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Recherches sur le diagnostic expérimental
de la peste porcine classique par la méthode
d’exaltation du virus de Newcastle

par J. RAMISSE, H. SERRES, E. RAKOTONDRAMARY
Collaboration technique : H. RAMAMBAZAFY, R. RANDRIAMAMPIANINA, J. TOTOASY

RESUME

Les auteurs étudient divers facteurs conditionnant la mise en évidence
du virus sui-pestique par la méthode d’exaltation du virus de MNewcastlg,
en culture cellulaire (test EN.D.). Ils ont retenu comme milieu d’entretien
des cellules, celui de SCHWOBEL enrichi avec du sérum de mouton
(10 p. 100). La souche sui-pestique d’épreuve et les souches virulentes
locales donnent un résultat positif. Les deux souches lapinisées étudiées
donnent un résuitat négatif. La rotation des tubes inoculés accélére le
processus cyto-pathogéne. La plupart des souches MNewcastle utilisées
comme virus révélateur conviennent. La gamme de dilutions du virus
révélateur peut étre relativement étendue. Cerlaines suspensions tissulaires
trop concentrées lysent les cellules. 11 est possible d'inoculer le matériel
suspect avant que la nappe cellulaire soit compléte. Mais I'inoculation le
jour de la mise en culture peut lyser les cellules, ou retarder leur déve-

loppement.

Parmi toutes les techniques utilisées dans le
diagnostic au Laboratoire de la peste porcine,
nous avons étudié plus particuliérement celle
inventée par KUMAGALI et coll. en 1958 (4).
Cette technique est basfe sur Vexaltation de
Peffet cytopathogéne du virus de Newcastle par
le virus sui-pestique, en cuiture de cellules tes-
ticulaires de porc. Oun la désigne couramment
par les initiales E.N.D. (Exaltation of New-
castle Disease virus — Exaltation du virus de
la maladie de Newcastle). Le principe de la
technique est le suivant: le virus sui-pestique
cultive sur cellules testiculaires du porc, mais
sans provoquer d’effet cytopathogéne. Le virus
de Newcastle, sous certaines conditions, n'est
pas, lui non plus, cytopathogéne pour ces mé-
mes cellules. Mais il le devient pour des cellules
testiculaires de porc préalablement infectées de
virus sui-pestique. Ainsi le virus de Newcastle
sert de révélateur pour ce dernier,

Le test E.N.D. a fait I'objet d’un certain
nombre de publications : KUMAGAI et coll.
(1961) (5} ont décrit” en détail la technique.
LOAN (1963) (7) a conclu que le meilleur
sérum & utiliser dans ce test était celul de
chévre. KUMAGAI et coll. (1964) (6) ont
amélioré la technique en augmentant la pro-
portion de sérum entrant dans la réaction.
LOAN (1965) (8) a précisé certaines modalités
du test: intervalle optimal entre l'inoculation
du virus sui-pestique et la surinfection avec le
virus de Newcastle. De plus, il a montré que
certaines souches sui-pestiques peu virulentes
ou lapinisées ne donnaient pas de résultat posi-
tif. BOOL et RESSANG (1966) (1) ont mon-
tré que le test était négatif avec les souches
lapinisées, sauf avec la souche IFFA passée
sur cellules rénales de lapin. Ils ont établi éga-
lement que l'on pouvait intervertir I'ordre des
inoculations sui-pestique et Newcastle. KAA-
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DEN (1967} (2) a prétendu que ce test ne
convenait pas parfaitement pour les examens
de routine, car il serait, selon lui, peu sensible
et difficile & réaliser lorsqu’on ne dispose pas
de sérum de veau adéquat. Modifiant un pzu
le test EXN.D., KUBIN {1962) (3} a obtenu des
résultats similaires en remplagant le virus de
Newcastle par le virus de Teschen comme
agent révélateur.

De la lecture de ces publications, il ressort
quelques constatations

— Le test EIN.D. n'est pas simple.
— 1l est assez long.

— Le maintien en bon état des cellules
témoins tout au long du test exige des condi-
tions de culture particuliéres. Les auteurs ont
insisté notamment sur la nature et la quantité
du sérum complémentant le milieu.

— Les souches lapinisées et les souches peu
virulentes donnent des résultats variables.

Voulant nous rendre compte si le test
E.N.D. pourrait nous étre utile, 2 Madagascar,
pour le diagnostic au laboratoire de la peste
porcine, nous avons étudié quelques facteurs
conditionnant sa bonne exécution. Nous avons
pu ainsi metire en évidence l'effet bénéfique du
sérum de mouton et du milieu de SCHWOBEL.

Nous décrirons succinctement les techniques
employées avant dexposer les résultats que
nous avons obtenus.

MATERIEL ET METHODES

Les cultures cellulaires sont faites 4 partir
de testicules de porcelets de 3 semaines &
1 mois. 11 n'y a aucune importance &4 ce que
les porcelets soient issus de méres vaccinées
contre la peste avec un vaccin vivant. La
technique de mise en culture est identique &
celle relatée par les auteurs précédemment
cités. Afin de déterminer les meilleures condi-
tions pour la réussite de Ia réaction, nous avons
étudié différents milieux de culture :

— pour la multiplication des cellules;
— pour la replication du virus sui-pestique;

— pour la manifestation de l'effet cytopa-
thogéne du virus de Newcastle.

