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Utilisation des cellules KB

pour le diagnostic de la maladie de Newcastle

et le titrage du virus *
Par . RAMISSE, H. SERRES, E. RAKOTONDRAMARY

RESUME

Mous avons éludié le comportement du virus de Newcastle sur les cellules
KB. Le virus produit un effet cylopathogéne marqué abouhissant & la lyse des cel-
lules. Le test d"hémadsorption est positif avec [es hématies de poule. Le liguide sur-
nageant de centrifugation des cultures infectées est faiblement hémagglutinant.
Par la technique d'immuno-fluorescence, I"antigéne viral apparait surtout dans
le cytaplasme cellulaire. Le virus du 18T passage sur KB esi vaccinant,

Les virus sauvages peuvent &ire isolés ef caractérisés dans les cultures de KB.
Ceci permet un diagnostic facile et assez rapide de la maladie.

Les jitrages de virulence des organes de poulets Tnoculés montrent gue la
rate ef le poumon sont trés riches en virus. Quelques organes contiennent du
virus décelable d&s 24 heures aprés I"inocuiation.

L'utilisation des cellules KB dans e fitrage des virus de Newcastle fait
apparaitre des résultats assez proches de ceux oblenus sur embryons. Les

cellules ont une sensibilité plus homegéne que les embryens.

Le diagnostic de la maladie de MNewcastle
n'est pas foujours facile, ni commode. Sur le
cadavre les lésions sont de moins en moins
pathognomoniques. La réaction d'l. H. A qui
donne des résultats significatifs ne peut pas étre
employée dans les cas ou les aniécédents sent
mal connus, ou bien sl s’agit d'une évolution
suraigué, ou si les animaux ont été vaccinés,
Le recours a l'incculation nécessite d’avoir en
permanence d sa disposition des poulets neufs
ou des embryons sensibles. L'inocutation a des
poulets implique un 1solement rigoureux des
sujets inoculés. |l ne faur pas que les inoculés
aient pu se contaminer au préalable, ni qu'ils

* N. . L. R. Nous reproduisons « inextenso» [’article
original de J. RAMISSE et collaborateurs déjd paru
dans le tome XXII, n® 2, mais qu'une erreur de mise en
pages avait rendu inintelligible.
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puissent mutuellement se contaminer qu cas oU
plusieurs diagnostics sont en cours en mé&me
femps. Ces exigences rendent plus incommodes
I'inoculation aux poulets comme méthode de
diagnostic.

Par dilleurs le titrage des virus qui se fait
d'ordinaire sur embryons nécessite un assez
grand nombre d'embryons qu'il n'est pas tou-
jours facile de se procurer. De plus dans une
série d'embryons, certains peuvent &fre maoins
sensibles, car ils sont protégés par des anticorps
passifs provenant de la pondeuvse vaccinée. Les
résultats des titrages sont alors modifiés par
I'hétérogénéité des embryons.

Il est permis de penser, par contre, que |'iso-
lement ou le titrage du virus de Newcastle
sur des cellules en culture peut dans une certaine
mesure pallier les inconvénients des techniques
précédentes. |l est connu que le virus de New-
castle cultive bien sur fibroblastes de poulet
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(PEREIRA, 1954 ; MASON, 1953) sur les cellules
HELA (TYRRELL, 1955}, sur les cellules Hep 2
(GELENGZEI et Coll), sur les cellules rénales
de singe (CHANOCK, 1955), de porc (SHIMIZU,
1957), de bovin (BANKGWSKI, 1957 ; PROVOST,
1%62), de lapin (BANKOWSKI, 1958).

Les cellules de souche ou de lignée présentent
pour le diagnostic un avantage sur les cellules
de premigre explantanion, On peut en disposer
en permanence, et leur entretien est trés facile
et peu colteux,

En 1962 PIGOURY, MICHEL et CHABASSCL
ont montré un pouveoir pathoggne du virus de
Newcasfle pour les cellules de la souche KB,

MNous avens pensé qu'il serait peut-étre pos-
sible d'employer ce systéme cellulaire pour les
diagnostics et les tifrages.

