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Propriétés de la souche de virus LaSota infectant 
en permanence une lignée de cellules rénales bovines 

par NGUYEN-BA-VY (*) 
(avec la collaboratmn technique de Mlle Martine OREN) 

La souche de virus LaSota de la maladie de Newcastle infecte en 
permanence depus 3 ans une Il&e de cellules rénales bovines (MDBK). 
Son pouvoir cytopathogène est augmenté SUI plusieurs lignées cellulaires 
(Vero, MS, BHK2,, PK,,) mais il y  a une diminution du pouvoir hémagglu- 
tinogène SUI ceufs embryonnés et un abaissement de l’index de neuroviru- 
lence sur les poussms de 1 jour. Des poulets inoculés de cette souche 
modifiée, élaborent très peu d’anticorps inhibant l’hémagglutinatmn 
@HA = 112 - 1/16) et sont immunisés par des doses supérieures à 
5 x lO”,j DICCr,,. Lors de la vaccination des volailles par l’intermédiaire 
de l’eau de boisson, une trop forte dilutian du vaccin peut provoquer une 
inactivation prématurée du virus. 

La persistance de virus dans des lignées cel- 
lulaires a été maintes fois constatée. De nom- 
breux virus sont capables en effet d’infecter en 
permanence des souches de cellules qui les con- 
servent continuellement d’une génération à l’au- 
tre : virus de la fièvre aphteuse sur des cellules 
rénales bovines (3), virus de la peste porcine 
sur des cellules PK,, (4), virus de la maladie de 
Newcastle sur des cellules L (6: 7, 9) et Hela (8) 
etc. Cette infection latente, ayant le même 
effet qu’une adaptation progressive, provoque 
des modifications des propriétés du virus. Nous 
relatons, dans cet article, les variations de celles 
de la souche LaSota du virus de la maladie de 
Newcastle infectant en permanence une lignée 
de cellules rénales bovines. 

MATERIEL ET TECHNIQUES 

Milieux de culture 

Les différentes lignées de cellules utilisées 
dans nos expériences, sauf la souche BHK?,, 

ont été cultivées dans un milieu à base d’hydro- 
lysat de lactalbumine (**) à 0,50 p. 100 dans la 
solution saline d’Earle, additionné de O,O,l p. 
100 d’extrait de levure (**)> 0,Ol p. 100 de 
L-glutamine, 0,004 p, 100 de L-arginine chlor- 
hydrate, 0,OOOl p. 100 de biotine, 0,OOOl 
p. 100 d’acide folique et de 10 p. 100 de sérum 
de veau. Le milieu d’entretien contient 3 p. 100 
de sérum. Le milieu d’Eagle modifié (5) est 
utilisé pour les cellules BHKzl. 

Titrage du virus 

La suspension virale diluée avec de la solu- 
tion saline de Hanks est distribuée à la dose de 
O,? ml par tube de cellules Vero, 5 tubes par 
dilution. La lecture se fait soit par l’observation 
directe des syncitia et des lésions cytopathiques, 
soit à l’aide du test d’hémadsorption. Les résul- 
tats sont calculés selon la méthode de Reed et 
Muench. Les titrages su des ceufs embryonnés 
de 9 jours sont effectués à la même dose. 

(*) Institut d’Elevage et de Médecine Vétérinaire 
des Pays Tropicaux, laboratoire de Virologie, 10, 
rue Pierre Curie, (94) Maisons-Alfort. (“j Difco. 
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Technique des plages 

Les dilutions virales sont mises en contact 
avec une nappe de jeunes cellules pendant 
1 heure à la température du laboratoire (230 C), 
Le milieu d’entretien à double concentration 
est mélangé juste avant la coulée avec un égal 
volume d’une solution de gélose à 2,7 p. 100 
(Bacto-agar, Difco). La solution de rouge neu- 
tre à 0,l p. 100 n’y est ajoutée qu’au jour dc la 
lecture, soit directement soit par l’intermédiaire 
d’une seconde couche de milieu gélosé. 

