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Adaptation aux cellules rénales de lapin 
de virus associés 

à la dermatose nodulaire bovine 
par 1. RAMISSE, H. SERRES, E. RAKOTONDAAMARY 

Les VITUS isolés au cours de la dermatose 
nodulaire ont pu être cultivés soit sur embryons 
de poulet, soit sur cellules en culture. Sur 
embryons de poulet, VAN DEN ENDE et Coll. 
(1948) ont Isolé un virus «orphelin », et HAIG 
(1949), un virus pathogène. En 1959, VAN 
ROOYEN et Coll. ont passé sur embryon un 
virus type NEETHLING adapté aux cultures 
cellulaires. Ce virus n’était pas létal pour 
l’embryon, mais il provoquait la formation de 
pustules. Sur cultures de cellules rénales de 
veau. ALEXANDER et Coll. (1956, 1957) ont 
isolé et caractérisé différentes souches viroles 
qui ont été réparties en 3 groupes : groupe I 

(type BZD). groupe II (type ALLERTON). 
groupe Ill (type NEETHLING). M. de LANGE 

1’ 
(1959) a bien mis en évidence les différences 
entre les effets cytopathogènes propres à choque 
groupe. PRYDIE et Coll. (1959) ont cultivé leurs 
souches sur cellules rénales de veau, d’agneau. 
et defcetus ovin, s~rcellules testiculalres deveou 
et d’agneau, ainsi que sur une lignée de cellules 
rénales d’agneau. Ils n’ont pas réussi à les 
cultiver sur HELA. Selon WEISS (1964), les 
cellules rénales d’agneau et de vtxu, et les 

cellules testiculaires d’agneau sont les systèmes 
les plus sensibles. 

Ayant isolé sur cellules rénales de veau 
(lignée cellulaire), quelques souches locales de 
virus associés à la dermatose, et ne disposant 
pas de cellules rénales primaires de veau ou 
d’agneau, nous avons essayé d’adapter aux 
cellules rénales primaires de lapin, les souches 
virales locales. ainsi que des souches repues 
d’Afrique du Sud. 

TECHNIQUES D’ETUDE 

10 Origine des souches. 

Nous avons étudié comparativement les 4 sou- 
ches locales, et les souches Sud-Africaines 
(NEETHLING, ALLERTON, BZD). Les souches 
locales étaient entretenues sur cellules rénales 
de veau (lignéecelIulaire).Nouslesavons passées 
sur cellules rénales de lapin lorsque l’effet cyto- 
pathogène sur cellules rénales de veau a été 
net et constant. Les souches Sud-Africaines étaient 
également passées sur cellules rénales de veau, 
ou conservées lyophillsées au congélateur. 

Retour au menu



20 Système cellulaire utilisé et mode de passage. 

Nous avons mis en culture, selon la méthode 
classique par trypsination, des cellules rénales 
de lapereau de moins de 15 jours. Le milieu de 
croissance contenait de I’hydrolysot de lactalbu- 
mine en solution de EARLE, 10 p. 100 de sérum 
de veau local, et la concentration habituelle 
d’antibiotiques. Le pH du milieu était ajusté 
à 6,8-69. Pour l’entretien nous utilisions le milieu 
de EAGLE (Basa1 Eagle Medium) reconstitué à 
partir de la présentation desséchée, et oddi- 
tionné de 5 p, 100 de sérum de veau importé, 
de bicarbonate (pH : 7,s.7,6), et d’antibiotiques. 
Durant l’incubation (5-6 jours à 37 QC) des cel- 
lules inoculées, le milieu était renouvelé une 
fols, si nécessaire, avant la lyse avancée des 
cellules. Pour le transfert des souches virales, 
nous inoculions la suspension de cellules infec- 
tées du passage précédent (0.5 ml par tube). 
Les cellules infectées étaient détachées du verre 
par grattage lorsque la lyse était incomplète. Le 
passage des cellules rénales de veau aux cel- 
lules rénales de lapin s’est fait de la même façon. 
L’examen quotidien des tubes inoculés nous 
permettait de noter l’apparition de l’effet cyto- 
pathogène. Les cultures sur lamelles ont été 
colorées à I’hématéine-éosine pour mettre en 
évidence les inclusions. A plusieurs reprises 
nous avons essayé de titrer les souches qui 
se développalent sur cellules rénales de 
lapin. 