Nous avons étudié les propriétés du virus
de Newcastle multiphié sur les cellules KB
effet cytopathogéne, hémadsorption, hémagglu-
tination, immunofluorescence, pouvoir immuno-
géne. A partir de prélévements peur diagnostic,
nous avons inoculé simultanément des poulets
neufs et des cellules KB et nous avons comparé
les résultats. Nous avons essayé ensvite de loca-
liser le virus dans I'organisme incculé (fitrage
du virus dans les organes, délai d'apparition
aprés I'inoculation). Enfin nous avens fitré paral-
l&lement diverses souches de virus sur embryons
et sur cellule KB,

MATERIEL ET METHODES

1¢ Systéme cellulaire :

Les cellules KB nous oni &€ fournies par
I'Institut Pasteur de Tananarive, Nous les cul-
tivons en boftes de Jouan ef en tubes de 16/160.
Le milieu de culture est du Earle-hydrolysat
de caséine supplémenté avec du Yeast exfract
(0.5 p. 100) et du sérum de veau (10 p. 100).
Le pH du milieu est de 7,3-7,4.

Les cellules sont passées une fois par semaine
en les traitant par le verséne (sans trypsine).
Leur muliiplication est frés rapide, la nappe est
compléte en 48 heures, L'entretien de ces cel-
lules est trés facile ! elles sont peu fragiles, et
I'on peut les congeler et les conserver en toute
sécurité au congélateur (— 75 °C), soit avec de la
glycérine ou du diméthyl-sulfoxyde (& 10 p. 100).
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20 Virus de Newecastle :

MNous avens travaillé avec des virus sauvages
plus ou moins pathogénes provenant de cadavres
de poulets amenés au Service de Diagnostics,
ou avec des virus enfrefenus sur embryons de
poulet : virus-vaccin avirulent ou virus patho-
génes. Les virus entretenus sur embryons sont
conservés congelés ou lyophtlisés. lls ont été
tifrés par inoculation & 'embryon de poulet
et par hémagglutination.

30 Les embryons de poulef :

lls sont Agés de 9 jours. Les ceufs provien-
nent de pondeuses vaccinées avec du vaccin
vivant,

40 |noculation des poulets, des embryons et des
cellules :

— Virus entretenu sur embryons. Le liquide allan-
toidien infecté est inoculé aux poulets par voie
sous-cutanée : 1 ml de virus pur, soit enviren
108 DMM. Les symptémes et la mortalité sur-
viennent 3 ou 4 jours aprés. Pour l'inoculation
aux embryons, le virus est dilué au 1/3 dans
une solution d'antibiotiques (Pénicilline : 500 U/ml
— Streptomycine : 500{ug/ml}, et I'on injecte
0,4 ml par voie allantoidienne. Les embryons
inoculés sont incubés & 37 °C, On note, au mirage,
la mortalité en 48 heures et 72 heures. On
ouvre les ceufs contenant les embryons morfs,
pour vérifler la présence des lésions. Une reac-
tion d’hémagglufination est pratiquée sur du
liguide allantoidien. Pour inoculer les cellules KB,
le virus est dilué dans la solution de HANKS de
10-% & 10725, On rejefte le milieu de croissance
des tubes, et pour chaque dilution, on inocule
1 ml par tube (3 ou 4 fubes par dilution de
virus). L'adsorption se fait pendant 2 heures 4
la température du Laboratoire, puis on élimine
I'inoculum, et I'on introduit le milieu d'entre-
tien qui est analegue av milieu de croissance.
L'incubation est faite 4 37 oC pendant plusieurs
jours. Au 3¢ jour, si les cellules ne sont pas
lysées, le milieu est renouvelé. Chaque jour, on
note |'effet cytopathogéne et sur les cultures
positives I'on compléte par un test d’hémadsorp-
tion avec des hémafles de poule lavées.

