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is possible by the operation combined with antibiotics even with mediastinitis and
pleuresy. The esophagus must be closed by rubber ligatures cranial and caudal of the
foreign body before it is opened. Sometimes partial resection is necessary. Further
indications are dilatations of the esophagus, which as a rule are immediately before the
cardia. The incision is made in the 10th left intercostal room. Only the muscle coat of
the esophagus is cut, not the mucosa. No suture. Dilatation of the cranial portion of
the esophagus before the basis of the heart is yare. Two such cases, caused by
persistency of the ductus Botalli, are described.

Les cultures de tissus1

Leur utilisation, pour It diagnostic des viroses veterinaires

Par L. A. Martin,
Chef de Service k l'lnstitut Pasteur du Maroc, Casablanca

Introduction

Pour poser un diagnostic etiologique de maladie a virus, rappelons qu'il
existe trois methodes principales.

Premiere methode: Mise en evidence du virus vivant.
Deuxieme methode: Recherche dans le serum des anticorps soit deviants,

soit neutralisants.
Troisieme methode: Recherche du virus antigene.

La premiere methode: Mise en evidence du virus ä partir de prelevements
pratiques soit sur le vivant, soit sur le cadavre, comprend 3 temps.

ler temps: Isolement du virus.
2me temps: Identification du virus.
3me temps: Rapports entre le virus isole et la maladie en cause.
Le ler temps, l'isolement du virus se fera soit par inoculation du produit

suspect a l'animal de laboratoire suppose sensible, soit par culture du virus
sur un substratum vivant, puisqu'un virus ne pousse pas sur un milieu
inerte. Ce substratum vivant sera soit l'ceuf embryonne, soit les tissus en
culture «in vitro».

Voici done la place reservee aux cultures de tissu dans l'ensemble des
methodes qui concourent ä l'etablissement du diagnostic etiologique des
maladies ä virus.

Nous allons examiner:

1. les cultures de tissu;
2. la culture des virus en cultures de tissu. Pour certains virus, presque

1 Expose fait le 10 juillet 1957 devant la Societe des veterinaires genevois.



Lbs cultures de tissus 729

tous humains, leur mise en culture sur tissus cultives «in vitro» est dejä un
procede diagnostique courant. Pour d'autres, l'utilisation de ce procede n'est
encore qu'au stade de la recherche. Un grand nombre de virus enfin n'ont
pas encore ete transferes sur cellules en culture «in vitro».

I. Les cultures de tissu

Avant d'en arriver aux techniques modernes utilisees en virologie, rap-
pelons rapidement le nom des precurseurs.

C'est en 1906 et en 1907 qu'un biologiste americain, le docteur Ross
Harrison [1], eut l'idee d'appliquer ä la culture cellulaire le procede de la
goutte pendante, utilise par des bacteriologistes comme Roux des 1885 et
comme Born en 1896 pour cultiver des lignees microbiennes issues d'un seul

germe. Harrison observa la croissance de fibres nerveuses a partir de
fragments de tissu nerveux de grenouille depose dans une goutte de lymphe.

Pendant 50 ans les techniques aux perfectionnement desquelles sont lies
les noms de Burrows, Carrel, Lewis, Fischer, Parker, Earle, Barsky, Lepine,
Frenkel et de tant d'autres devaient conduire aux precedes actuels d'exe-
cution relativement facile pour les laboratoires specialises surtout depuis
que antibiotiques, antifongiques et sterilisation de Fair ambiant neutralisent
les petites infections surajoutees, mais c'est seulement depuis quelques
annees que les cultures de tissu entrerent dans le domaine de la virologie
pratique.

Jusqu'ä une epoque recente, les cultures de tissu etaient surtout utilisees
comme moyen d'etude de la physiologie cellulaire. La recherche systematique
des differents constituants obligatoires des liquides de culture (sels, acides
amines, vitamines, conditions de pH et de rH) fit faire de grands progres
non seulement ä la physiologie mais aussi ä la Chirurgie. Les celebres etudes
sur la cicatrisation des plaies de Carrel, plus tard toutes les greffes de tissu
et d'organes, ont profite des connaissances acquises en cultivant des cellules
«in vitro». Mais si, depuis plus de 20 ans, de nombreux virus avaient ete mis
en presence de cellules soit en survie, soit meme multipliees in vitro, la
preuve de la multiplication des virus dans ces conditions n'etait apportee
que par retour a l'animal sensible, ce qui enlevait a la methode une grande
part de son interet diagnostique.