TrYautre part, nous avons précisé :

— linfluence de la rotation des tubes ino-
culés;

— Teffet cytotoxique des suspensions tissu-
laires trop concentrées;

— Pinfluence du mode d'inoculation des
deux wvirus;

— l'influence de la nature des souches
virales;

— les limites d’action des virus révélateurs.

1. Choix des milieux de culture

a) Milieux de culture
pour la multiplication cellulaire

— Milieu de base : Il est absolument impé-
ratif pour la réussite du test que les cellules
soient en excellent état. Ceci implique que le
milieu de multiplication cellulaire convienne
parfaitement. Les milicux suivants ont donc €té
gssayés : Hydrolysat de lactalbumine a 0,5
p. 100 en solution de EARLE, en solution de
HANKS contenant 0,1 p. 100 d’extrait de
levure, Hydrolysat de caséine & 0,5 p. 1.000
en solution de EARLE contenant des vita-
mines B (milieu de LEPINE) (*), milieu 199
de PARKER et MORGAN, milieux BEM et
MEM de EAGLE.

— Sérum complémentant le milieu: 1’ad-
jonction de sérum animal au milieu de base
est indispensable pour la culture des cellules
testiculaires de porc. Plus la concentration en
est élevée, plus la multiplication est rapide, et
meilleur est I'aspect des cellules. Le sérum le
plus couramment utilisé 4 ce stade de la réac-
tion est celui de veau. Mais ce sérum est par-
fois inhibiteur pour le virus sui-pestique, ce qui
oblige & l'éliminer au 2° stade de la réaction
(replication du virus sui-pestique), ou bien &
sélectionner des lots de sérum convenables,
Outre le sérum de veau, nous AVODS essaye
celui de mouton, de porc et le lait écrémé.
[Les concentrations étaient de 10 ou 20 p. 100.
Nos gérums de vean et de mouton sont des
mélanges de sérums de plusieurs sujets abattus
le méme jour. Les veaux a partir desquels est
recueilli le sérum sont 4gés de six mois environ,
car 4 Madagascar, on n’abat pas de veaux de
lait. Quant aux moutons, il s’agit d’animaux
adultes.

{*) Milieu de LEPINE : Ann. Inst. Pasteur 1957, 92,
567-575.
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b) Milieux de culture pour Peniretien
des cellules pendant la replication
du virus sui-pestique

— Miltetx de base: Nous avons essayé le
milieu 199 ajusté au pH 7.5, le milieu BEM
de EAGLE, le milieu de LEPINE, le milien
4 I'hydrolysat de lactalbumine en solution de
HANKS et enfin un milieu spécial de SCHWO-
BEL.

Milieu de SCHWGOBEL :

- NaCl
- KC1

i
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B
Glucose

Hydrolysat de lactalbumine
- CaC[g - . .
- MgSO| .

- COHNa . - . . g

-8&mum . . . . . . de 204 100 ml
- Eau distillée qsp 1 litre

le pH est de 7,7 -7,8
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— Sérums : A ce stade il est nécessaire de
ne pas employer de sérum inhibiteur pour le
vires sui-pestique. Si pour la multiplication
cellulaire il a été utilisé du sérum de veau inhi-
biteur, il faut rincer soigneusement les cellules
avant de les inoculer. Au stade de la replication
du virus sui-pestique, nous avons expérimenté
aux concentrations de 3, 10 et 20 p. 100, les
sérums de veau local et importé, de feetus
bovin, de poulain, de lapin, de poule, de porc,
de mouton, ainsi que le liquide amniotique
bovin et le lait écrémé.

¢} Milieux de culture pour Uentretien
des cellules pendant la replication
du virus de Newcastle

— Milieu de base: A ce stade, les cellules
sont déji dgées. Si le milieu n'est pas étroite-
ment adapté, il risque de se produire une dége-
nérescence celiulaire non  spécifique. Nous
avons testé successivement: le milieu de LE-
PINE avec ou sans extrait de levure, le milieu
199, le BEM de EAGLE, 'hydrolysat de lac-
talbumine en solution de EARLE ou HANKS,
enfin le milieu de SCHWOBEL.

— Sérums : KUMAGAI (6) et KUBIN (3)
ont affirmé qu’il fallait & ce stade augmenter
la concentration de sérum pour éviter la lyse
des cellules par le virus de Newcastle seul.
C’est pourguoi nous avons expérimente le
sérum de veau aux concentrations de 10 et
20 p. 100. En outre le sérum de mouton a
été essaye.

2. Chronologic des manipulations

Le tapis cellulaire est complet habituellement
trois jours aprés la mise en culture. Dans la
technique classique c¢’est & ce moment-1a que
l'on inocule le virus sui-pestique {(ou le pré-
lévement suspect).

Inoculation du virus sui-pestique

L’inoculum est constitué d'un broyat tissu-
laire frais ou Iyophilisé, de sérum, ou de sang
hémolysé. Comme organe nous utilisons le plus
souvent la rate, les ganglions, le cerveau, La
suspension tissulaire est & 10 p. 100 (32 p. 100
pour les ganglions), le volume inoculé est de
0,5 4 1 ml par tabe. Il est préférable de pré-
parer la suspension & inoculer avec du milieu
d’entretien comportant du sérom de mouton
(non inhibjteur), plutdt gu’avec une solution
physiologique, car les cellules résistent mieux.
Les cellules sont lavées avant l'inoculation si
elles ont été cultivées en présence de sérum
de veau, mais elles ne le sont pas aprés Vad-
sorption du virus infectant (2 heures 4 la tem-
pérature du laboratoire). Le milien d’entretien
n'est renouvelé gu'une fois, deux jours aprés
Tinoculation. Les souches sui-pestiques testées
proviennent de prélévements pour diagnostic
cxpédiés sous glace on en glycérine i 50 p. 100
ou d'organes et sérums virulents conservés
congelés ou lyophilisés.

