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La rhinotrachéite infectieuse bovine est une 
~maladie virale, contagieuse, inoculable. cor& 
térisée par de la fièvre, de l’inflammation exsu- 
datiwdes premi&res voies respiratoires et dela 
dyspnée. Cette maladie, très répandue en Amé- 
rique du Nord, a été observée en Allemagne, 
en Nouvelle-Zélande et en Angleterre. En 
Afrique centrale plusieurs foyers ont été obser- 
vés dans la région du lac du Tchad et les souches 
de virus isolées et identifiées par PROVOST et 
BORREDON (1). Nous avons des raisons de 
croire qu’elleexiste aussi en Afrique occidentale, 
puisque dessérums de bowns de Côte-d’lvoirese 
sont révélés, entre nos mains, très positifs au 
test de séroneutrallsation en culture cellulaire. 
Dans les régions où sévit la peste bovine, un 
risque de confusion existe. tout au moins au 
début de l’évolution clinique, puisque I’hyper- 
thermie et le jetage,nasol soni des signes com- 
imuns à ces deux affections. 

chien (GILLESPIE, 1959, cité par MADIN) (8) 
Selon Mc KERCHER (9) la rnultiplicotion VI~& 
avec effet cytopaihogène 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 multiplie pas sur tïbroblasies 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 LIE% (10) ont cultivé ce V!~US ,sur 
cellules testiculaires et rénales de bovin et ont 
observé des corpuscules intranucléaires et intra- 
cytoplasmiques, à l’examen au microscope élec- 
tronique. ‘, ‘, 

Dans ce travail, nous présentons les résultats 
obtenus sur des cellules testiculaires de fœtus de 

mouton, dont l’intérêt, nous semble-t-il, est 
d’avoir permis’l’observation d’tnclusions intra- 
cellulaires particuliéres. 

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 culture a été 
effectuée aussi sur cellules rénales de bovin 
.(SCHWARZ et coll. 1957) (3). sur cellules cancé- 
reuses de souche Hela (CABASSO et coll. 1957) 
,(4) (ORSI et CABASSO, 1958) (5). sur cellules 
rénales de porc (SCHWARZ et coll. 1958) (6), 
sur cellules de I’amnios humain (CHEATHAM et 
CRANDELL 1957) (-7). sur cellules rénales de 

MATÉRIEL ET TECHNIQUES 

1. -Milieux de culture 

Le milieu à base d’hydrolysat de lactalbumlne 
(Difco) (à 0,s p, 100 en solution de Hanks) est 
additionné de 0,5 p. 100 d’extrait de levure 
(Yeast Extract. Difco) de 5 ‘p. ip0 de sérum de 
veau et de 5 p. 100 de sérum dp. mouton Les 
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antibiotiques sont ajoutés à raison de 100 U.de 
pénicilline, de 100 pg de streptomycine et de 
100 U. de Mycostatine par mi de milieu. 

Ce milieu convient pour la croissance des cel- 
lules de première explantation et pour les pre- 
miers passages. Pour les passages ultérieurs (à 
partir du 39 il faut remplacer le sérum de mou- 
ion adulte par du sérum, d’agneau (*). HESS et 
xs collaborateurs (11) ont préconisé le milieu 
d’Eagle-Hanks additionné de 10 p, 100 de sérum 
d’agneau pour la croissance des cellules testi- 
culaires. 

Le milieu d’entretien contient seulement 5 
p, 100 de sérum d’agneau. 

2. - Solution de lrypsine 

C’est la trypsine Difco M1250) à 0,25 p. 100 
en solution de Hanks. LepH estajusté 0 7,5 avec 
une solution de bicarbonate de sodium à 1,4 
p, 100. 

3. - iripiinotioh des teitittiier embryonhdires 
de niahn 

Les testicules prélévés asept,iquemkht sont 
déborrossësde lavtiglnol~ et 8,e I’épi8idyme, puis 
la& avec de la so’lutldn dk Hanks. On incisk 

eriWe I’albbgi*ée dhns le sens du g’rand axe 
kt oh sép&e le tissu iemihifère qui skerd d&iigë 
finkment en peilis Yri&ents. Après 3 law9gës 
avec du Hadks. ces ~norckaux sont mis en s’vs- 
pensio’n dahs 50 ,ml de tiypsink pendant 10 mi- 
nutes b la te’inp’érature du laboratoire. Le sur- 
ndge’ont est jeté kt wmpltxë par 60 ml de tryp- 
sine neuve. La suspension est agitée très dauce- 
m’et pdant deux Kzures 0 370 C. 

On sëpàre pnb d,&mtatirJh la swspensi0n I+I- 
Iwlai’re de,g-ros fragmenfs tissulait+% qui pewemt 
être soumis ù une nouvklle ,tiypsPnotion. Aprks 
une centrifugation 0 1.000 t/m pendant 5 mihufes, 
le culot cellulaire est dosé, remis en suspension 
dans 20 ml de milieu nutritifet soumisà un pipet- 
toge vigoureux. Ori djoute du ‘miliku de culture 
en quantité suffisante pour avoir une suspension 
de cellules à 0,5 p, 100 (v/v) avant la distribution 
en flacons. 

