djoute 0,2 ml de
chdgue dilution virale (5 tubes pour chacune) en
comtnencant par la plus forte dilution qui est en
gérnéral 10-* pour terminer & 10-2,

Aprés unelincubatioh 4 370 C pendant 1 Hedre,
chaque tube' recoit 1 ml de milied d'éntrehien,

Yainsi ‘que les 5 tubes témoins. La lecture sé fait

au 4¢ et 5e jour d’incubation & 37°, par la re-
chérchié du pouvoir tytopathdgene. La duose
infectante 50 p. 100 (DICT;;) €5t calculée selon
la méthode de REED et MUENCH.

7. — Test de séro-neutralisation

L'antisérum est dilué & 1/2, 1/10, 1/20, 1/40,
etc..., avec du miliev d'entretien et mélangé a
‘ |
{(*) ™ous fenons a exprimer nos vifs remerciements &
,notre confrére A. Provesi qui nous a fourni ces souches ;
elles sont ufilisées au ldboraioire de Farcha comme
souches de référenice,
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égales parlies avec une suspension virulente con-
tenant 100 DICT,, par 0,% mi. Aprés une incu-
bation a 250 C pendant 1 heure, on distribue
0,2 ml de ce mélange par tube de cellules préa-
lablement vidé de I"ancien milieu, 5 tubes pour
chaque dilution sérique. Un lot témoain est in-
fecté avec 100 DICT,, par tube. Un autre lot ne
regoit que du milieu d’entrehen, Une nouvelle
incubation a 370 C pendant 1 heure précéde la
distribution de 1 ml1 de milieu d’entretien a tous
les tubes. La lecture se fait au 48 et qu 58 jour
d’incubation a 370 C,

RESULTATS

La culture des cellules testiculaires normales
montre au moins deux sortes de cellules ; les
premiéres qui sonf les plus nombreuses sont de
taille moyenne (7 ¢ X 18 p) avec un noyau ove-
laire bembé ou allongé, les secondes ont un
noyau énorme (diamétré de 25 a 32u) et un
immense cytoplasme (40 x 96 p). Par la méthode
de clonage, on peut isolar ces derniéres, qui ne
possedent pas plusieurs noyaux comme les cel-
lules géantes.

La multiplication du virus de lg rhinotrachéite
infectieuse bovine est positive sur les cellules tes-
ticulaires de fcetus de mouton. L'effet cytopa-
thogéne, qui débute aux environs de la ving-
tiéme heure, est trés visible au bout de querante
heures d'incvbation a 370 C. L'intensité et la
netteté de |'infeciion dépendent de la concentra-
tion initiale de virus. La souche RIB {B,) 45 pousse
un peu moins rapidement que la souche RIB
(LAE). Mais au bout de quelques passages, elle
s'adapte aussi bien que la seconde a ces cellules.

L'effet cytopathogéne est visible macresco-
piguement ; il se manifeste par la perfe de |'as-
pect transparent et uni du tapis celiulaire qui
prend un aspect plus ou moins granuleux. Si
les cellules n'ont requ qu'une faible dose de
virus, la multiplication de celui-ci se révéle par
I'apparition de petites tdches blanchatres fari-
nedses qui s'agrandissent rapidement pour
devenir confluentes.

A I'examen microscopique, on gbserve une
dislocation du tapis cellulaire avec des lacunes
et des déchirures plus ou moins grandes et

plus ou moins nombreusas selon la sévérité de |
| deux sauches de virus. Les sérums de lapins

'infection. Les cellules se réfractent et s’'arron-

dissent, les unes complétement tout en conser-
vant un contaur net, les uu‘rre%s gardanT avec
leurs voisines des connexions faifes de minces
filaments cytoplasmiques, d’o0; |'apparition de
chapelets et de grappes cellulaires, Ces cellules
sont plus réfringentes que les normales et de
plus en plus granuleuses. Il existe parfois d'énor-
mes cellules arrondies provenant des cellules
normales degrande tatlle. A un stade plus avancg,
la couche cellulaire se détache par lambeausx,
entigrement ou en partie. Des cellules isclées ou
en ‘grappes flottent librement dans le milieu
liquide au 4 jaur. La dégénérescence s'accen-
fue el bientdt it n'en reste plus que des vestiges
informes. (voir figures no 1 et no 2),

Aprés coloration & I'hémalun-éosing, les cel-
lules atteintes présentent des noyaux pycno-
tiques, déformés et fortement basophiles. Cer-
tains, en se rétraciant, sont séparés du cyto-
plasme par une aréole claire ‘et offrent ainsi
I'aspect d'une inclusion nucléaire. D'autres pré-
sentent des images de margination de la chro-
matine ou de caryorexie. Le cytoplasme, plus
ou moins granuleux, devient une masse réfrin-
gente lorsqu'il se rétracte complétement. Surun
certain nombre de cellules qui ont encore leur
cytoplasme presque intact ou & peine rétracté, on
voit apparaifre des inclusions d'un type particu-
lier, sorte d'amas arrondis, granuleux, trés éosi-
nophiles et qui se placent au hasard ou en cou-
ronne tout autour du noyau (voir figures n? 3,
4 et 5). Il n'existe pas d'aréole autour de ces
éléments qui ne sont pas apergus sur les cellules
des lots témoins non infectés ou séro-protégés,
Par contre on constate sur cerfaines cellules des
inclusions infracytoplasmiques avec une aréole
bien nette, mais qui sont peu éosinophiles et
existent aussi bien dans les lots infectés que dans
les témoins.