fnoculation du virus révélateur (surintection)

Habituellement, quatre jours apres la primo-
incculation, nous surinfectons les cellules avec
le virus de Newcastle ou de Teschen. Ces virus
sont dilués dans du milien d’entretien conte-
nant du séram de veau et de telle facon qu’ils
e provoquent pas, seuls, de lyse cellulaire. Le
virus de Newcastle est constitué de liquide
allantoidien wvirulent. Le virus de Teschen est
utilisé sous forme de culture cellulaire infectée.
L’adsorption étant faite, l'inoculum est rejeté
et les cellules regoivent le milieu d’entretien.
Les tubes placés en position fixe ou sur tam-
bours tourpants sont examinés a partit du
2¢ jour.

Nécessité de laisser des tubes témoins

Pour que le test soit concluant et indiscu-
table, il faut que les cellules conservent leur
intéerité dans les différents tubes temoins néga-
tifs : une série inoculée avec la suspension a
tester, mais ne recevant pas le virus révélateur,
une série inoculée avec une suspension tissu-

— 3 —



Retour au menu

‘d'0°E,T B

- - = - - + samqooT ot amop
"D WlE "D olE B UOTIBAMOUT 0 GlE "D olE B UOTYBYNOUT "0 ol 'D olE B UOTIEBANOUT
.m .DO...HP.NDA...UHHH *neDL 2R ED.HWW JIAB ﬁﬂﬂn_' ] ED..nPﬁD.S.OGH ‘TiEcA ap ﬂHD..HW.m T Y- EUA.HP M .ﬂOHn..M.ﬂﬁ.UﬁH "NBaA 3P .Ed.,HWm DaAwl .ﬂm-..nu.
/U2T9543U8,p |-813U8 ;P TSTTTE UOTITEDY Ju9TqaIqus,pl=2IqUs,p NOTTIN UOTITPPY | /UST39d3Us,p | ~3X1U8, D TSTTTW UOTITPDY
LERSRITY umTNOOUT 3elfeg *aIToq TATITH sumTnsour 4alayg rsxton TaTTIH mnaguT 3efey cerroz IS ETIAZL
-g10qe] np aJngsdzduag -BICORT TP adnyelgdus] =8Ioqe] np 2anjeazdus] | SniTA T O34T ) anop
uq z ¢ uorqdaospy "y g : uotpgdrospy 'y oz @ uoTadIospy LOT3}39IUTING
*3/Tm T *a/Te T “1/TE T
uoTHUTIR ABd 599nq g qoTINLTP IBd B3qnY 2 uoTanTTp Ied sagng 2
STOTINTTE ¢ SUSTIRIIP o SUOTIOLIP 2
NESA P VNIPS O3AW TBSA 20 WNIPS DBAY NBIA 3P WIIPS 0IAR
0 USTIDIYUS P NITTIW U2 0 USTA8I9U2, P NBITIE U2 0 UST1RI4UI, P NAITIW 1
FNTTP INSFETIAZL STLITA SuTIP JN8IBT242T SNITA SOTTP INS38TIAJT SOATA
ssqny Z gagqny % saqny 2 2003 f saaqn1 2 §sgny g
uTes autozod
natTI _ : : i
wrowyT ANEFRIRAZL STATA nesT TNBIETRAZL STITA EREE INAGHTIADI STATA
. UTOEZT, UTOWYL
INPYTATHUT TOU WmMaAZS Ma3TQIUUT UOU WIS AMS4TqTYUT COU WIS nATTIW ST o
D948 USTASI4UL P NSTTIH Daae USTIAIJUS P TRTITIH JBA% USTIRITUI P NITTIH ISTaA00USYH 5 r
‘0 glE B UOTRRQNOUT 'D ol B UOTimQnoUT "D olE B uUOTRBAMIUT
.ﬁhﬁmpﬂﬂwﬂﬁﬂ uou UmJaass uu>mv .AHﬂMPﬂpmﬂnﬂ UOU WNJIgs *(INSITATHUT UOU WNIgs
TaT3eI4Us, P STTIN UOTITPPY 384} USTISILUS, P NITLTU UCTITPRY DAAB) UST2IUS,P LaTTTE WOTIIPRY
M noouT 3afey *oI103Ba ‘unnoodt 4aloy "saTojRx
-oge] np smiersdmey *y 7 @ worpidIospy [-oqeT np samjeagdmen Yy g uot3dacspy qoadens juam
*(AMSITETUUT UOU WMLI3E J248 .ﬁhﬁwuﬂnﬂﬂﬂﬁ UOU TMIZS DIAR IwbmHWHﬁ np € xnop
UOTY3IIUS,p NATIIW USY 30T/T he SITRT | UaT19d3Us,P natlIW Ud) JOT/T TB AATBL UCTIRTNOOGT
"SANVE Sp “TO8 -nesty morsusdsns 4/ T UoTETAROUL | ~mssTy ueTesusdsns 'q/TH T UOT4BTMOOUL
U SenITI0 2P oB86aBw] ‘QUNVH 8P *TO% Uo soTnTT29 sop o5eas] "gUNVH 9P "Tog ua sau[rad sop adwawl
S3TNIOUT UCT §agng g s5TNO0UT £2qn3 9 £3TOo0UT §3qny 9
TSTITH UTOW3} 9TI3g 3903JUT UOU SUWBRIO UTOWEY STIIG sutoaod a3sed  aTIzg
™I GOT ¥ 9T @p S°qni W8 san(Ta2 83p 2an3Ind U2 IS 2INTND
3 v U 98TH 0 anep
SUTOWS] 32 SeaT000UT ! SaTnITa2 3P S3TIPS SSUSIIITA suotgeIzdy. EELL: N