Une ere nouvelle s'ouvrit avec les travaux de Enders, Weller et Rob-
bins [2] qui montrerent que certains virus pouvaient traduire leur presence
et leur multiplication «in vitro» par des effets cytopathogenes specifiques
d'une observation relativement aisee.

Pour cultiver un tissu «in vitro», il faut:
1. Prelever des fragments de tissu vivant soit par biopsie, soit sur le

cadavre dans les toutes premieres heures apres la mort.
2. Transferer ces fragments convenablement traites dans le recipient oü

les cellules qui en deriveront se multiplieront.



730 L. A. Mastix

3. Adjoindre un milieu nutritif que l'on renouvelera au fur et a mesure
des besoins pour permettre non seulement la survie mais aussi la multiplication

«in vitro» des cellules explantees.

II ne faut pas considerer comme culture de tissu, le procede qui consiste
a adjoindre a un milieu liquide une masse de cellules explantees qui jouent
le role d'aliment vivant. Dans un tel milieu s'il y a bien culture du virus, il
n'y a pas culture de tissu.

L'exemple le mieux connu et le plus exploite est eelui de la methode de Frenkel
[3, 4] pour la culture du virus aphteux sur le plan industriel. La couche profonde de la
muqueuse linguale de bovins non infectes est incorporee en quantite süffisante ä un
liquide nutritif special (350 cc pour un epithelium lingual) et le tout ensemence de
virus et maintenu ä 37°. Cette technique permet la multiplication intense du virus en
20 heures. Le procede moderne utilise des cuves de 600 litres oü l'on peut traiter ä la
fois 300 ä 500 epitheliums. Une autre Variante qui allie culture de tissu et culture de
virus est la methode de J. Andre-Thomas et de ses collaborateurs [5] qui creant un
embryome specifique geant chez la vache y cultivent le virus aphteux. II s'agit la
d'une culture de tissu in vivo et non plus in vitro. Rappelons aussi le procede de Borrel
[6] de culture de virus claveleux: on cree sous la peau du mouton une enorme pustule
aseptique ä l'aide d'un virus adapte it la vie sous-cutanee, et Ton recolte en quelques
jours de grandes quantites de virus.

La multiplication «in vitro » de tissus explantes repondra a deux modes
totalement differents:

A. les techniques utilisant les explants primaires de tissus renouveles ä
chaque experience;

B. les techniques utilisant les souches de cellules-stock, repiquees au
laboratoire et maintenues en culture continue.

A. Methode des explants primaires:
Trois facteurs conditionnent cette methode:
a) l'explant,
b) le support sur lequel se developpent les cellules,
c) le milieu nutritif.

a) L'explant: Origine. II est impossible de dresser la liste de tous les
tissus qui ont ete essayes par un nombre toujours plus grand de chercheurs.

Le but utilitaire lointain etant un emploi de la culture obtenue en
Virologie; il est evident que les chercheurs se sont adresses de preference ä

l'espece animale qui hebergeait naturellement le virus qu'ils se proposaient
d'etudier.

Quel que soit le tissu choisi, embryonnaire ou adulte, animal ou humain,
normal ou neoplasique, il sera preleve aussi aseptiquement que possible.
Ce n'est pas tres difficile s'il s'agit d'une piece operatoire humaine; fragment
de tumeur ou foetus dans ses enveloppes lors d'avortement chirurgical pro-
voque. Le placenta humain normal, plus specialement l'amnios, recolte sui-
vant une technique precise sera une source abondante de cellules epitheliales.



Les cttltukes de tissus 731

Les tissus animaux seront preleves soit au laboratoire, soit ä l'abattoir
sur des animaux saignes au prealable. Sur un organe volumineux, rein,
coeur, foie, il est facile au laboratoire d'eliminer les couches superficielles
qui ont pu etre contaminees.

Le tissu choisi, soigneusement lave, sera reduit avec des ciseaux ou des
lames de rasoir en fragments de 1 a 2 mm2 ä bords bien nets.

b) Le support: Les fragments sont deposes sur la generatrice d'un tube
(ou reparti dans une boite) qui aura prealablement ete enduit d'une couche
de plasma. Les fragments sont fixes par adjonction de quelques gouttes
d'extrait embryonnaire qui coagule le plasma et englobe les fragments.