RESULTATS 

1. Persistance du virus 
dans une lignée cellulaire 

Une lignée de la souche MDBK de cellules 
rénales bovines fut infectée expérimentalement, 
il y a 3 ans, avec la souche LaSota du virus de 
la maladie de Newcastle à la dose de 10” DIOzo 
(dose infectant 50 p. 100 des œufs embryon- 
nés). Durant les 10 jours de culture, la nappe 
cellulaire ne fut pas détruite malgré l’existçnce 
de nombreuses cellules décollées. Rincée, tryp- 
sinée, elle permit une subculture d’aspect 
apparemment normal, mais au 5’ jour, de nou- 
velles cellules se décollèrent en abondance et 
la nappe restante fut soumise à une autre sub- 
culture. Les passages se succédèrent ainsi: à 
des intervalles de temps de plus en plus longs 
allant jusqu’à 2 à 4 semaines. 

Les liquides de ces subcultures, éprouvés 
régulièrement au cours de ces 3 années sur des 
œufs embryonnés et sur des tubes de cellules 
Vero, recélaient constamment du virus; le titre 
viral, presque nul le F jour, s’élevait à 
5 X 10”,6 DICC&nl (dose infectant 50 p. 100 
des cultures cellulaires) au bout d’une semaine 
de subculture. 

2. Effet de l’antis6rum 
sui cette infection latente 

Dans l’espoir de supprimer cette infection, 
un lot de ces cellules infectées fut traité pendant 
3 mois, à travers 6 subcultures, par l’addition 
de 1 p. 100 de sérum anti-Newcastle dans le 
milieu de culture. Aucun virus n’y fut détecté, 
mais chaque fois que l’antisérum était supprimé, 
le virus réapparaissait, en moins d’une semaine, 
dans le liquide avec un titre moyen de 
5 X 10”.” DICC.Jml. Toutefois, cet essai se 
poursuit actuellement avec un traitement beau- 
coup plus long. 

3. Augmentation du pouvoir cytopathogène 

Cette souche de virus, dénommée actuelle- 
ment LaSota/RB pour la distinguer de la sou- 
che initiale, fut cultivée sur plusieurs lignées 
cellulaires. 

Sur des cellules Vero ou MS ensemencées 
avec 1.000 DICCsO, il y avait formation de 
nombreux et vastes syncitia bien visibles à 
l’examen direct au microscope inversé. Après 
coloration, ces cellules géantes montrèrent des 
noyaux, au nombre de 10 à 50, disposés en 
couronne tout autour d’une masse cytoplasmi- 
que acidophile. Des inclusions de toute taille y 
étaient réparties irrégulièrement. Parfois on 
trouva des inclusions intranucléaires, des ima- 
ges de caryolyse et de margination de la chro- 
matine. Le tapis cellulaire fut complètement 
disloqué au bout de 5 jours, avec un titre viral 
de 5 x 10”,” DICC,,,/ml. La souche LaSota 
initiale produisit des syncitia plus petits, moins 
nets et ne détruisit pas rapidement la nappe 
cellulaire. 

La souche LaSota/RB cultivée sur des cel- 
lules BHKsl fit apparaître de nombreux syncitia 
mais les noyaux de ceux-ci n’eurent pas ten- 
dsnce à se mettre en couronne et demeurèrent 
groupés en un amas plus ou moins allongé 
selon la forme des fibroblastes. La nappe cel- 
lulaire se disloqua rapidement, libérant des 
virions complets dont le titre atteignit 5 X 10”,” 
DICCJml. 

Sur des lignées de cellules d’origine bovine 
MDBK ou porcine PKIS, la formation des 
syncitia et des inclusions intracytoplasmiques 
fut plus rare. On observa par endroits des 
images de pycnose et de margination de la 
chromatine. De nombreuses cellules se décol- 
lèrent dès le 3” jour mais le tapis cellulaire ne 
fut détruit que vers le 10’ jour. Le titre obtenu 
d’une culture sur des cellules PKli. fut de 
5 X 10”.” DIC’&,/ml et sui- des cellules MDBK 
de 5 x 1O’-E DICC&ml. 

La technique directe d’inummofluorescence, 
utilisant un conjugué d’antisérum de coq, mit en 
évidence, dans le cytoplasme des cellules Vero 
infectées, de fines granulations et d’énormes 
foyers fluorescents entourant le noyau. Avec 
la souche LaSota initiale, une fluorescence plus 
on moins nette fut observée soit dans la zone 
périnucléaire mal délimitée, soit dant tout le 
cytoplasme. 
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Fig. 1. 