CNTE %5 e % np

BEmaydg

T i OVETHYL




Retour au menu

laire normale dont unc partie regoit le virus
révélateur, et l'autre partie n'en recoit pas. En
outre, il est bon d’ajouter une série corres-
pondant & un témoin connu ¢t positif ol les
cellules devront étre lysées au moment de la
lecture.

Le résumé des manipulations est présenté
dans le tableau n® |.

3. Etude des différents parametres
de la réaction

a) Gamme des dilutions actives des virus

La gamme peut varier seton les échantillons
de virus :

Pour le virus sui-pestique, la virulence sera
appréciée par la dilution limite entrainant la
positivité du test. Les suspensions a tester ont
été diluées jusqu'a 10—7. A laide de cette
méthode nous avons évalué la conservation du
virus au congélateur (rates et sérums congelés
depuis des temps variables) ou apres lyophi-
lisation.

Pour les virus révélateurs, nous désirions
connaitre les dilutions optimales donnant une
réponse positive et laissant intactes les cellules
témoins. Pour cela, les virus révélateurs (li-
quide allantoidien ou culture cellulaire infec-
tés) ont été dilués de 10-! a 10—'° et ino-
culés & des cecllules primo-infectées et non
infectées. Ceci devait permettre de voir quelle
serait la dilution limite encore active, et jus-
qu'a quelle dilution Je virus révélateur seul
risquait d'étre cytopathogéne. Ainsi donc,
compte tenu du titre des virus, déterminé sur
cellules ou sur embryon de poulet, pourrions-
nous préciser la gamme utilisable, exprimée
en dilutions ou en DL+, ou DICT,,.

b) Ordre d'inoculation des deux virus

Nous avons essaye de modifier la chronologie
du test classique :

— en inoculant le virus sui-pestique le len-
demain de la mise en culture {1 ml de sus-
pension au 1/100), et le virus de Newcastle,
deux jours plus tard, lorsque la nappe cellu-
laire est compléte. L’observation dure au
moins six jours;

— en inoculant le virus sui-pestigue ct le
virus de Newcastle simultanément, au moment
ol la nappe est compléte. Le virus sui-pestique
est dilué dans la suspension de virus de New-

castle. Les tubes inoculés sont observés au
moins pendant six jours;

— en ingculant le virus de Newcastle le
jour de la mise en culture et le virus sui-
pestique dés que la nappe est compléte, en
général trois jours plius tard.

¢) Influence de la rotation des tubes
aprés la surinfection

Voulant nous rendre compte si la rotation
des tubes aprés Ia surinfection entrainait une
lyse plus rapide, nous avons comparé plusieurs
séries de cultures cellulaires inoculées et surin-
fectées, les unes laissées en position fixe (tubes
sur portoirs), les autres mises en rotation sur
tambour tournant. L’incubation s’est faite &
37" pour toutes les séries. Nous avons observé
quotidiennement tous les tubes & partir du 2
jour suivant la surinfection.

d) Effet cyvtotoxigue des suspensions d organes

Dans le but de saveir & quelle concentration
les suspensions organiques provoquent la dégé-
nérescence des cellules, nous avons inoculé &
des cultures de cellules testiculaires, des sus-
pensions centrifugées de rate, ganglion, cerveau,
rein, pancréas, a raison de 1 ml par tube. La
concentration tissulaire de ces suspensions
allait de 1/5 & 1/80. Les tubes ant été partés
a I'étuve pendant 4 jours au cours desguels
neus avons noté apparition éventuelle d’une
dégénérescence cellulaire. Puis les cultures non
dégénérées ont été infectées de virus de New-
castle (dilution 10—1) et incubées encore pen-
dant 4 jours. L’observation terminale devait
permetire de connaitre la concentration tissu-
laire maximale que pouvaient supporter les
cellules au cours de la réaction.

e) Influence de la naiure des souches virales
sui-pestiques ef Newcastle
Sui-pestiques

Ayant abordé Iétude du test EIN.D. avec
la souche virulente d’épreuve (A.L.D.) conser-
vée sous forme congelée ou lyophilisée, nous
avons poursuivi en utilisant les souches locales
isolées de cas de peste porcine naturelle. Ces
souches apparaissent moins virulentes que la
souche d’épreuve et provoquent une maladie
souvent subaigué, &voluant en 10 ou 15 jours.
Les lésions comstatées somt assez typiques:
pétéchies sur les recins, la vessie, le larynx,
ganglions hémorragiques, ulcéres du ceecum,
hématomes de la rate. Il était évidemment
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important du point de vue diagnostic de savoir
si les souches locales, moyennement virulentes,
donnajent un résultat positif avec ce test.

D’autre part, et toujours sur le plan du
diagnostic, il fallait se rendre compte si la
souche vaccinale lapinisée (*) pouvait rendre
le test positif. Ce qui aurait perturbé les résul-
tats du diagnostic dans le cas de pores vaccinés.