Dans d'autres methodes il sufnra souvent de deposer les fragments sur
le verre bien sec (Pyrex obligatoire suffisamment propre, ou autre verre
traite par le Rhovinal, substance synthetique permettant l'adherence des
cellules au verre).

c) Le milieu: II y en a de tres nombreux. lis seront soit naturels, soit
synthetiques, soit le plus souvent mixte.

Iis comprendront en general 4 groupes de substance:

1. des sels mineraux;
2. des corps organiques simples: glucose, acides amines;
3. des vitamines et des facteurs de croissance;
4. des produits naturels de composition mal definie: extraits embryon-

naires et serum.

La qualite de l'eau employee a une enorme importance et sera en principe

toujours bi-distillee sur verre.
Les composants du milieu choisi varieront suivant son utilisation. Au

depart d'une culture le milieu sera plus riche en albumines pour assurer une
nutrition abondante des cellules. Plus tard on diminuera le serum pour
ralentir la vitesse de croissance cellulaire et eviter les degenerescences.

L'observation quotidienne des fragments explantes montre tres rapide-
ment, d'abord une foule de petites cellules rondes, mobiles, qui s'echappent
du fragment et ne se multiplient pas. Puis on voit apparaitre des cellules
pointues aux 2 bouts, claires qui se ramifient peu a peu et dessinent entre
elles l'image stylisee d'un tissu conjonctif plus ou moins discontinu.

Ce sont des fibroblastes ou cellules conjonctives qui apparaitront toujours
et souvent exclusivement dans beaucoup de cultures de tissus embryonnaires
et aussi de tissus adultes.

Pour obtenir regulierement des cellules de type epithelial a partir de
tissus embryonnaires ou adultes sains il fallut attendre que fussent intro-
duites dans la technique les methodes de la trypsination.

Cette methode a pour but la dissociation d'un tissu pour en liberer les
elements cellulaires. Ce ne sont plus des fragments de l'organe donneur
ayant conserve leur integrite anatomique que l'on explante, mais c'est une

59
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suspension de cellules liberees a l'unite ou par groupe de quelques cellules
que l'on met en culture.

Le tissu reduit aux ciseaux en petits fragments est introduit dans un
Erlenmeyer avec un volume süffisant de solution de Trypsine a 0,25%
environ. On opere de preference ä 30°. Le liquide est constamment agite a
l'aide d'un agitateur magnetique. Le premier liquide est rejete au bout d'en-
viron 30 minutes et remplace par de la solution fraiche de trypsine. Apres
10-15 minutes, le liquide qui contient de nombreuses cellules en suspension
est vide dans une fiole refroidie pour arreter Taction de la trypsine. On
renouvelle Toperation jusqu'a epuisement de l'organe en cellules recupe-
rables. Tous les liquides de digestion sont reunis et centrifuges, les cellules
lavees plusieurs fois et enfin mises en suspension dans le liquide nutritif
choisi en proportion determinee apres numeration ä l'hematimetre. Des
volumes adequats de suspension cellulaire titree, sont introduits dans les
tubes ou flacons de culture (Boite de Roux par exemple) qui sont aban-
donnes ä plat.

Les cellules sedimentent, se collent au verre et commenceront plus ou
moins rapidement a se diviser et ä recouvrir peu ä peu la surface du verre
d'une couche monocellulaire.

Suivant la nature de l'organe d'oü proviennent les cellules origines et la
composition du milieu de culture, on obtiendra soit des fibroblastes, soit des
cellules de type epithelial, plus difficiles ä obtenir mais beaucoup plus
interessantes pour l'utilisation en virologie.

En resume, la methode des explants primaires, qu'il s'agisse de fragments
de tissu ou de cellules isolees, donne facilement et rapidement des
fibroblastes, moins facilement et moins rapidement des cellules epitheliales. Mais
eile comporte de graves inconvenients:

1. La necessite d'avoir recours chaque fois que Ton veut une nouvelle
culture a des donneurs: biopsie, foetus, organes adultes, ne sont pas toujours
faciles ä se procurer au jour voulu et regulierement.