30 Influence de la température d’incubation, de 
la concentration en sérum, et de la composi- 
tion du milieu. 

Certains auteurs (VAN ROOYEN et Coll., 
1959 - WEISS et Coll., 1959) ont observé que 
la température optimale d’incubation étalt de 
33,s OC à 35 OC pour les embryons inoculés, et 
de 36 OC pour les cellules infectées avec les virus 
de la dermatose nodulaire. Nous avons voulu 
nous rendre compte si, en variant entre 35 OC 
et 38 OC la température d’incubation des cellules 
rénales de lapin inoculées, nous obtenions une 
amélioration dans la production du virus. De 
même en essayant plusieurs milieux d’entretien : 
milieu 199, Basa1 EagleMedium, Minimum Essen- 
tial Medium, milieu de SCHWOBEL sans phos- 

phate (1). Hydrolysat de caséine en solution 
de EARLE ; ou en vartant la quantlté de sérum 
(5 p. 100, 2 p. 100, 0 p. 100) dans le milieu d’en- 
tretlen ; ou en augmentant la proportlon de 
I’hydrolysat de lactalbumine dans le milieu jus- 
qu’à 2 p, 100 (WEISS, 1959). 

40 Etude du pouvoir pathogène. 

Nous avons inoculé des veaux sensibles et des 
animaux de laboratoire avec les souches locales 
et NEETHLING. Nous avons choisi de jeunes 
veaux élevés à l’étable, dont nous étions sûrs 
qu’ils n’avaient pas contracté la maladie aupa- 
ravant. Les inoculations ont été faites par voie 
sous-cutanée à l’encolure. à raison de 3 ml de 
culture cellulaire virulente pure. Tous les veaux 
inoculés (sauf deux) étaient de race métis Fries- 
land, et âgés d’environ deux mois. Ils ont resu 
différents passages des virus sur cellules rénales. 

Les animaux de laboratoire ont été Inoculés 
par diverses voies : les cobayes, par voie intra- 
péritonéale (1 ml), sous-cutanée (1 ml), intra- 
musculaire (1 ml), intracérébrale (0,OS ml) : les 
lopins par voie sous-cutanée (1 ml), intra- 
veineuse (0,5 ml), Intracérébrale (0,OS ml), intra- 
péritonéale (1 ml), intradermique (0,l ml) ; 
les souris, par voie sous-cutanée (0,5 ml), intra- 
péritonéale (0.5 ml), intraveineuse (0,5 ml), 
intra-cérébrale (0,02 ml) ; les souriceaux par 
voie sous-cutanée (0,2 ml). 

50 Nature de l’acide nucléique des souches 
locales et Neethling. 

A l’aide d’un Inhibiteur de synthèse (5.Brome 
désoxyuridine, ou 5 odo-désoxyuridine), nous 
avons essayé d’inhiber la multiplication virale 
dans les cellules. Le virus vaccinal qui se multi- 
plie parfaitement sur cellules rénales de lapin 
nous a servi de virus à ADN témoin. Chaque 
virus à caractériser (local ou NEETHLING) a 

(1) Comporltion du milieu de SCHWOBEL : 
NoCI.. ___ ._. 8 9 Hydrolyrot de loctalbumine 1 
KCI .,.. 0.3 Sérum (facultatifl 50 ml 
CaCI, .,,.._. 0,24 Eau disilllée 9.5. p 1 I 
M@O, <. 0,2 
CO,HNo ._.. 2 
Glucose...... 2 
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été dilué à 10-l soft dans le milieu d’entretien 
l 

ves avec les virus de lo. dermatose, par inlection 
sous-cutanée. 