Pour préciser l'effet de la souche vaccinale.
nous avons inoculé aux cellules testiculaires :

— soit un broyat de rate de lapin contenant
le virus lapinisé,

— soit des broyats de rates de porcs vacci-
nés avec le virug lapinisé depuis 2, 4, 6,
8, 10 et 12 jours,

— et en outre, i titre de comparaison, la
souche vaccinale IFFA adaptée aux cei-
lules rénales de lapin, ainsi que cette
méme souche passée sur pore (broyat
de rate de porc vacciné depuis 4, 6, 8,
12 jours).

Ces cellules ont €té ultérieurement surinfec-
tées avec le virus révélateur.

Virus de Newcastle surinfectant

Pour savoir si toutes les souches de virus
de Newcastle convenaient pour le test, nous
avons utilisé une souche vaccinale vivante atté-
nuée, et des souches sauvages isolées de cas
de maladie naturelle. Ces souches ont été ino-
culées sous forme de liguide allantoidien
infecté, titré et dilué dans le milicu d’entretien
des celiules testiculaires. Neuf souches ont été
ainsi examinées : une vaccinale (Pakistanaise)
et huit sauvages pathogénes (Malgache, D 425,
D 515, Maurice, Ambatolanpy, Toulouse, Per-
drix, Pakistan).

RESULTATS

1. Activation des virms révélateurs
par le virus sumi-pestique

Activation spécifique du virus de Newcastle

Le virus sui-pestique seul m’exerce aucun
effet cytopathogéne sur les cellules testiculaires
de porc. Le virus de Newcastle de méme, sous
certaines conditions (milieu convenable et dilu-

(*) Souche SFA de HUDSON. MNoas remercions
notre confrére LARENAUDIE, da L.N.R.V. de nous
avoir procuré cette souche.

tion suffisante), n’est pas non plus cylopatho-
géne. Par contre, dans notre expérimentation,
les cultures cellulaires inoculées depuis 4 jours
avec le virus sui-pestique et surinfectées avec
le virus de Newcastle (dilution 10—+), présen-
tent & partir du 3¢ jour suivant la surinfection
quelques zones de lyse cellulaire. A ces
endroits, les cellules sont rétractées en amas
gristres et granuleux. Leur cytoplasme est
condensé et s’effiloche. En 24 heures, les trous
dans la nappe s’agrandissent et il se constitue
des flots cellulaires demeurant fixés au verre,
et entre lesquels subsistent des ponts cytoplas-
miques, La destruction cellulaire peat étre
compléte en 48 heures. Mais parfois persistent
quelques amas de cellules plus ou moins résis-
tantes & la lyse. A l'examen des lamelles colo-
rées & '’hématéine-éosing, les cellules en voie
de lyse ont un aspect fibroblastique avec un
cytoplasme filamenteux, granuleux, et qui s'ef-
tiloche en dentelle, Il v a d’assez nombreux
plasmodes multinucléés. Au centre du cercle
formé par les noyaux apparait une inclasion
cytoplasmique acidophile trés nette. Cette
méme inclusion, plus petite, se retrouve, entou-
rée d'un halo clair dans un certain nmombre
de cellules en voie de lyse. Si'on fait adsorber
sur les cellules doublement infectées, des héma-
ties de poule, celles-ci se fixent sur les amas
cellulaires non détachés du verre et contenant
du virus de Newcastle. Ceci prouve que la lyse
est bien due au développement du virus de
Newcastle.

La photo n* 1 montre une culture de cellules
testiculaires témoins (fixation au Bouin, colo-
ration 4 I'hématéine-¢osine),

Les photos n™ 2 et 3 présentent les images
de Veffet cytopathogéne dii 4 la double infec-

tion cellulaire, et de I’hémadsorption des héma-
ties de poule.

Activation spécifique du virus de Teschen

Pour les cellules testiculaires de porc, dans
certaines conditions de culture (milicux conve-
nables, dilution suffisante), le virus de Teschen
n'est pas cytopathogéne. Mais si les cellules
sont préalablement infectées de virus sui-
pestique, Leffet cytopathogéne spécifique du
virus de Teschen se manifeste & partir du 3¢
jour suivant la surinfection. Un certain nombre
de cellules s’arrondissent et se rétractent, ou
bien prennent une forme en fuseau et devien-
nent beaucoup plus réfringentes. Des trous se
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Photo 1. — Cellules testiculaires non inoculées.

Photo 2. — FEffet cytopathogéne du virus de Newcastle sur cellules testiculaires
préalablement infectées avec le virus sui-pestique : lyse cytoplasmique, plasmodes,
inclusions.
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Pholo 3. — Hémadsorption sur cellules testiculaires infeciées de virus sui-pestique et
surinfectées par le virns de Newcastle.

Photo 4. — Cellules testiculaires infectées de virus sur-peshique et surinfectées de
virus de Teschen.
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forment dans la nappe, car les cellules lysées
se détachent du verre. La destruction cellulaire
est totale en 48 ou 72 heures. Cet effet cyto-
pathogeéne est représenté sur la photo n” 4.

Spécificité de la réaction

Elle est démontrée par la présence de té-
moins et par la séro-neutralisation.

En fin d’observation, les cellules doivent étre
intactes dans tous les tubes t€moins: témoin
peste porcine, témoin organe non infecté, té-
moin milieu, témoin virus révélateur. Or les
cellules des tubes témoins ne demeurent en
bon état que si un certain nombre de conditions
sont rtespectées. Ces conditions sont étudiées
dans le chapitre snivant.