— Pour les virus sauvages, on préléve sur les
cadavres les organes : poumons, rate, fole, reins,
cerveau et éventuellement le caillot sanguin du
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cceur. Si I'on recherche le virus dans un but de
diagnostic, on découpe des fragments de ces
organes que I'on mélange. On pése I'ensemble
et on immerge ces fragments dans une solution
concentrée d'antibiotiques (Pénicilline 500 U/ml,
Streptomycine 500/ug/ml) et de Mycostatine
(500 ufml) pendant 10 minutes environ. On
refire la solution d'antibiotiques, on broie en
présence de sable stérile, puis l'on djoute la
solution de HANKS pour avoir une suspension
au 1/10e, Le surnageant de centrifugation cons-
titue Iinoculum. On nocule 1 m} aux poulets,
0,1 ml aux embryons ef 1 ml aux cellules. S!
I'an désire rechercher et titrer le virus dans les
divers organes, on broie de la méme fagon
chaque organe séparément. Les diiutions de
10-1 & 1010 sont faites en solution de HANKS,
Pour la recherche du virus dans le sang, on
hémolyse le sang au congélateur et on e dilue
au 1/108 {ou plus) dans la solution de HANKS.

Les résultats sont natés comme pour le virus
de collection.

Be Techniques d’hémagglutination et d’hémad-
sorpiion :

La technique d'hémagglutination est décrite
dans une publication antérieure (RAMISSE et
Coll. 1967). Elle s'applique également aux cul-
jures cellulaires infectées et centrifugées,

L'hémadsarption est pratiquée avec des héma-
ties de poule sélectionnées comme étant hérmag-
glutinables par le virus de Newcastle. On
lave les hématies plusieurs fais en eau physiolo-
gique tamponnée a pH 7, et l'on prépare une
suspension @ €,5 p. 100 en solution de HAMNKS.
On rejeite le milieu d’entretien des cellules infec-
iées et 'on introduit environ 1 ml par tube de la
suspension d'hématies. Aprés 5 ou 10 minutes,
on lave plusieurs fois avec la solution de HANKS
pour éliminer les hematies non fixées. On opere
de méme avec une culture cellulaire #moin non
infeciée. Les cultures sont examinées au micro-
scope inversé. Nous avons également fixe avec
du Bouin des cultures cellulaires ayant adsorbé
des hématies, et nous les avons colorées a I'héma-
teine-éosine pour les photographier,

6o Technique d'immunoflvorescence ;

MNous avons caraciérisé I'onfigéne viral dans
les cellules KB infectées en les traitant avec des

|
i

globulines anti-Newcastle conjuguées a l'isothio-
cyanate de Fluoresceine,

Production ef conjugaison des globulines,

Mous avons immunisé des poulets avec du
liquide allantoidien infecté mélangé & de I'adju-
vant de FREUND, Le titre I. H. A. du mélange
des sérums de poulet était, en fin d'immunisation,
de 1/32.768. Nous avons fractionné le pool de
sérums au sulfate d'ammonium & 1/2 saturation.
La sclution de globulines ramenée av volume
du sérum et dialysée conserve encore un fifre
inhibiteur de I'hémagglutination de 1/32.768. La
concenfration des globulines (Biuref) est de
15 mg/ml.

La conjugaison au fluorochrame est faite 4 4¢
et a 'obscurité pendant 18 heures en présence
de tampon carbonate a pH 9,5, Le rapport du
poids de fluorochrome au poids des globulines
est de 1/508. Le conjugué est ensuite fractionné
sur.une colonne de Sephadex G 50, La premiére
fraction, correspondant aux globulines conju-
guées, présente un fitre inhibiteur de I'hémag-
glutination de 1/16.384. Cefte fraction a un
volume a peu prés égal a celur du sérum inifial.

Le conjugué est conservé merthiolaté, a 4 4o
et a |'obscurité.