(*) Dans ce fra~01I. nous avons uiilirë ie sérum 
d’agneaux de boucherie agés de 4 à g mois : dans la pro- 
porkn de 10 p. 100 (+/Y). 

l! 

Les cellules de première explantation forment 
une nappe rtigueuse et tourmentée. A partir du 
deuxième passage. elles sont plus régulières. 
constituant un tapis lisse et continu. 

4. -Souches de virus 

Les deux souches de virus de rhlnatrochéite 
Infectieuse bovin& (L.A. E.)et (5,) 45, nousontété 
envoyées par le laboratoire de Farcha (Tchad) (*) 
La première provlent ,du Veterinary Virus Re- 
search ,lnstitute (Corne11 University, Ithoca New 
York) et a été passée S fois sur cellules rénales 
d’embryon de bown. La deuxième provient de 
la coll&ciion du Profeiseur WAGNER, de I’Ecole 
vétérinaire de Hanovre en Allemagne. 

5. - Antisérumr 

Les lapins reçoi+ent par voie intra-velneuse 
1 ml de Culture de virus, 2 fois par semaine 
et pendant 3 semaines. On vérifie au bout de 
la 4e semaine IeJitre du sérum obtenu par ponc- 
tion cardiaque. S’il est satisfawant : on saigne les 
animaux 10 jours hprès la dkrnièrk injection. 

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

6. -Titrage du virus 

La suspe?sion virulkhie esi tii’luëk selbn’ une 
progressioÏi d@ci+nalk dé 10-l ti 1’3-8, dvkc du 
,milieu d’entre%i Les tvbesde’cellulessontYidés 
dk leur onci’en miliku. tZIti y  djbute 0,2 ml de 
chci+k dilution vimlë (5 tubes+ur chhcunle) ëi 
corhthençhnt par la plus forte,d’ilittibn qui ést ‘en 
g*tiérbl 1’O-g /xxx tei’miner h 10-a.’ 

7. - Te9t dë séro-iieutralirotioh 

i’antisérum est dilué à 112. IjlO. IiiO. 1/40 
etc.... a& du mil& d’entretien et mélangé à 
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égales parties avec une suspension viruieite con- 
tenant 100 DICTd par 0.1 ml. Après une incu- 1: 
batlon 0 250 C pendant 1 heure, on distribue 
0.2 ml de ce mélange par tube de cellules préo- 
lablement vidé de l’ancien milieu, 5 tubes pour 
chaque dilution sérique. Un lot témoin est in- 
fecté avec 100 DICT, par tube. Un autre lot ne 
reçoit que du milieu d’entretw Une nouvelle 
incubation à 370 C pendant 1 heure précède la 
distribution de 1 ~1 de milieu d’entretien à tous 
les tubes. La lecture se fait ou 4e et au 5e jour 
d’incubation à 370 C. 

RÉSULTATS 

La culture des cellules testiculaires normales 
montre ou moins deux sortes de cellules ; les 
premières qui sont les plus nombreuses sont de 
taille moyenne (7 çr x 18 p) avec un noyau ovo- 
laire bombé ou allongé. les secondes ont un 
noyau énorme (diamètrè de 25 0 32~) et un 
immense cytoplasme (40 x 96 p). Par la méthode 
de clonage, on peut isoler ces dernières, qui ne 
possèdent pas plusieurs noyaux comme les cel- 
lules géantes. 

La multiplication du virus de lo rhinotrachéite 
infectieuse bovine est positive sur les cellules tes- 
titulaires de fcetus de mouton. L’effet cyiopa- 
thogène. qui débute aux environs de la ving- 
tième heure. est très visible ou bout de quarante 
heures d’incubation à 37oC. L’intédsité et la 
netteté de l’infection dépendent de la concentra- 
tion initialkdevirus. Lasouche RIB(BJ45pousse 
un peu moins rapldement que la souche RIB 
(LAE). Mais ou bout de quelques possoges, elle 
s’adapte aussi bien que la seconde à ces cellules. 

L’effet cytopothogène est visible macrosco- 
piquement ; il se manifeste par la perte de l’as- 
pect transparent et uni du tapis cellulaire qui 
prend un aspect plus ou moins granuleux. Si 
les cellules n’ont regu qu’une faible dose de 
virus, la multiplication de celui-ci se révèle par 
l’apparition de petites tâches blanchâtres fari- 
neuses qui s’agrandissent rapidement pour 
devenir confluentes. 