1’ 
ordinaire. soit dans ce même milieu contenant 
20 mg/litre de 5-Brome désoxyuridine. Pour le 
virus vaccinal, nous avons fait 2 gammes de 
dilutions de IOF’ à 10m8, l’une dans le milieu 
d’entretien normal, l’outre dans le milieu inhi- 
biteur. Toutes les dilutions ont été inoculées aux 
cellules rénales de lapin. Puis, après I’adsorptlon. 
les tubes inoculés avec les dilutions en milieu 
normal ont recu le milieu d’entretien normal ; 
les outres tubes ont recta le milieu Inhibiteur. 
Durant l’incubation qui o duré4jours nous avons 
noté les résultats : lyse cellulaire ou inhibition 
de la repilcation virale. 

90 Remarques sur la conservation de ces 
souches. 

Nous avons cherché à conserver les propriétés 
de ces souches (pouvoir pathogène, effet cyto- 
pathogène) en les lyophllisant, en les congelant, 
ou en les plaçant à 4 DC. Nous les avons lyophi- 
lisées et congelées, sous forme de nodules broyés, 
et de cultures cellulaires Infectées. A 4 OC nous 
avons stocké les VITUS sous forme de cultures 
cellulaires infectées en tubes hermétiquement 
bouchés, et à l’abri de la lumière. Le contrôle 
de la vltollté o été fait sur culture cellulare, et 
celui du pouvoir pathogène, par Inoculation aux 
animaux. 

40 Hémagglutination. 

Nous avons fait réagir les souches locales et 
NEETHLING sur les hématies de veau, de 
mouton. de souris, de lapin, de poulet, soit 0 
25 OC, soit une nuit à 4 OC. Comme virus réac- 
tifs nous avions pris les surnageant8 de cultures 
cellulaires infectées, dilués du 1/4 ou 1/512 dans 
un tampon physiologique. 

7O Séro-neutralisation. 

Deux souches (1 locale et la souche NEETH- 
LING), non diluées, ont été mélangées à un égal 
volume de choque sérum 0 tester dilué ou l/lOe 
et à du sérum normal témoin également dilué 
ou IjlOe. Les sérums 0 tester provenaient de 
veaux Inoculés depuis 3 mois avec des broyats 
de nodules lyophillsés, chez lesquels II s’était 
formé une intense réaction locale (cedème et 
adénite), suiwe d’une ascension therrmque de 
quelques jours. Après une heure de neutralisa- 
bon, les mélanges sérums-virus ont été inoculés 
aux cellules. L’observation des tubes o duré 
5 jours pendant lesquels nous avons noté l’effet 
cytopathogène comparatlf des deux v~ruz. 

BO Essai d’interférence avec le virus vaccinal. 

L’immunisation contre la dermatose se faisant 
ou Kenya grâce ou virus de la clavelée (WEISS, 
1964), nous nous sommes demandés si une primo- 
infection avec le virus vaccinal ne protégerait 
pas les veaux contre la dermatose nodulolre. 
Nous wons donc inoculé deux veaux avec du 
virus vaccinal lyophlllsé, par voie intradermique. 
Puis 10 jours plus tard, ces vaux ont été éprou- 

RESULTATS 

10 Comportement des souches sur cellules 
rénales de lapin. 

a) Souches Sud-Afrlcoines. 

Le virus NEETHLING s’est multiplié avec effet 
cytopathogène sur cellules rénales de lapin. Les 
VI~“S ALLERTON et BZD n’ont provoqué aucun 
effet cytopathogène sur ces mêmes cellules et il 
ne semble pas qu’ils s’y soient développés. L’effet 
:ytopathogène du virus NEETHLING o été beau- 
coup plus rapide et plus complet que sur cel- 
lules rénales de veau. tout ou moins sur /a souche 
cellulaire de rein de veau que nous possédons. 
4u Ier passage sur cellules rénales de lapin, 
l’effet cytopathogène o débuté aux 3~-4e jours. 
l s’est formé des ornas denses de cellules gri- 