2. En admettant toutes les conditions egales d'une experience ä l'autre,
ce qui n'est pas toujours vrai, le fait de partir d'organes d'individus diffe-
rents amene un element variable dans la qualite des cellules obtenues, ce

qui nuira aux experiences ulterieures menees ä l'aide de ces cellules.
3. On sait enfin qu'il existe, au moins dans les cellules issues de la corti-

cale des reins de singes cynomolgus et rhesus, des agents transmissibles de
culture en culture provoquant des lesions caracterisees par d'enormes masses
syncitiales avec vacuolisation intense du cytoplasme. Ce «virus spumeux»
isole en culture de tissu en 1955 par Rustigian, Johnston et Reinhardt [7]
fut retrouve (huit souches differentes) en 1956 par Hull et ses collabora-
teurs [8].

Ces virus pathogenes pour la cellule-singe sont totalement inoffensifs pour
le singe adulte ou pour d'autres animaux.
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De tels virus posent de serieux problemes pour le controle des vaccins
antipoliomyelitiques dont l'innocuite est verifiee en autres precedes par
l'absence de toute action cytopathogene sur des cultures de cellules de rein
de singe.

11 est evident que l'obtention de lignees eellulaires continues, toujours
disponibles pour l'experimentateur et au moins dans certaines limites sem-
blables a elles-memes, devait pallier aux ineonvenients des explants pri-
maires. C'est ainsi que naquit la seconde methcde qui utilise les souches de
cellules-stock.

B. Les souches de cellules en culture continue:

Si la chose parait simple en principe, eile n'est pas toujours facile ä
realiser. Les fibroblastes qui s'obtiennent plus facilement que les cellules
epitheliales ont ete les premiers cultives en lignee continue.

La lignee de fibroblastes de poulet isoles en 1914 a l'lnstitut Rockefeller
serait d'apres un recent article (Poleff [9]) toujours entretenue. La Souche L
de Earle a ete isolee d'une seule cellule fibroblastique provenant de la culture
de tissu conjonctif sous-cutane d'une souris (Sandford, Earle et Likely [10].
C'est ä l'aide de cette souche que Earle et son equipe etudierent longuement
la nutrition cellulaire.

Les fibroblastes humains normaux purent etre cultives en survie en 1953

par Swim et Parker [11] ä, partir de muscles sous-cutanes d'embryon
humains. Cette souche etait sensible a un virus poliomyelitique. Mais c'est
seulement en 1951 que Gey, Coffman et Kubicek [12] reussirent ä fixer une
lignee de cellules epitheliales nees d'un carcinome du col uterin. Cette souche
mondialement connue sous le nom de «HeLa cells» est maintenant bien
fixee et se cultive avec une relative facilite. Elle a trouve son utilisation la
plus grande dans le diagnostic de la poliomyelite.

D'autres souches, la souche KB de Eagle [13], la souche «Detroit 6» de
Berman, Stulberg et Ruddle [14] furent isolees en 1955 toujours ä partir
de tissus neoplasiques.

Si ces souches sont utiles et interessantes, elles se trouvent exclues de par
leur origine de toute utilisation pour la production d'antigenes destines a
l'homme.

En 1954, un auteur americain Chang [15] reussit a fixer un certain nom-
bre de lignees epitheliales continues a partir d'organes humains sains.

L'obtention et l'entretien des lignees de cellules en culture continue a
donne aux virologistes un instrument de travail d'une immense valeur;
encore faut-il que ces cellules se reproduisent semblables ä elles-memes, de
generation en generation. Ce n'est pas toujours le cas. La souche HeLa par
exemple, la mieux connue et la plus etudiee, presente parfois des mutations
qui peuvent se traduire soit dans ses qualites (par exemple sa receptivite
aux virus poliomyelitiques disparait), soit dans sa morphologie, avec apparition

de cellules geantes multinucleees.
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La culture des tissus animaux a ete naturellement tentee sur une large
echelle, mais si les primocultures de tissus les plus variees ont ete maintes
fois reussies par un grand nombre d'auteurs, je n'ai trouve nulle part
Vindication precise que des lignees cellulaires provenant d'animaux sains soient
ä l'heure actuelle entretenues dans les laboratoires et il y a la, ä n'en pas
douter, une lacune a combler.