Fixation, coloration, montage et examen des cel-
lules,

Les cellules cultivées sur lamelles, inoculées
ou non, sont fixées, aprés 48 hevres d'incubation,
a 'acéione @ — 300, On les rince ensuite plu-
sieurs fois dans une soluiion physiologique tam-
ponnée (PBS), puis on les recouvre avec le
conjugué pur ou dilué. On laisse agir 1 heure
a 37, On lave ensuite abondamment avec du
PBS et I'on appligue un colorant de contraste
(Bleu de méthyléne auv 1/1.000%). Aprés rincage,
les lamelles sont montées avec de la glycérine
tamponnée (pH 7,8). Nous les examincns en
lumiére ultraviolette (équipement classique).

79 Etude du pouvvolr immunogéne :

Avec le virus du 1er passage sur cellules KB
nous davons vacciné par voie sous-cutanée (1 ml),
4 lots de 4 poulets : virus pur et dilué a 10-1,
10-2, 1072, Les pouleis ont €té éprouvés 7 jours
plus tard, ansi que 2 témoins.
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RESULTATS OBTENUS

A. — Comportement des virus de Newcastle
sur cellules KB

10 Effet cytopathogéne :

Le délai d’appantion de cet effet est foncticen
de lu dilution du virus, Jusqu'a 10-% 1073, e
virus lyse complétement ou partieflement la
nappe en 48 heures. Aux dilutions supérieures,
{"effet Iytique ne se manifeste qu'au 38 au 4e jour.

Si les cellules sont incubées assez longtemps: -

I'effet lytique s'accentus dans les tubes positifs,
et toute la nappe est afteinte. Au début, des
flots de cellules arrondies plus foncées se forment
ayv sein de la couche cellulaire. Ces amas gros-
sissent, et autour la nappe cellulaire se disloque.
Des cellules se détachent et flottent dans le
milieu. Au bout de 48 heures, ou 3 jours, presque
toutes les cellules sont arrondies, groupées en
amas encore fixés sur le verre, ou flottant dans
le milieu,

A l'examen des lamelles infectées colorées a
I'hématéine-éosine, on remarque, en plus des
agglomérats de cellules lysées, une pycnose des
NOYGUX.

Toutes les souches gue naus avons examinées
jusqu'ici ont manifesté un effet cytopathogéne
sur les cellules KB. Au centraire sur fibrobiastes
de poulet, certaines ne sont pas cytopathogénes,
cu ne le deviennent qu'aprés 2 ou 3 passages.
De plus la lyse des fibroblasfes peut &tre tardive,
et alors les cellules témoins non infectées peuvent
présenter une dégénérescence non spécifique qui
rend difficile le diagnostic. Les cellules KB, par
contre, se maintiennant suffisamment longtemps
{10 a 12 jours), a condition de rencuveler le
milieu, pocur permettre la mise en évidence d'un
effet cytopathogéne lent. Signalons que I'effet
lytique est plus rapide et plus marqué avec le
milieu Earle-hydrolysat de caséine supplémenté
avec 10 p. 100 de sérum de veau qu'avec le
milieu 199 enrichi de 5 p, 100 de sérum de
moUton,

20 Hémagglutination - Hémadsorption :

Les hématies fraiches de poule sont agglu-
finées par fe surnageant de cultures celluldires
KB infectées ef lysées. Le surnageant
témoin provenant de cultures non infectées

hémaggiuiine au maximum au 1/8e. Les cultures
infectées hémagglutinent av 1/32e, au 1/44# sui-
vant les souches virales. Le fitre est assez faible,
comparalivement aux titres des mémes virus
cultivés sur embryons de poulet (de 1/256¢
a 1/2.048).

L'hémadsorption est trés netie {photo no 3).