iâtres, peu réfrlngentes, plus ou moins arrondies 
JU en fuseau. Ces amas étaient dispersés dans 
‘oute la noppe, et non plus seulement en bordure 
romme sur les cellules rénales de veau. Entre 
:es ornas. la nappe se rétractait, s’effilochait : 
les trous s’ograndlssaient. Les cellules arrondies 
je détachaient du verre. En 2 ou 3 jours. la 
nappe o été complètement détrulte. II ne restait 
que quelques îlots de cellules pycnotiques et 
pnuleuses encore fixées au verre. cet effe! 
:ytopathogène à son début est représenté sur la 
photo no 1. par comparaison avec la photo 
na 2 (cellules non inoculées). 
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Le virus NEETHLING o provoqué laform~tion 
dans les cellules rénales de lapin d’inclusions 
cytoplasmlques acidophiles analogues à celles 
induites dans les cellules rénales de veau. Ces 
inclusions étalent entourées d’un halo chromo- 
phobe clair ainsi que le montre la photo no 3. 

II est a remarquer que, seul parmi les 3 type> 
Sud-Africains, le virus NEETHLING provoque 
un effet cytopathogène sur cellules rénales de 

lapin. Ce caractère pourrait, s’il en était besoin. 
servir de diagnostic différentiel entre les 3 types. 

b) Souches /oco/es. 

Isolées sur cellules rénales de veau, elles ont 
pu être passées avec succès sur cellules rénales 
de lapin. L’effet cytopothogène a été aussi rapide 
à partir du IOe passage, qu’avec le virus NEETH- 
LING. Il étalt identique et QUSSI complet (Photo 
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Photo 3. - Inclusions cytoplorm~ques éosinophtles induite 
par le virus NEETHLING dans les cellules rénales de lapin. 

no 4). La coloration des cellules à l’hémotéine- 
éosine montrait les mêmes inclusions cytoplas- 
miques éosinophiles (Photo no 5). 

20 Influence de divers facteurs sur le titre du 
virus. 

-La température d’incubation : A 35 OC 
le résultat n’a pas été meilleur qu’à 37 OC, et 
l’effet cytopathogène serait plutôt retardé. 

- La composition du mllieu de base : II n’y 
o pas eu de grandes varlotions dons le titre 
selon que l’on utilisait le BEM (Basa1 Eogle 
Medium). le MEM (Minimum Esseniial Medium). 
le milieu 199. le milieu à I’hydrolysat de caséine, 
le milieu de SCHWOBEL. C’est encore avec le 
milieu BEM que nous avons eu les résultats les 
plus constants. 

Les titres habituels étaient de l’ordre de IOV 
à 104.5 DICT50 par ml. 
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- La richesse du milieu en sérum : Le sérum 
normal jusqu’à la concentration de 5 p. 100 
n’inhibe pas le d&eloppement wral. II est pré- 
férable d’adjoIndre du sérum (de 2 0 5 p. 100) 
au milieu d’entretien, car les cellules ont bien 
meilleur aspect, et II ne se produit pas de lyse 
non spécifique. 

- L’augmentation de la concentration en 
hydrolysot de lactalbum~ne ne nous o pas donné 
de bons résultats. A 2 p. IOOO-concentration 
optima indiquée par WEISS (1959) - I’hydro- 
lysat de lactalbumlne provoque une lyse non 
spécifique des cellules rénales de lapin 

3” Pouvoir pathogène des souches passées sur 
cellules rénales de lopin. 

Q) Description clinique de 10 malodle expéri- 
mentale. 