Au bout de 72 heures d'incubation a 372, les
cultures de souches (B,) 45 et LAE sur cellules
testiculaires ont donné respeciivement 1084
DICT,, et 1082 DICT,, par ml. Il y a de faibles
variahons de fitre selon les souches de cellules
utilisées.

La réaction de séroneutralisation montre que
les antisérums de lapins et de bovins protegent
les cellules contre 1.000 DICTy au minimum,
[l existe une séronevtralisation croisée entre nos
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Fig. 1. — Cellules testiculaires ovines infectées par virus RIB (sans coloration
Microscope Zeiss, abj. 10/0,22, ocul Kpi 8 x

Fig. 2. — Cellule festiculaire ovine infectée par virus RIB
' cytoplasme rétracté ef noyau pycnotigue (hémalun-éosine)
Microscope Zeiss, obj. Plan 100/1,25, ocul. Kpl 8 x
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Fig. 3. — Cellules tesiiculaires ovines infectées par virus RIB ;
noyau pycnatique el inclusions intracytoplasmiques (hémalun-éosine)
Microscope Zeiss, obj. Neofluar 16/0,40, ocul Kpl. 8 X

Fig. 4. — Cellule testiculaire ovine infectée par virus RIB ;
noyau pycnofique, inclusions intracyloplasmiques (hémalun-éosine}
Microscope Zeiss, obj. Plan 100/1,25, ocul. Kpl & x
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Fig. 5. — Cellule testiculaire ovine infectée par virus RIB ; inclusions intracyteplasmigues
(hémalun-éosine) Micrascope Zeiss, obj. Néafluar 40/0,75, ocul. Kpl § x

inoculés avec une culture de cellules normales et
les sérums de bovins normaux n'ont avcun pou-
voir profecteur vis-d-vis de ce virus.

COMMENTAIRES

La possibilité de cultiver le virus de la rhino-
trachéite infectieuse bovine sur des cellules festi-
culaires d'embryon de mauton nous offre une
nouvelle source de tissu dont la facilité de tryp-
sination, le haut rendement en cellules, le risque
réduit de présence de germes saprophyles au
niveau de cetcergane (par rapport au rein) nous
incitent & ne pas la négliger. Sur les cellules tes-
ticulaires d'agneau, PRYDIE et COAKLEY (11)
ont réussi a cultiver le virus de la « Lumpy skin
disease », CILLI (12) le virus du fibrome de
Shope et celui de la clavelde. HESS, MAY et
PATTY (13) ont effectué sur ces mémes cellules

la culture d'un grand nombre de virus notam-
ment ceux de la figvre aphteuse, de la stomatite
vésiculaire, de la «lumpy skin disease» et
celui de fa peste porcine africaine déja passée
sur cultures cellulaires, Nos résultats complétent
donc ceux de ces auteurs et contribuent @ mon-
frer l'intérét de ce nouveau type de cellules.

La faculte d'un virus de se multiplier sur cer-
tains types de cellules peut constituer un ensemble
de caractéres facilitant son identification et une
étude détaillée .de la- multiplication de chaque
virus sur des souches diverses de cellules est
donc souhaitable. MADIN (8) a fait un travail
méritoire en dressant la liste, quoiqu'incempléte,
des cellules supporfant la multiplication des virus
des animaux. Untableau d’ensemble concernant
un plus grand nombre de cellules avec des
détails sur leurs lésions respectives nous per-
mettra la différenciation d'un certain nombre
d'entre eux.

SUMMARY

Culture of the Infectious bovine Rhinotracheitis
on sheep embryo testicle cells,

The multiplicahen of the Infectious bavine Rhinotracheitis has been obigined
an embryo sheap tasticlg cells cuitivated in a medium prepared wilh lactalbumin
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hydrolysal in Hanks' buffered saline solubion, added of lamb and calf serum.
The cylopathic effect was produced after a incubation of twenty to forly hours,
at 370 C. Large eosinophilic inclusians of a particular 1ype were observed in the
cylaplasma of a few number of affected cells. The seroprotected cells remained
normal.

RESUME N

Cultivo del virus de la rinotragueitis infecciosa de los bovinos
sobre las celulas festiculares del embrion de oveja

La rmultiplicacién del virus de la rinotraqueitis infecciosa bovina puede
efectuarse sabre células iesticulares del embridn de ovejs, cultivadas m vitro,
en medio a base de hidrolisado de lactoalbiimina con un agregado de svero de
cordero o de fernero Al cabo de 20 4 40 horas de incubacion a 379 : C, ella se
manifiesia por un efeclo cilopatbgeno. Se han observado grandes inclusiones de
eosindfilos de un tipo particular en el citoplama de un cierto nimero de células
lesionadas. L.as células seroprotegidas permanecen narmales.
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