Les hématies restent solidement fixées sur les
cellules, malgré de multiples lavages, alors que
les cultures-témoins n'en fixent pas. Mais 4 la
fempérature du laboraloire, au bout de 20
& 30 minutes, les hématies se détachent. Nous
n‘avons que trés rarement cbservé des images
en roseftes. Toutes les souches examinges (de
collection ou de diagnoshes) se sont montrées
hémadsorbantes. Ce test permet de vérifier
l'identité du virus lorsqu'il s'agit d'un diwa-
gnoshic,

3¢ Immunofluorescence :

MNous n'avons pas recherché l'apparition de
ia fluorescence en fonction du temps d'incuba-
tion. La fluorescence est trés infense au 2@
ou 3® Jjour aprés l'inoculafion lorsque environ
50 p. 100 des cellules sont lysées. Pour avoir un
confraste net entre les lames infectées et les
lames témaoins, il est utile de surcolorer au Bleu
de méthyléne a 1 p. 1.000 sinen la fluorescence
de fond des cellules demeure trop importante,
Avec le bleu de méthyléne comme colerant de
contraste [l y « disparition presque compléte
de la fluorescence de fond non spécifique. La
fluprescence est suriout localisée au cytoplasme
cellulaire, le noyau formant une tache cenfrale
arrondie plus sombre. Dans certaines cellules
on distingue un anneau périnucléaire granuleux
fluorescent,

Si les lames sont conservées a 4 9C, a I'obscu-
rité, la fluorescence persiste plusieurs semaines,
tout en s'afténuant légérement.

Les cellules KB inoculées avec d'autres virus
(Teschen, peste porcine) et colorées avec le
conjugué anti-Newcastle n'apparaissent pas fluo-
rescentes.

De plus 51 I'on traite les cellules infectées, dans
un premier fermps avec des globulines anti-
Newcastle non conjuguées, et dans un deuxiéme
temps avec le conjugué, 1l y a extinction presque
compléte de la fluorescence. Ce qui afteste la
spécificité de la réaction.
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Photos 1 et 2. — La photo n® 1 montre des celiules KB infactes non infeciées,
la photo n® 2, des cellules infectées en voie de lyse.
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Photo 3. — Hémadsarption d’hématies de poulz sur cellules KB
infectées par le virus de Newcastle (Hématéine-2osine).

Photo 4. — Cellules KB infectées de virus de MNewcastle
iraitées au conjugué, et au Bleu de méthyléne.
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4° Pouvoir immunogéne :

Le virus passé sur cellules KB vaccine les
pouleis au moins jusqu'd la dilution 1073, les
2 poulets témoins étant marts 4 jours cprés
['épreuve.

Le titre cytopathogéne du virus passé sur KB
et ayant servi & la vaccination était de 1015
DICT 50 par 0,5 ml.

B. — Application de ces résuliais
4 ['isolement dv virus de Newcastle

1o Diagnostic de la maladie :

Qu'il s'agisse de souches sauvages ou de col-
lection, il est possible, par l'inoculation des cel-
lules KB d'isoler le virus & partir des viscéres
de poulet infecté, Nous n'avons pas encore un
grand nombre de résultats & relater. Mais nous
avons constaté jusqu’a maintenant une parfaite
correspondance entre les résultats de l'inocu-
lation au poulet, et ceux obtenus sur cellules KB.
Sur une vingtaine de diagnostics, 8 ont été
positifs sur poulets et sur KB, les autres, négatifs
dans les deux cas. Le résultat peut étre plus
rapidement connu avec les cellules (48 heures)
que par l'inoculation lorsque les souches sant
moyennement virulentes ef ne tuent le poulst
qu'en 4 ou 5 jours, Le test d’hémadsorption
compléte |'effel cytopathogéne. Mals il faut avorr
soin de bien choisir des hématies sensibles.

20 Titrage du virus dans les organes de poulets
infectés. Délais d'apparition aprés l'inocula-
iion expérimentale.

Ayant inoculé expérimentalement des poulets,
ncus avons cherché a meitre en évidence :

— la richesse en virus des principaux organes
et du sang ;

— le délai d'appartion du virus dans ces |

organes.

Les dilutions de broyats d'organes ont été
inoculées sur cellules KB. La présence du virus
a été démonirée par son effet cytopathogéne,
et par hémadsorption. Nous avons calculé les
DICT 50 par la méthode de REED et MUENCH.
Avec ['une de nos souches virulentes aprés deux
séries d’expériences, ef en prélevant les organes
sur des poulets sacrifiés au 4¢ jour, 4 l'agonie,
nous avons constaté les titres suivanfs :
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Rate ........... 1075 DICT 50 au gramme
Poumen ........ 107 — —
Rein ........... 107 — —
Foie ,........... 10868 — —
Cerveau ........ 100.5 — —

Pour la déteciion du virus dans les organes
en fonction du délal dincubation, nous avons
inoculé aux cellules KB des suspensions au 1/1Qe,
ou du sang au 1/10e. Les résultats sont groupés
dans le fableau ne 1.