Les veaux inoculés avec les virus NEETHLING 
et locaux ont présenté des symptômes plus ou 
moins grqves rappelant la maladie naturelle. 
Deux, en particulier, se sont remis difficilement 
après une évolution clinique caractéristique. 
L’un avait. regu la souche NEETHLING au 
12e passag~surcellules rénales de lapin ; l’autre, 
la souche-locale 507 au 9e passage. Au 6e jour 
après l’inoculation, leur température est montée 
à 40 OC et 40,5 OC. Ces veaux étaient prostrés, 
dyspnéiques et anorexiques. Au point d’inocu- 

lation s’est formé un cedème inflammatoire assez 
étendu, douloureux et dur. Une sécrétion muca- 
purulente s’écoulait des naseaux et des yeux. 
Les ganglions précruraux, préscapulaires et 
sous-maxillaires étalent douloureux et forte- 
ment hypertrophiés. L’éruption noduloire cuta- 
née apparue au 7e jour après l’inoculation, est 
allée en s’amplifiani : d’abord hérissement des 
poils sur l’encolure et le dos, formation de petits 
nodules perceptibles à la palpation au niveau 
de l’encolure, du dos, des joues. apparition 
d’autres nodules sur le périnée, les cuwzs, les 
poites, le flanc, le thorax : en fin d’évolution, 
formation d’ulcères purulents sur le mufle ei 
dans les noseaux. L’état général des veaux a 
été très affecté, notamment pour celui ayant 
regu la souche NEETHLING. La maladie u duré 
une quinzaine de jours ; les veaux ont cependant 
guéri sans CIUCUII traitement. Lazymptamatolog~e 
observée sur ces deux veaux a été Identique à 
celle classiquement décrite pour la dermatose 
nodulalre. La maladie o donc été reproduite 
sur des an~rnaux réceptifs, avec des souches 
wrales ayant subi un certain nombrede passages 
sur cellules hétérologues. II est à remarquer que 
le virus 507 Isolé d’une éruption bénigne sur 
zébus a pourtant causé une Infectlon généralisée 
assez grave sur un jeune bovin sensible, Ce qui 
montre lo. particulkre réceptivité du jeune ani- 
mal, surtout s’il est de race sélectionnée. 
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Les virus responsables ont été isolés sur les 
veaux inoculés expérimentalement, mais seule- 
ment à partir de nodules cutanés. Nous n’avons 
pas pu les retrouver dons le sang, bien que nous 
ayions prélevé du sang au début de la période 
d’hyperthermle. Les virus extraits des nodules 
se sont montrés cytopathogènes au premier 
passage sur cellules rénales de lapin. Ces résul- 
tats démontrent donc que les VITUS Isolés sur 
cellules rénales de veau, et passés sur cellules 

rénales de lapin sont bien agents de la dermatose 
nodulaire et qu’ils se comportent comme la 
souche NEETHLING. 

b) Pouvoir Qothog&w en fonction du nombre de 
possoges sur cellules rénales de lopin. 

Jusqu’à maintenant, nous n’avons pas pu 
obtenir d’atténuation complète de ces souches 
après passages sur cellules rénales de lapin, 
ainsi que le montre le tableau 1. 
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Nous constatons d’après ce tableau que. 
même après 21 pazsages (souches locales) ou 
27 passages (NEETHLING) sur cellules rénales 
de lapin, les souches demeurent encore rela- 
tivement pathogènes pour les veaux. II est pos- 
sible que le nombre de passages soit insuffisant 
pour une atténuation plus marquée, ou même 
que les passages sur cellules rénales de lapin 
n’entraînent aucune atténuation de ces souches. 
Nous continuons les passages pour nous en 
rendre compte. 

c) Inoculation des animaux de loboroiolre. 

Aucun des animaux de laboratoire inoculés 
avec les souches locales ou NEETHLING n’a 
présenté de symptôme particulier. II semble donc 
que ces virus ne soient pas pathogènes pour les 
animaux de laboratoire. 

40 Nature de l’acide nucléique. 

Les souches locales et NEETHLING ne se sont 
pas multipliées sur cellules rénales de lapin, 
en présence de 5Brome désoxyuridine. De 
même, le virus vaccinal a été inhibé complète- 
ment à partir de la dilution 10-3, comme ino- 
culum. Nous en concluons que l’acide nucléique 
des souches locales et NEETHLING est de l’acide 
désoxyribonucléique. 

50 Hémogglutination. 

Aucune des souches examInées ne s’est montrée 
hémagglutinante pour les hématies de veau. 
mouton, lapin, poulet et souris. 