Culture du virus LaSota/RB su des. cellules Vero : 
formation de syncitia et des inclusions. 
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Fig. 3. 
hmunofluorescence des cellules Vero infectées de LaScta/RB 

P 
Fig. 4. 
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L’application de la technique des plages sur 
des nappes de cellules Vero permit I’observa- 
tien, entre le 2’ et 5” jour, des plages très nettes 
de 1-2 mm de diamètre. Une prolongation du 
temps d’incubation jusqu’à 12 jours n’améliora 
pas leur taille. L’addition du sérum anti-New- 
castle dans la proportion de 10 p. 100 à une 
suspension de virus LaSota/RB contenant 
10” DICC&nl empêcha l’apparition des 
pIageS. 

4. Modification 
du pouvoir hémagglutinogène 

La souche LaSota/RB cultivée sur cellules 
Vero et BHKzl produisit une plus grande quan- 
tité d’hémagglutinine que la souche initiale, 
avec un titre HA variant entre 1/8 et 1/64 
contre l/S - 1/16 du LaSota. Le phénomène 
d’hémadsorption précoce et visible dès la 
6* heure, sou4 forme de petits foyers, gagna 
presque toute la nappe cellulaire au 3’ jour. 

Les cultures du virus modifié sur des cel- 
lules PK,, et MDBK ne produisirent que très 
peu d’hémaggluiinine dans le milieu liquide 
(HA = 1/2 - 114) bien que la réaction d’hé- 
madsorption fût toujours positive. 

b) Sur des rpufs embryonnh 

Des lots de 10 œufs embryonnés de 9 jours 
ont été inoculés respectivement avec 10 et 
100 DICC;,, dans la cavité allantoïdienne. Le 
titre viral obtenu au bout de 48 heures fut de 
5 x 10xJ DICC,,,/ml, mais le titre hérnagglu- 
tinant ne monta qu’à 1/20 - 1/40 alors que 
celui de la souche LaSota initiale était de 
1/1280 - 1/2560. Cinq passages successifs de 
la souche LaSota/RB sur des œufs embryonnés 
n’ont pas réussi à faire monter son titre hémag- 
glutinant au-delà de 1/80 - 1/160. 

c) Sur des poulets 

Une quarantaine de poulets ont reçu par 
voie buccale et nasale des doses de virus cul- 
tivé sur cellules, allant de S x lO*.’ à S x 10” s 
DICCs,,. Aucun symptôme morbide ne fut cons- 
taté chez eux. Le titre des anticorps inhibant 
l’hémagglutination examiné au bout de 3 semai- 
nes varia entre 1/2 et 1/32. 

5. Abaissement de l’indice de neurovindence 

L’indice de neurovirulence sur des poussins 
de 1 jour était environ 0,19 - 0,2 pour la souche 
LaSota initiale. L’inoculation de la souche 

LaSota/RB à 10 poussins, par la voie intra- 
crânienne, n’en a tué aucun, durant les 2 semai- 
nes d’observation. 

Son pouvoir léthal sur des embryons était 
aussi très atténué. On n’observa qu’irrégulière- 
ment la mort de quelques embryons vers le 
10” jour après l’inoculation, alors que la souche 
LaSota initiale les tuait en 5 jours. 

6. Modification du pouvoir immunogène 

Dix poulets âgés d’un mois reçurent par la 
voie buccale 1 ml d’une culture de LaSota/RB 
sur cellules BHKzl titrant 5 x 10 DICC&ul. 
Leur titre d’anticorps inhibant l’hémagglutina- 
tion (IHA) négatif avant la vaccination, n’aug- 
menta pas au-delà de l/lh, au bout de 3 semai- 
nes. Six d’entre eux succombèrent à l’épreuve 
avec une souche virulente, ainsi que les trois 
témoins. 

La même suspension virale, diluée au l/lO 
et au I/l00 dans 100 ml d’eau du robinet et 
administrée respectivement à 2 lots de 5 poulets 
chacun, qui l’absorbèrent dans un délai de 
2 à 3 heures, ne conféra aucune immunité à ces 
sujets qui moururent tous à I’épreuve par une 
souche virulente. 