II. Culture des virus en culture de tissus

Nous allons essayer de passer en revue les principaux virus dont la mise
en evidence peut etre realisee, grace ä l'emploi des cultures de tissus.

1. Chez I'homme: C'est la plus grande gloire de Enders, Weller et Robbins [2],
d'avoir montre en 1949 au terme de longues etudes poursuivies pendant plus de 4 ans
que les virus poliomyelitiques etaient capables de se multiplier dans les fibreblastes
issus des fragments explantes de differents tissus liumains ou simiens. Iis montrerent
le pouvoir cytopathogene, facilement contrölable sous le microscope, de ces virus pour
les cellules. Iis demontrerent la specificite des lesions cellulaires observees en neutrali-
sant le pouvoir cytopathogene des virus ä l'aide de serum antispecifique.

Les consequences de ces travaux furent immenses. Iis detruisaient le dogme de la
specificite cellulaire des virus et de leur tropisme etroit. Iis introduisaient en virologie
un instrument de travail sans pareil.

Les cellules en culture, isolees de toute influence nerveuse ou hormonale deviennent
un milieu de culture pour virus analogue au tube de bouillon des bacteriologistes.
D'oü possibilite d'isoler des virus ä partir des sources naturelles sans frais excessifs et la
possibilite d'enquetes epidemiologiques qui etaient prohibitives avec les recherches de
virus sur animaux de laboratoire.

C'est ainsi que dans un laboratoire bien equipe l'isolement et le typage d'un virus
poliomyelitique & partir des selles d'un malade ne demande pas plus de 4 ä 5 jours.

Mais la methode devait se reveler d'un interet insoupjonne au debut. C'est ainsi
qu'un deuxieme grand groupe de virus humains, situe & cote des virus poliomyelitiques,
benefieia rapidement de ces techniques nouvelles: le groupe des virus Coxsackie. Ces
virus dont la diversite antigenique est de plus en plus grande sont l'agent chez l'homme
de la Pleurodynie epidümique, de certaines meningites aseptiques epidemiques et
d'encephalomyocardite du nourrisson. Iis ont ete isoles la premiere fois par Dalldorf
et Sickles [16] sur souriceaux nouveau-nes, dos selles de deux enfants paralyses. Des
1954 Crowell et Syverton [17] etudiaient le pouvoir cytopathogene de 23 souches de
virus Coxsackie, representant 16 types antigeniques. Un troisieme groupe de virus
humains qui ne furent isoles, classes et etudies que grace ä leur pouvoir cytopathogene
in vitro, est le groupe des virus A.P.C. (Adenoidal, Pharyngeal Conjonctival viruses)
decrit en premier par Howe, Huebner, Gilmore, Parrott et Ward [18] qui isolaient un
agent cytopathogene des amygdales d'enfants sur cultures de cellules HeLa.

Cet agent A.D. (Adenoid Degeneration Agent) etait retrouve independamment
l'annee suivante (1954) par Hilleman, Werner et Stewart [19] dans des liquides de
lavage de gorge de malades atteints de P.A.P. (Primary atypical pneumonie) et de
A.R.D. (Acute Respiration Disease), le tout rassemble sous le vocable de «Respiration

Illness ». D'oü le nom de R.I. 67 donne ä la souche type du virus de Hilleman
et Werner. Ces virus R.T. 67 et A.D. sont maintenant reunis dans le groupe des virus
A.P.C. responsables non seulement de maladies de l'arbre pulmonaire, mais aussi
d'une kerato-conjonctivite öpidemique dont l'etiologie exacte n'a pu etre fixee que
grace aux cultures de tissu.
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Enfin dernier groupe de virus humains, les virus ECHO (Enteritic cytopathogen
human orphan virus) ont etc isoles d'abord par Melnick en 1954 [20] puis presque en
meme temps par Alvarez et Sabin [21]. Par la suite des souches cytopathogenes furent
isolees dans differentes parties du monde et le nombre des types antigeniques des virus
ECHO se monte k l'heure actuelle ä 13 [22] L

A ces grandes families de virus humains cytopathogenes pour les cellules d'origine
humaine ou simienne, il faut ajouter d'autres virus capables de se developper chez
l'homme, egalement doues de pouvoir cytopathogene «in vitro ». Deux auteurs ameri-
cains, Sherer et Syverton, montrerent ainsi les qualites cytopathogenes du virus de la
choriomeningite lymphocytaire des virus de l'encephalite equine, type Est et type
Ouest, de la vaccine, de l'herpes et du virus de la maladie d'Aujesky.