Nous avons étudié I'apparition du virus dans
le sang au cours des premiéres 24 heures apres
I'inoculation. Neous avons inoculé simultanément
avec le sang hémolysé (2 ml) des poulets neufs
ef des cellules KB. Le sang provenait de poulets
infectés par voie intramusculaire depuis 5, 15,
30 minutes, 1 heure, 2 heures, 5 heures.

TABLEAU N°T

Diffusicn du virus de Hewcastle dans les

organes de pouletr inoculé expé&rimentalement.

Organe Terps d'incubation

Etudié 1 jour | 2 jours | 3 jours |4 jours
Sang + + + +
Rate + + . .
Poumon + + " +
Toie - + N .
Rein - + + .
Cerveau - + + +

+ Présence du virus ;

Pas de virus décelable.

Les résultats obtenus sur cellules KB ef sur
poulets se rejoignent. Le virus est décelable
dans le sang prélevé 5,15, 30 minutes et 5 heures
aprés I'inoculation expérimentale. Le sung pré-
levé 1 et 2 heures aprés |'infection ne coniient
pas de virus décelable. Il semblerait donc qu'il
y ait une sorte de phase d'éclipse du virus &
partir de 1 heure aprés l'incculation, puisque
le virus n'est plus décelable dans le sang & ce
mement-14.

MNos résulials corroborent ceux relalés par
BRANDLY {Diseases of poultry) et par LAN-
CASTER (1963). BRANDLY indique que le tro-



pisme des souches est variable, mais que, au
cours de 5 infecfions étudiées, le sang était
virulent, Avec notre propre scuche 4 fropisme
nerveux, nous canstafons aussi une phase d'in-
vasion septicémique. LANCASTER signale que
fe virus peut 8tre décelé dans presque tous les
tissus 48 heures aprés I'inoculation. Lors de
notre expérimentation, nous avens retrouvé le
virus 24 heures uprés I'inoculation dans un cer-
tain nembre d'organes et dans le sang.

C. — Titrages des virus de collection

En censidérant l'effet cytopathogéne et I'hé-
madsorption, nous avens titré nos souches de
collection sur cellules KB. Nous les avons éga-
lement titrées sur embrycns pour voir si les
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résultats sur KB étaient voisins de ceux obfenus
sur embryons. En cutre, pour une souche donnée,
nous avons faif simultanément des titrages compa-
rafifs sur 5 séries de celivles KB, et sur 5 séries
d'embrycns afin d'étudier I'homogénéité de la
sensibilité des cellules et des embryons,

1o Résultats des litrages svivant les souches.

[l ressort du tableau no 2 que

— mise a part la souche « Maurice », I"écart
entre les deux titrages sur embryecns et sur KB
est inférieur ou égal a1 logarithme,

— pour la souche vaccinale, les cellules KB
sont plus sensibles que les embryons,

— pour une méme souche, les résultats varient
d'un titrage a l'autre soit sur embryons, soit

TABELEAU N° II

Résultats comparatifs des titrages sur KB et sur embrycn.