Par ailleurs le virus sui-pestique préalable-
ment neutralisé par Vimmunsérum n’est plus
apte 4 sensibiliser les cellules testiculaires au
virus de Newcastle. Nous l'avons montré en
neutralisant avec un sérum commercial (dilué
au 1/20 et au 1/40) du broyat de rate pes-
teuse contenant environ 10* DIMCT /ml, avant
de Pinoculer aux cultures cellulaires. Une par-
tie de ce broyat, non neuntralisée, a servi de
témoin d’infectiosité.

2. Milienx les plus favorables
a la réalisation du test

Nous distinguerons les milieux les meilleurs
pour la multiplication cellulaire, pour I'entre-
tien des cellules pendant la replication du virus
sui-pestique, et du virus surinfectant.

Au I stade de la réaction :
multiplication cellulaire

La premiére condition pour la bonne réussite
du test est que les cellules, au moment de
Pinoculation sui-pestique, soient en excellent
état. Il faut donc un milien convenable pour
la multiplication cellulaire {couche non granuo-
leuse et compléte en trois jours). De tous les
milicux de base expérimentés, celui gui nous
a donné les meilleurs résultats est celul compor-
tant de lhydrolysat de lactalbumine et de
I'extrait de levure en solution de HANKS.
Quant au sérum, il vaut mieux employer celui
de veau (local ou importé), et 3 la concentra-
tion de 20 p. 100. En effet les cellules appa-
raissent granuleuses et plus fragiles avec une
concentration de 10 p. 100, ou par Pemploi
d'autres sérums (mouton).

Au 2¢ stade : entretien des cellules
pendant la replication du virus sui-pestique

A ce stade, il est indispensable que le milieu
maintienne les cellules en bon état, et que le
sérum ne soit pas inhibiteur pour le virus sui-
pestique,

Pour conserver les cellules intactes pendant
les quatre jours entre Pinoculation et la surin-
fection, nous renouvelons le milieu une fois (au
2¢ jour). De tous les milieux de base étudiés,
c’est indiscutablement celui de SCHWOBEL
qui a le mieux maintenu les cellules en état.
Pas de dégénérescence méme en bordure de la
nappe ou dans le fond des tabes. On note sen-
lement des zones de condensation cellulaire ot
le tapis apparait plus dense, ce qui correspond
i des amas en plusieurs couches. Avec les
autres milienx, les cellules deviennent granu-
leuses, fibroblastiques, se rétractent par en-
droits, et parfois sont partiellement lysées.

Concernant le sérum a incorporer dans le
milieu, il faut le choisir en tenant compte de
deux critéres : it doit maintenir les cellules en
état, et il ne doit pas étre inhibiteur pour le
virus sui-pestique. Compte tenu de ces deux
exigences, nous avons choisi le sérum de mou-
ton; il n’altére pas les cellules, et il n’empéche
pas la replication du virus. Tous les lots de
sérum de mouton que nous avons testés ont
donné satisfaction. La concentration optimale
est de 10 p. 100,

Par contre, les sérums de veau et de feetus
bovin maintiennent bien les cellules, mais sont
assez souvent inhibiteurs pour le virus. Les
sérums de lapin et de porc, ainsi que le liquide
amniotique bovin permettent la replication du
virus sui-pestique, mais n’entretiennent pas les
cellules en aussi bon &tat que les sérums de
veau ou de mouten. Quant aux sérums de poule
et de poulain, non seulement ils rendent les
cellules trés granuleuses et plus fragiles, mais
en plus, ils semblent étre inhibiteurs pour le
virus.

Au 3 stade : entretien des cellules
aprés la surinfection

1l faut que le milieu maintienne les cellules
témoins en bon état et n’entrave pas la multi-
plication du virus révélateur dans les cultures
primo-infectées de virus sui-pestique.

Le milieu de SCHWOBEL cst encore le
meilleur et il permet une lecture nette des
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résultats, J1 empéche toute dégénérescence
spontanée des cellules et la Iyse par le seul
virus de Newcastle. Il permet une survie pro-
longée, méme sans renouvellement du milieu.
Quant au sérum on peut prendre indifférem-
ment celui de veau ou de mouton qui n’altérent
pas les cellules, et ne sont pas inhibiteurs pour
le virus de Newcastle. Tl vaut mieux, & notre
avis, les incorporer & 10 p. 100 plutdt qu’a
20 p. 100 (taux préconisé par KUMAGATI) (6).
Car la concentration a 20 p. 100 retarde effet
cytopathogéne et n’améliore pas, selon notre
expérimentation, I'état des cellules.

Les résultats des différents essais de milieux
et de sérums sont résumés dans le tableau n° 2,

3. Etude d’autres paramétres
de la réaction

Influence de la rotation des tubes surinfectés

La rotation des tubes aprés la surinfection
raccourcit le délai d’apparition de l'etfet cyto-
pathogéne, en général de 24 &4 48 heures. La
destruction de la nappe ceflulaire est plus rapide
et plus compléte. Mais il peut arriver aussi,
lorsque les cellules ne sont pas en parfait état
au moment de la surinfection, que la rotation
des tubes angmentant I'effet cytopathogéne du
virus surinfectant, provoque en méme temps
une lyse partielle dans les cultures témoins,
La morphologic des cellules en voie de lyse

TABLEAU N°II

Milieux et sérums expériment£s dens le test E.N.D.