Par contre, le virus de l'encephalite de St-Louis et celui de l'encephalite japonaise B
peuvent se multiplier en culture de tissu humain, mais n'y exercent pas ,un pouvoir
cytopathogene [23]. Le virus de la rougeole provoque sur culture de rein de singe ou
d'homme et sur cellule carcinomateuse K.B. l'apparition de cellules geantes multi-
nucleees (Enders et Peebles [24], Dekking et McCarthy [25]). Un tel effet peut etre inhibe
par du serum de convalescent.

2. Chez Vanimal: Ainsi que je l'ai dej& souligne, je n'ai pas trouve de trace dans la
litterature de l'etablissement de lignees de cellules epitheliales isolees soit de tissu
sain, soit de tissu neoplasique, de nos grands animaux domestiques. Toutes les re-
cherches puhliees sur l'isolement in vitro de virus animaux indiquent l'emploi d'ex-
plants primaires soit fragments sur plasma, soit cellules trypsinees poussant en couche
monocellulaire.

Chez le cheval le virus de la stomatite vesiculeuse a un effet cytopathogene sur les
cultures de cellules epitheliales de langue de bceuf et sur les cellules de rein de cobaye.
Le virus peut se multiplier aux depens des cellules en survie s'il est mis en contact
avec la suspension cellulaire fraichement preparee. L'effet cytopathogene du virus sera
facilement observe si le virus est depose sur des cultures cellulaires en tubes roulants
ägees de 5 k 7 jours. La specificite de ces lesions est demontree par la neutralisation
specifique par un serum immun (Bachrach, Callis et Hess [26, 27]).

Le virus de Vavortement de la jument se propage dans les cultures de tissu de rate et
de poumon de chat et dans les cultures de tissus adultes de cheval (Trompe de Fallope,
poumon, rate, etc.). II n'y a pas d'effet cytopathogene mais apparition d'inclusions
intranucleaires specifiques dans les cellules en culture. Le virus de quinzieme passage
«in vitro» provoqua 1'avortement chez une jument (Randall et coll. [28, 29, 30]).

Les virus des encephalites equines dont on sait l'ubiquite zoologique naturelle se

propagent non seulement dans les cultures de cellules HeLa avec action cytopathogene
(Sherer et Syverton [23] 1954) mais se multiplient dans les cellules d'embryon de
poulet transfere in vitro (Dulbecco et Vogt 1954 [31]) et meme dans des cellules d'em-
bryons de poissons vivipares du genre gambusia (Sanders et Soret 1954 [32]).

Parmi les virus propres aux bovins le cow-pox a ete un des premiers k etre mis sur
cultures de cellules. Les precurseurs utiliserent naturellement les cellules en survie:
cultures en gouttes pendantes, puis möthode de Maitland. C'est une methode analogue
qu'employerent encore recemment Ramon et ses collaborateurs [33]. En 1940, Feller,

1 Ces virus semblerent au debut etre uniquement saprophytes et non pathogenes pour
l'homme bien que la responsabilite de certains types de virus ECHO dans l'etiologie de
certaines meningites aseptiques parait se degager des recherches faites ces deux dernieres
annees. De plus le Docteur Melnick a indique au cours de la derniere conference internationale