60 Séro-neutralisation. 

La teneur en anticorps des sérums utillsés 
était faible. A la dilution ou l/lOe, un sérum 
neutralisait complètement les 2 souches, 3 sérums 
neutralisalent presqu’entièrement, 2 sérums neu- 
tralisaient très peu. Les 2 souches étaient neu- 
tralisées d’une façon analogue, ce qui confirme 
leur parenté présumée d’après leur effet cyto- 
pathogène. 

70 Essai d’interférence avec le virus vaccinal. 

Les Inoculations à des veaux ont montré que 
la primo-Infection par le virus vaccinal ne pro- 
tégeait pas ceux-c contre une surinfectlon avec 
le virus de la dermatose nodulaire. Le résultat 

nous a un peu surpris, compte tenu du fait 
qu’au Kenya on vaccine contre la dermatose 
nodulaire grâce au wrus claveleux (WEISS, 
1964), et qu’il semblait donc y  wo~r une parenté 
assez proche entre le virus de la dermatose et 
ceux du groupe POX. Cependant une étude 
récente (LIEBERMAN, 1968) CI montré qu’il n’y 
avait pas de parenté immunologique étroite 
entre le virus de la dermatose nodulaire et 
certains virus du groupe POX, dont en part]- 
culier le VITUS vaccinal. Ce qui est en accord 
avec nos propres résultats. 

80 Vitalité des souches après conservation 

Le contrôle de vitalité des souches conservées 
en culture cellulaire ou sous forme de nodules 
broyés nous a donné les résultats suivants : 

A4oC,àI’obscuritéetentubes bouchésherméti- 
quement, lev~rusdeculturecellulaireseconserve 
au moins pendant 6 mois. Au congélateur 
(-2OoC), les cultures cellulaires lyophillsées 
(sans excipient) gardent leur virulence au moins 
pendant 7 mois. Un échantillon a perdu son 
infectiosité après 10 mois. Les nodules lyophi- 
lisés peuvent conserver le virus pendant 9 mas. 
II semble, d’après plusieurs essais, que le virus 
se conserve très mal dans les cultures cellulaires 
congelées. 

CONCLUSION 

Les souches virales de dermatose nodulaire 
malgache présentent des caractères identiques 
à ceux de la souche NEETHLING Sud-Africaine : 
adaptabilité aux cellules rénales de lapin, for- 
mation d’inclusions dans ces cellules, séro-neu- 
tralfsation comparable, pouvoir pathogène simi- 
laire, acide nucléique identique, absence de 
propriété hémagglutinante. Ces souches sont 
nettement distinctes des VITUS ALLERTON et 
BZD, lesquels d’autre port ne s’adaptent pas aux 
cellules rénales de lapin. Elles n’ont pas de 
parenté immunologique proche avec le virus 
vaccinal, bien que celui-ci provoque sur cellules 
rénales de lapin un effet cytopathogène iden- 
tique, et qu’il comporte également de I’ADN. 

Instiiur d’Elevoge et de Médecine 
véiérrnaire des Pays tropicaux, 
Laboratoire Centrai de I’Elevoge, 
Tananarive. 
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The local and NEETHLING strains, agents of lumpy skin direose were odopied 

to ihe rabbit renol cells. They induce the cell destruction ond the developmeni of 

cytoplasmic inclusions. After a number of passages, the viral strains are still 

paihogenic for cali. The sera-neutrolirotion shows the identiiy between the 

local ond NEETHLING stroins. They are net hemogglutinonls : their nucleic 

acid is DNA. 

RESUMEN 

Se adaptoron las cepas locales y NEETHLING, ogenies de la dermotas,s 
nadulor. a las células renaler del conejo. Provocan 10 dertruccion de 10s celuIas 
y la formation de inclusiones citoplasmicar. Después de un cierto ntimero de 

pasajes. 10s cepas virales son todovia patdgenos para el ternero. La rero-“eu- 

trolizacidn muesfro la ideniidad enfre laz cepas locales y NEETHLING. No son 

hemoglutinanter. Su dcido nucleico es el ADN, 
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