Quinze poulets reçurent dans chaque narine 
1 goutte d’une culture de ce virus sur cellules 
BHK2, titrant 5 x 106J DICC,,,/ml et ayant un 
titre HA : 1/8. Leur titre IHA, négatif avant 
la vaccination, s’éleva au bout de 3 semaines à 
I/l6 chez 10 d’entre eux, 1/32 chez 3 et resta 
négatif sur 2 sujets. A l’épreuve, succombèrent 
ces 2 derniers ainsi que les 3 témoins et l’un 
des poulets dont le titre, IHA était de 1/16. 

Une autre culture de LaSota/RB sur cel- 
lules Vero (5 x 100,” DICt&/ml, titre HA: 
1/32) fut administrée per os à la dose de 1 ml 
à 8 poulets âgés de 2 mois. Le titre IHA négatif 
avant la vaccination était inférieur ou égal à 
1/8 au 22e jour. Un seul des vaccinés fut tué 
par l’épreuve d’inoculation de 10zDIO,O (dose 
infectant SO p. 100 des œeufs embryonnés) d’une 
souche virulente, ainsi que les 3 témoins. 

Les résultats de ces vaccinations ont montré 
une relation entre les doses de virus adminis- 
trées et le degré d’immunité obtenu. Les poulets 
étaient mal protégés par des doses égales ou 
inférieures à 5 x 10G,s DICt&. Avec un vaccin 
LaSota dilué dans l’eau de boisson, ALLER et 
ALLAN (1) ont trouvé que la dose minimale 
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protectrice pour chaque poulet était de loi,” - 
10’ DIO,,,. 

L’échec de l’expérience no 2, au cours de 
laquelle la suspension virale a été diluée dans 
l’eau de boisson, peut être imputée non seule- 
ment à l’insuffisance de la dose vaccinante 
mais aussi à la toxicité de l’eau de boisson 
vis-&+ du virus. Eu effet une suspension du 
virus LaSota/RB contenant 5 X loj DICC,,,’ 
ml a été diluée au l/lO et au l/lOO avec de 
l’eau courante de ville, puis incubée à la tem- 
pérature du laboratoire (23O C); des prélève- 
ments furent effectués immédiatement et au 
bout de 30 minutes, 1, 2 et 3 heures pour être 
titrés sur des tubes de cellules Vero. Les résul- 
tats montrèrent que la dilution au l/lOO avec 
de l’eau de robinet abaissait le titre viral 
de 1 log.,, entre 1 et 2 heures et de 2 log.,,, au 
bout de 3 heures d’incubation, tandis que la 
suspension au l/lO gardait approximativement 
le même titre au bout de ce temps. 

Afin d’examiner l’effet de la température, 
une autre suspension virale ayant 10G DICCjn/ 
ml fut incubée au bain-marie à 4P C. Elle 
résista à ce traitement pendant 20 minutes et 
sou titre viral ne s’abaissa qu’après 30 minutes 
en perdant 3 log.,, au bout de 60 minutes. 
A 560 C pendant 30 minutes, elle perdit tout 
pouvoir infectieux. 

COMMENTAIRES 

Nous avons maintenant à notre disposition 
une souche de virus de la maladie de Newcastle 
ayant un pouvoir cytopathogène très régulier et 
bien marqué, ce qui nous facilite la recherche 
des anticorps neutralisants et les titrages des 

antisérums sur cultures cellulaires. De vastes 
syncitia bien visibles, au bout de 48 heures, par 
un simple examen des cultures, et la destruction 
massive de la uappe cellulaire, notamment sur 
des cellules Vero, vers le 9 jour, nous évitent 
le plus souvent d’avoir recours au test d’hémad- 
sorption. Ou a tout intérêt à utiliser de jeunes 
cellules qui sont les plus sensibles et peuvent 
être distribuées en même temps que les mélan- 
ges virus-sérum dans les tubes. 

Les passages répétés et la persistance du 
virus de Newcastle sur des cellules hétérologues 
pourraient constituer l’un des moyens d’atté- 
nuation des souches virulentes. La dimi- 
nution du pouvoir hémagglutinogène sur œufs 
embryonnés de la souche LaSota/RB et l’abais- 
sement de sou index de neurovirulence semblent 
être des modifications stables car le retour aux 
passages sur ceufs embryonnés ne l’a pas fait 
revenir à son état initial. Il est intéressant 
d’obtenir une souche de virus immunogène 
mais non hémagglutinogène; ce qui permettra 
la distinction entre les volailles vaccinées et les 
contaminées lors des enquêtes sérologiques. 