Dénomination des souches sur KB : DICT 50 sur embryon :DL 50 Ecart en log.
Virus-vacecin P8Z/1 10_10 10—9’j 0,5
Virus-vaccin PE2/2 10778 w0’ 0,8 ‘l
Virus-vaccin P83/1 -10,2

- 10 -
congeld
Virus-vaccin P33/1 10—9,7 -
lvophilisé
Virus-vaccin P53/2 10_11’5 10_10’9 0,6
Virus—vaccin P83/1 10798 10793 0,3
1
Virus-vaccin PB4 :LD_]'Z’5 10_12’1 0,4
Sl?uche malgache 10_“" 10*11,8 0,8
virulente
_Sl-]ucﬂe malgachc 10—12,5 10—11,5 1
virulente
Souche "Toulouse 1"
- -12
- 10 1z 10 12,3 c,3
virulente
It " - -
S(?LlChE Toulouse 2 io 12,5 10 12,2 0,3
virulente
D 1148 1o 13 107107 0,4
Souche "Pakistan" 10_12’5 10—11’3 1
Souche "Maurice" 10_11’5 10_”5 2

450



Retour au menu

sur cellules : par exemple pour P 82/1 et P 82/2
qui représentent 2 titrages de la méme souche
4 des moments différents. De mé&me pour
P 83/1 - P 83/2 - P 83/3. Ceci peut provenir du
temps de stockage des souches, mais aussi d’une
sensibilité hétérogéne des embryons ou des cel-
lules. C'est pour vérifier cette hypothése que
nous avons titré la méme souche simultanément
sur plusieurs séries de cellules et d'embryons.

2o Résultats des titrages suivant les séries ino-
culées.

Nous avons Incculé, par dilution, 5 embryons
ou 5 tubes KB (iableau 3).

En s’en tenant & ces résultats, on peut esiimer
gue |'écart de htrage selon les séries sur KB est
de 5 a 10 fois meindre que |'écart de fitrage sur
embryons. Par conséquent la sensibilité des cel-
lules est plus homogéne que celle des embryons.

TABLEAU N°III

Résultats comparatifs des titrages de la souche P83 suivant

les s&ries d'incculation.

¥* de la DICT 50 DICT 50 feart DL 50 sur DL 50 Feart
série sur KB moyenne embryon moyenne
1 107 11:6 Lo~ 1L54 006 107101 10=1059 002
2 10713 0005 1ot 005
3 10718 0anék Lo 13 004
4 107 11a3 0004 1071t a1
5 1713 0004 107187 )
SUMMARY

Mote on the use of KB cells for the diagnosis of Mewcastle disease,
and titration of the viruvs

The action of Newcastle virus on KB cells has been studied. A cytopatho-
genic effect which resulis in the lysis of the cells by the virus has been observed.
The hemadsorption test was positive with chicken red cells. The supernatant of
centrifugated infected cells was slightly haemagglutinant, The viral antigen
could be evidenced in the cell cytoplasm by immunoflucrescence method.

The wild viruses could be isolated and characterized in the KB cells. An
easy and fairly quick diagnosis of the disease is therefore possible.

The Iitrativns of the virulence of inoculated chicken organs showed that
tha spleen and the lungs are very rich in virus. The virus could be evidenced
in some organs 24 hours after inoculation.

The use of KB cells for the hiralion of Newcastle virus gave similar
results to those abtained in embryos, but the cells seemed e have a more hemo-
geneous susceptibility than embryaos.

RESUMEN

Wkilizacién de las células KB para el diagnéstico
de la enfermedad de Newcastle y el dosaje dei virus

Se estudia el comportamiento del virus de Newcastle sobre las células KB.
El virus produce un efecio citopatogeno claro provecando la lisis de las células,
Es positiva con las hematias de gallinas la prueba de hemadsorpcidn. El liquido
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sobrenadando de centrifugacion de los culfives infectados es poco hemaglu-
tinante. Mediante la técnica de inmunofluorescencia, el antigens viral aparece

sobretodo en el atoplasmo celular,

Se pueden aislar y caracterizar los virus salvajes en los cultivos de KB,
lo que permite un diagndstico facil y basiante rapido de la enfermedad.

Los dosajes de virulencia de los organos de pollos inoculados muestran que
el bazo y el pulmdn son muy rices de virus. Algunes organos contienen el virus
reveluble 24 horas despues de la incculacién,

La utilizacién de las células KB en el dosaje de los virus de Mewcastle da
resultados basfante proximos de los obtenidos sobre embriones. Las células
flenen una sensibilidad més homogénea que los embriones,
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