A l’examen microscopique. on qbserva une 
dislocation du tapis cellulaire avec des lacunes 
et des déchirures plus ou moms grandes et 
plus ou Mons nombreuses selon la sévérité de 
l’infection. Les cellules se rétracknt et s’arron- 

dissent, les unes complètement’tout en conser- 
vant un contour net, les autrfs gardant avec 
leurs voisines des connexions faites de minces 
filaments cytoplasmiques. d’où; I’apparltion de 
chapelets et de grappes cellulaires. Ces cellules 
sont plus réfrIngentes que les normales et de 
plus en plus granuleuses. II existe parfols d’énor- 
mes cellules arrondies provenant des cellules 
normales degrandetatlle. A un stade plus avancé, 
la couche cellulaire se détache par lambeaux, 
entièrement ou en partie. Des cellules isolées ou 
en ‘grappes flottent librement dans le milieu 
liquide ou 4e jour. La dégénérescence s’accen- 
tue et blentôt II n’en reste plus que des vestiges 
informes. (voir figures no 1 et no 2). 

Après coloration à I’hémalun-éosine, les cel- 
lules atteintes pr&entent des noyaux pycno- 
tiques. déformés et fortement basophlles. Cer- 
tans, en se rétractant, sont séparés du cyto- 
plasme por une aréole claire ‘et offrent ainsi 
l’aspect d’une inclusion nucléaire. D’autres pré- 
sentent des imqges de marginaiion de la chro- 
matine ou de caryorexie. Le cytoplasme, plus 
ou rno~ns granuleux, devient une rnosse réfrin- 
gente lorsqu’il se rétro& complètement. Sur un 
certain nombre de cellules qui ont encore leur 
cytoplasme presque intact ou à peine rétracté, on 
voit apparaître des inclusions d’un type particu- 
lier, sorte d’amas arrondis, granuleux. très éosi- 
nophiles et qui se placent ou hasard ou en cou- 
ronne tout autour du noyau (voir figures no 3. 
4 et 5). II n’existe pas d’aréole autour de ces 
éléments qui ne5oni pas apersus sur les cellules 
des lots témoins non infectés ou séro-protégés. 
Par contre on constate sur certaines cellules des 
inclusions intracytoplasmiques 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 à 370, les 
cultures de souches (6,) 45 et LAE sur cellules 
testiculaires ont donné respectivement 10BsB 
DICT,, et 106.8 DICT, par ml. II y  CL de faibles 
voriotlons de titre selon les souches de cellules 
utilisées. 

La réaction de séroneutralisation montre que 
les antisérums de lapins et de bowns protègent 
les cellules contre 1.000 DICT,, ou minimum. 
II existe ur(e séroneutrolisation croisée entre nos 
deux souches de virus. Les sérums de lapins 
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Fig. 3. - Celluler tesficulaires oyines infectée5 par virus RIB : 
noyau pycnolique et inclurions in+rocy+oplosmiques (hémalun-ksine) 

Microrcope Zeisr. obj. Neofluor 16/0,40, O~UI., Kpl. 8 X 
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Fig. 5. - Cellule testiculaire ovine infectée par YIWI RIB ; inclusions introcytaplosmiques 
(hhalun-éosine) Microsrope Leirs, obj. N&fluar 40/0,75, O~UI. Kpl B x 

inoculés avec une culture de cellules normales e+ la culture d’un grand nombre de VI~~S notam- 
les sérums de bovins normaux n’ont aucun pou- ment ceux de la fièvre aphteuse. de la stomatite 
voir protecteur vis-à-vis de ce virus. vésiculaire, de la « lumpy skin diseasex et 

COMMENTAIRES 

La possibilité de cultiver le VITUS de la rhino- 
trachéite infectieuse bovine sur des cellules testi- 
culaires d’embryon de mouton 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 saprophytes au 
niveau de cetorgane(par rapport au rein) nous 
incitent à ne pas la négliger. Sur les cellules tes- 
titulaires d’agneau, PRYDIE ,et COAKLEY (11) 
ont réussi à cultiver le virus de la « Lumpy skin 
dlseose ». CILLI (12) le virus du fibrome de 
Shope et celui de la clavelée. HE%, MAY et 
PATTY (13) ont effectué sur ces mêmes cellules 

celui de /a peste porcine africaine déjà passée 
sur cultures cellulaires. Nos résultats complètent 
donc ceux de ces auteurs et contribuent à mon- 
trer l’intérêt de ce 110uveau type de cellules. 

La faculté d’un virus de se multiplier sur cer- 
tains types de cellul’es peut constituer un ensemble 
de caractères facllltant son identification et une 
&ude 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’incomplète. 
des cellules supportant la multiplication des virus 
des animaux. Un tableau 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. 
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RESUMEN 

Lo multiplicaci6n del virus de la rinolroqueitts tnfecciora bovlna puede 
ekduorre sobre célulos testiculares del embribn de oveja, cultivadar rn vifro. 
en media a base de hldrolisado de iactoolbùmina con un agregado de suero de 
cordero o de ternero Al cabo de 20 0 40 haros de incubacibn a 37O : C. elle se 
mandkta par un ekclo ciiopot6gena. Se ban observado grandes inclusiones de 

eorinbfitor de un tipa patiicular en el ciloplama de un cierto n0merc de células 
lerionadas. Los células seroprotegidos permanecen normales. 
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