de la poliomyelite (Geneve, 6—12 juillet 1957) que des souches de virus ECHO ont ete
isolees chez le singe (sous le nom de virus ECMO) et des virus de ce groupe feront peut-etre
un jour leur apparition en veterinaire puisque le Docteur Melnick a reserve les appellations
de virus ECSO pour des virus isoles de l'intestin du pore et de virus ECBO pour ceux isoles de
l'intestin de bovins. J'ignore s'il s'agit d'une simple precaution ou si veritablement de tels
virus ont ete ä l'heure actuelle isoles.
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Enders et Weller [34] obtiennent la multiplication du virus sur tissus embryonnaires
de poulets mis en culture mais sans observer d'effets cytopathogenes. Par la suite les
auteurs, et ils sont relativement nombreux, qui cultiverent le virus vaccinal sur
cellules explantees constaterent tous une action cytopathogene du virus qui fut speciale-
ment decrite et etudiee par Benedek et Kempe, qui cultiverent le virus sur cellules
embryonnaires de poulet, cellules de coeur d'embryon de poulet, peau et muscle
embryonnaires humains et tissu renal embryonnaire humain [35]. Wesslen en Suede
[36] cultive «in vitro» les cellules pulmonaires d'embryons de bovins de 2 a 3 mois
preleves dans leurs enveloppes & 1'abattoir. Le virus ensemence sur cultures de cellules
de 6 jours provoque une degenerescence cellulaire facilement controlable. II se mul-
tiplie activement dans les cultures et il y a 1& un procede non seulement de diagnostic
mais aussi de production d'un virus vaccinal sterile parfaitement actif. J'ai moi-
meme pu cultiver le virus vaccinal sur cellules renales de veau explantees. Apres
adaptation d'un virus dermotrope de genisse ä la vie sterile sur cellules, les effets
cytopathogenes s'observent facilement en 48 heures environ. Le titre du virus reste
eleve mais les premiers essais que j 'ai pu faire sur le lapin quant au pouvoir protecteur
d'un tel virus, ne sont pas tres encourageants [37],

Le virus de la peste bovine, tout au moins celui adapte au lapin, a ete mis sur
cellules des ganglions lymphatiques, de rate et de moelle osseuse de lapin, par Takematsu
et Morimoto [38] en 1954 au Japon. J'ignore si la methode est utilisable sur le plan
diagnostique.

Le virus de la fievre aphteuse a ete transfere par Sellers [39] stir des cultures de
cellules de rein de veau et de rein de pore en couche monocellulaire (cellules trypsinees).
Bachrach, Hess et Callis [40] mettent en culture des cellules de rein, soit de pore, soit
de veau suivant une technique classique, et obtiennent au cours des 14 passages qu'ils
ont realise, k la fois des effets cytopathogenes et une multiplication du virus ce qui fut
mis en evidence, soit par des tests quantitatifs de neutralisation, soit par inoculation
ä l'animal. L'annee suivante la question est reprise par Petermann, Long et Macko-
wiack [41] qui obtient des resultats analogues. La multiplication du virus aphteux sur
cellules epitheliales issues de tissu renal de veau est done un fait acquis. Ce procede
peut servir soit a la production du virus, les reins d'un seul veau permettent de
preparer 50 boites de Roux de cellules, soit, comme methode annexe des methodes sero-
logiques pour le diagnostic de la maladie par l'isolement de souches nouvelles du virus.
A ce sujet, Sellers [39] a pu montrer que si le virus de la fievre aphteuse detruit les
cellules epitheliales, il ne s'attaque pas aux fibroblastes, alors que le virus de la stomatite
vesiculeuse detruit indifferemment cellules epitheliales et fibroblastes. II pourrait y avoir
la un procede diagnostique interessant.

Parmi les virus ubiquistes, celui de la rage a ete mis en culture sur cellules par
Vieuchange et coll. en 1954 [42] pour le virus fixe qui se multiplie sur les fibroblastes
nes du cerveau de l'embryon de souris et cultives en tubes roulants. Par contre dans
ces conditions le virus des rues ne se multiplie pas et il a fallu mettre au point une
technique nouvelle, celle des cultures en dialyse (Vieuchange 1955 [43]) pour reussir
ii multiplier le virus des rues «in vitro » [44]. Cette methode n'a pas encore ete adaptee
au diagnostic de la rage.

Un autre virus ubiquiste, celui de la fievre de la vallee du Rift pathogene pour
l'homme, le mouton et les bovins a ete cultive sur cellules tumorales d'un hepatome
ascitique du rat « in vivo et in vitro ». Dans les 2 cas le virus se developpe aux depens
des cellules qu'il detruit (Takemori et coll. 1955 [45]).