[ Milieux de cultures Stade 1 Stade 2 3tede 3
Milieux de bese Etat des tat des Replication Etat des Replication
cellules cellules virele cellules virale
Hydrolyset de lactalbumine
+ extreit de levure, sol Excellent Assez bon | Non démontrée Médiocre Yon démontrée
de HANWKS
Hydrolysat de lactalbumine Médiocre Médiocre Hon démontrée MBdiccre Non démontrée
sol. BARLE
ijirig:}y;?tsg;c;igge Médiocre Médiocre on d8montrée Assez bon Possible
Milieu B.E,M. de EAGLE Lssez hon Assez bon Possible Asser bon Posaible
Milieu M.E.M. de EAGLE Mauvais Mauvais frziuizsl;‘s“e Mauvais 0
Milien 199 Médiocre Assez Lon Possible Asaez hon Possible
Milieu de SCHWOBEL Hon esseyd Excellent Borne Excellent Bonne
sérums de Veau 10 p. 100 Moyen Excellent §9uvent inhi- Excellent Bonne
iteur
20 p. 100 Excellent Bon %gg\é‘i?‘t_inhi- Moyen Retardée
Foetus bovin Ren essayé Excellent [ Inhibiteur ? Won essayé
Mouton 10 p. 100 Granuleuses| Excellent Bonne Excellent Bonne
Lapin Kon essayé Médiocre Posaible Non essavé
Pore Granuleuses | Médiocre Possible Won essayf
Poulain HNon essayé Médioere Inhibiteur ? Non essayé
Poule Hon essayé Médiocre Inhibiteur ? Non essayd
Liquide amniotique bovin Non essayé Moyen Possible Hon essayé
Lait Bcrémé MEdiocre Médicere Non dZmontrée Non essayé

— 10 —




Retour au menu

est un peu différente de celle que 'on observe
sur tubes fixes. Il se forme des amas cellulaires
a contours festonnés n’ayant pas du tout I'as-
pect effiloché et fibroblastique des cellules
demeurant immobiles.

Effet cytotoxique des noculums
trop concentrés

Les suspensions tissulaires trop concentrées
peuvent étre toxiques pour les cellules. Les
suspensions de rate, rein, cerveau le sont jus-
quau 1/5 — celle de ganglions 'est jusqu’au
1/20 — celle de pancréas 'est jusqu’au 1/80.
Ces résultats concernent des cuoltures comple-
tement développées en couche monocellulaire.
Dans le cas de cellules inoculées a la mise en
culture, les suspensions organiques doivent
¢tre notablement plus diluges.

Dilution des virus - Gammes utilisables

Pour le virus sui-pestique, nous avons exa-
miné un certain nombre de rates infectées
(souche A.L.D., souches locales). La moyenne
des résultats montre que la souche A.L.D. est
régulierement active i la dilution 103, et irré-
guli¢rement 2 la dilution 10—* Quant aux sou-
ches locales, les dilutions limites sont de ordre
de 10-2, 103,

Pour le virus de Newcastle surinfectant, la
dilution limite encore efficacc est de l'ordre
de 10—, ce qui correspond a environ 10 DICT.
En milien de SCHWOBEL, il faut une con-
centration de 10—! pour que le virus de New-
castle, inoculé seul, lyse les cellules. La gamme
convenable pour ce virus va donc de 10-2 &
10—7. Pour avoir une réponse assez rapide,
nous utilisons dans les diagnostics courants les
dilutions 10— ou 104 (soit 10* ou 10* DICT).

Quant au virus de Teschen, s’il est trop
concentr¢, il lyse les cellules, méme en lab-
sence de virus sui-pestique. Pratiquement, pour
éviter cette action indésirable, il faut le diluer
3 10-5 La dilution limite encore efficace est
de Tordre de 10-7,

Modification chronologique du test

Les résultats sont présentés dans le fableau
n° 3.

D’aprés ce tableau, on pourrait conclure que
la meilleure méthode est celle qui consiste a
inoculer le virus sui-pestique, le lendemain de
la mise en culture, et de surinfecter 2 jours
plus tard. Tl nous semble préférable de revenir
a la technique classique parce que l'inoculation
le lendemain de la mise en culture fragilise les
cellules.

Influence de la nature des souches

a) Souches de peste porcine

-— Souche A.L.D.: Les prélévements con-
servés au congélateur (— 30°) ont donné les
résultats positifs suivants: sérums lyophilisés
5/5, sérums congelés 15/29, rates congelées
15/21, rates lyophilisées 8/8, sangs lyophilisés
4/4. Certains prélévements ayant subi plusieurs
cycles de congélation - décongélation n’étaient
plus infectieux. Des sérums congelés depuis
2 ans I'étaient encore.

— Souches locales ; Dans les prélévements
congelés ou giycérinés (cerveaux), nous avons
mis en évidence le virus sui-pestique dans
14 rates sur 26, 2 cerveaux sur 16, 2 sérums
sur 5, 5 ganglions sur 7.