La vaccination anti-Newcastle par l’intermé- 
diaire de l’eau de boisson était couramment 
utilisée. On a préconisé l’emploi de l’eau de 
pluie ou de l’eau de source pour éviter les 
antiseptiques mélangés dans l’eau courante des 
villes. YOSHIDA et collab. (1~0) ont proposé 
l’addition d’hyposulphite de sodium dans cette 
dernière eau pour neutraliser les effets néfastes 
du chlore. ALLER et ALLAN (2) ont trouvé 
que la perte du titre du virus LaSota dilué dans 
l’eau de boisson était insignifiante au bout de 
4 heures à 29 - 270 C. Cependant des cas 
d’échec de vaccination naus ont été rapportés, 
même avec l’usage de l’eau de source et une 
absorption rapide de la dilution virale dans un 
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délai de quelques heures. Nous pensons en trou- 
ver l’expkation dans la trop forte dilution du 
vaccin dans l’eau. Théoriquement un flacon de 
vaccin pourrait être mélangé indifféremment 
dans 1 volume ou dans 10 volumes d’eau à 
condition que toute cette eau soit absorbée par 
les volailles. En réalité, un poulet qui boit 
10 volumes d’un mélange virus-eau au l/lOO 
n’acquiert pas forcément la même quantité de 
virus vivants que celui qui reçoit 1 volume d’un 
mélange au l/lO, parce que ces mélanges ne 
sont pas absorbés instantanément et qu’au bout 
d’un certain temps le titre viral du mélange 
au li100 s’abaisse beaucoup plus rapidement 
que celui du mélange au l/lO. Le fabricant 
doit donc déterminer pour chaque type de vac- 
cin non seulement un titre suffisant de virus 
mais encore sa capacité de se conserver dans 
une proportion déterminée de l’eau de boisson 

et cela dans un laps de temps bien défini. En 
négligeant cette précaution, on s’expose à des 
risques d’échec par inactivation prématurée du 
virus. Un vaccin fabriqué sur des cultures cel- 
lulaires ne pourrait être mélangé dans la même 
proportion d’eau que celui obtenu des cultures 
sur œufs embryonnés, même s’ils contiennent 
des titres équivalents de virus. En outre l’addi- 
tion de stabilisateurs dans l’eau de boisson n’a 
de valeur que si on a indiqué clairement le 
volume d’eau maximal utilisable wcc chaque 
flacon de vaccin. 
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Propetites of LaSofa virus strain persistently iofeeting 
a bovine kidmy eell lime 

The LaSota strain of Newcastle disease virus persistently infected 
3 years ago a bovine kidney ce,, iine (MDBKI. It shows an increnx of 
cytopathic effect in several cell lines (Vera, MS, BHK?,, PK,,), a decrease 
of hemagglutinin titer in embryonated eggs and a fal! of neurovirulence 
index in day-old chicks. Chickens inoculated with this modified strain, 
produce low titres of inhlbitian hemagglutination antibodies (IHA = 1/2 
1/16) and are immuniaed with doses above 5 x 10” ’ TCID,,,. When tap 
water is used for administering this vaccine, a viral inactivahun cari unti- 
mely be produced with high dilution of vaccine in vater. 

RESUMEN 

Propiedades de ,a eepa de virus LaSota infectando 
en fuocih eantinua um linea de eélulas recales de bovinos 

La cepa de virus LaSota de la enfermedad de Newcastle sigue infec- 
tando una linea de célular renales de bovinos (MDBK) desde hace tres 
a6os. Se aumenta su poder citopatogeno en varias Iineas celulares (Vero, 
MS, BHKo,, PK,,) pcro hay una dismmuci6n del poder hcmagllutinogeno 
sobre huevas embrionados y un descenso de, indice de neuravirulencia 
en 10s pollitos de un dia de edad. Pollitos inoculados par dicha ccpa modi- 
ficada elabaran muy pocos antsuerpos inhibiendo la hemaglutinac%n 
(IHA = 19 - 1/16); dosia superiores a 5 X 10”,’ DICC,,, 10s inmunizan. 
Durante la vacunaci6n de las aves de corral mediante agua de bebida, una 
demasiado fuerte dilution de la vacuna puede provoca: una inactivaci6n 
~rematura del virus. 
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