TABLEAD N® III

Modification chronclogique

Mise en culture Inc_acula.tion Incculation Apparition de
des cellules sui pestigue Hewcastle 1'E.C.F.
Jour 0 Jour O Non faite Cellules lysé&es

le lendemain
Jour O Jour 1 Jour 3 + au jour T
Jour O Jour 3 Jour O Négatif
Jour O Jour 3 Jour 3 + au jour 8
Jour O Jour T Jour 3 Hégatif
Jour 0 Jeur 3 Tour 7 ( t;s‘:uciz:‘;iﬁe]
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~—— Souches vaccinales : Aucune des 2 sou-
ches vaccinales utjlisées (locale dérivée de la
souche SFA, et TFFA) n’a donné de résultat
positif an test EN.D. dans notre expérimen-
tation. Qu’il s’agisse de la souche obtenue sur
lapin (rate de lapin), passée sur cellules rénales
de lapin (vaccin JFFA) ou repassée sur porc
(par vaccination). Ceci nous permet done d’ap-
pliquer le test sans nous préoccuper d’une
éventuelle vaccination antérieure.

b) Souches Newcastle

Toutes les souches examinées peuvent con-
venir, & 'exception d'une (Toulouse), car elles
donnent un résultat positif. Cependant deux
lysent 24 heures plus tét: ce sont la souche
Pakistanaise vaccinale et la souche pathogéne
d'épreuve. 1l ne semble pas que l'aptitude de
ces souches a révéler le virus sui-pestique soit
en rappoert avec leur titre cytopathogéne déter-
miné sur cellules KB.

DISCUSSION

D’aprés nos propres résultats nous estimons
que, pour l'exécution du test E.D.N., 'adoption
comme milien d'entretien du milien de
SCHWOBEL et du sérum de mouton {10
p. 100) résout les deux difficultés principales :
maintien des cellules en bon état, non inhibition
du virus sui-pestique.

Ainsi, n'est-il pas nécessaire d’augmenter le
pourcentage de sérum a 20 p. 100 comme le
recommandent KUBIN (3) et KUMAGAT (6).
Il n'est pas nécessaire non plus de tester les
sérums comme dans le cas du sérum de veau.
Il est & noter que LOAN (7} avait retenu le

sérum de chévre, et que KUMAGAI (6) avait
étudié le sérum de mouton i la concentration
de 20 p. 100.

La modification de la chronologie du test ne
nous a pas apporté de résultats appréciables.
L’inoculation le lendemain de Ja mise en cul-
ture nous donne un résultat positif, de méme
qu'a LOAN (8), mais c’est aux dépens du bon
état des cellules. L'inoculation simultanée, au
moment ou la nappe est compléte, entraine des
résultats irréguliers (idem BOOL et RES-
SANG) (1). L’inoculation inversée est pour
nous négative, alors qu'elle est parfois positive
pour ces derniers auteurs.

En ce qui concerne les souches vaccinales,
les deux que nous avons examinées donment
un résultat négatif. Alors que pour LOAN (8),
certaines souches vaccinales posifivent le test,
et que pour BOOL et RESSANG (1), la sou-
che IFFA le positive aussi.

CONCLUSION

Grace 4 'emploi du milien de SCHWOBEL
et du sérum de mouton, nous pensons avoir
amélioré [a technique du test EIN.D. en dimi-
nuant la dégénérescence spontanée des cellules,
ou l'action directe du virus surinfectant seul.
Ainsi appliqué, le test EXN.D. nous a permis
de mettre en évidence des souches sui-pestiques
locales, aussi bien que la souche d’épreuve
ALD. Les deux souches vaccinales lapinisées
ont doané, dans les conditions de Uexpéricnce,
un résultat négatif. Il nous semble donc que
ce test peut permettre le diagnostic de la peste
porcine & Madagascar, sans avoir recours a
Pinoculation du porc.

Institut d’Elevage et de Médecine

Vétérinaire des Pays Tropicaux.

Laboratoire Central de UElevage,
Tananarive.

SUMMARY

Researches on the experimental diagnosis of classical swine fever
by the exaltation method of Newcastle virus

The wvarious factors conditioning the defecting of swine fever virus
by the exaltation method of Newcastle virus, in cells culture, (EN.D. test)
are studied by the authors. They have employed as maintenance medium
of cells, this of SCHWOBEL enriched with swine serum (10 p. 100}, The
swine fever virus challenge strain and the local virulent strains give a
positive result. The two lapinized virus strains give a negative result. The
rolation of inoculed tubes accelerates the cytopathogenic process. The
most of Newcastle strains used as revealing virus are suitable, The series
of dilutions of revealing virus can have relatively wide intervals. Some too
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concentrated tissular suspensions cause the cell lysis. The suspected
material can be inoculated before the cells layer is complete. But the
inoculation, the first day of the cells seeding can cause the lysis of cells,
or delay their development.

RESUMEN

Investigaciones sobre el diagngstico experimental de la peste porcina
clisica por el método de exaltacion del virus de Newcastle

Los autores estudian varios factores condicionando el evidenciar del
virus sui-pestico por ¢l método de exaltacién del virus de Newcastle, en
cultivo celular (prueba E.N.D.). Escogieron como medio de conservacian
de las células el de SCHWOBEL enriquecido con suero de oveja (10
p- 100). La cepa sui-pestica de prueba y las cepas virulentas locales dan
un resultado positivo. Las dos cepas lapinizadas estudiadas dan un resul-
tado negative. La rotacion de los tubos inoculados acelera el proceso
citopatogeno. Convienen la mayor parte de las cepas Newcastle utihzadas
como virus revelador. La escala de diluciones del virus revelador puede
ser relativamente extendida. Ciertas suspensiones tisulares demasiado con-
centradas provecan la lisis de las células, Es posible inocular el material
sospechoso antes que la alacena celular sea completa. Pero la inoculacién
el primer dia de cultive puede provocar la lisis de las células, o diferir
su desarrollo.
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