Les differentes maladies ii virus du pore ont ete etudiees en plusieurs pays k l'aide
des techniques de cultures de tissu. Le complexe grippe du pore, pneumonie ä virus et
peste porcine si souvent deroutant pour le praticien, n'est pas encore denoue, mais
quelques premieres donnees permettent d'esperer qu'un jour un diagnostic etiologique
precis et rapide departagera dans chaque cas les tenants de la peste universelle et ceux
de la pneumonie dominante.
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Peste porcine. Des tentatives anciennes furent faites par Hecke [46] en Allemagne
(1932) puis par Tenbroeck [47] aux USA en 1941. Ces auteurs reussirent ä maintenir le
virus «in vitro » en presence de divers fragments de tissus de pores maintenus en survie.
II ne s'agissait pas, ä proprement parier, de cultures de tissu. De meme en 1955, Frenkel
et von Bekkum [48] multiplient du virus en cellules de rate de pore sain mises en
milieu liquide. La meme annee en Hongrie Markovitz et Birö [49] explantent des
tissus de pore sur plasma de poule et font 27 passages successifs de virus sur les cellules
explantees.

La presence du virus dans les cultures et son titrage necessitent toujours le retour au
pore bien qu'en 1956, Gustafson et Pomerat [50] aient annonce que des explants ob-
tenus de rate de pore inocule 6 jours auparavant de peste porcine montraient des
lesions des cellules epitheliales absentes dans les cellules des explants de rate obtenus de

pore sain. C'est une premiere indication que le virus peut agir sur la croissance cellu-
laire in vitro.

La Pneumonie ä virus a ete etudiee en Suede. Wesslen et Lannek [51] en 1954 isolent
un agent cytopathogene pour des cellules pulmonaires et renales de porcelet d'un jour,
des poumons de pores malades 6 fois sur 8. Hjarre, Dinter et Bakosk [52] sont moins
heureux mais observent 3 fois sur 15 un virus faiblement pathogene sur cellules
epitheliales et fibroblastiques de rein de pore. Le virus de Wesslen et Lannek n'est pas
neutralise par le serum des pores malades ce qui laisse planer un doute sur la speci-
ficite du virus en cause. Les virus, tant ceux de Wesslen que ceux de Hjarre, ne sont pas
hemagglutinants pour les globules rouges de poule.

Le virus de la grippe du pore par contre a ete cultive par Hjarre, Dinter et Bakosk
[52] sur cellules pulmonaires ou renales d'embryon de pore. Le pouvoir cytopathogene
se manifeste au cinquieme passage. La specificite du virus en cause serait demontree
par des epreuves de neutralisation. Le virus de culture serait, comme les virus de la
grippe humaine, hemagglutinant pour les globules rouges de poule.

Un autre virus de grande importance, celui de la maladie de Teschen, a ete mis en
presence de cellules embryonnaires de pore dans des cultures de type Maitland par
Larsky [53] en Pologne en 1956. Le mode d'appreciation de la multiplication du virus,
duree d'incubation de la maladie du pore inocule avec le materiel de culture, etait trop
imprecis pour permettre une conclusion. Par contre, Mayr et Schwobel [54] reussissent
& infecter des cultures de tissu de rein de pore. Apres plusieurs passages, l'effet
cytopathogene se manifeste. Parallelement le pouvoir pathogene des cultures augmente
avec les passages «in vitro».

Le virus de Vexantheme vesiculeux du pore, type B a ete mis sur cellules embryonnaires

de pore par McClain, Madin et Andriese en 1954 [55]. II y a degenerescence des
cellules epitheliales. Le virus de cultures (16 passages) provoque l'exantheme chez le
pore qui acquiert l'immunite. Le serum de cobaye anti-virus B devie le complement en
presence de l'antigene de culture et neutralise l'effet cytopathogene.

Le virus de la pseudo-rage, la maladie d'Aujesky, pathogene pour les cellules HeLa
d'origine humaine (Sherer et Syverton [23]), a ete cultive avec succes sur couche mono-
cellulaire de cellules trypsinees de rein de lapin (Barsky, Lamy et Lepine 1955 [56]). A la
meme epoque en Hongrie, Ivanovics, Beladi et Szollösy [57, 58, 59, 60] montrent le pouvoir

cytopathogene du virus d'Aujesky pour les cellules explantees d'embryon de poulet
et pour les cellules d'embryon de souris avec modification progressive et variable de la
virulence, influencee par la cellule HeLa dans laquelle le virus se developpe. Des
phenomenes d'interference peuvent etre mis en evidence entre ces virus modifies et la
souche originale.

Parmi les maladies & virus du mouton, seul le virus claveleux parait avoir ete jus-
qu'ici cultive «in vitro » sur cellules explantees de poumons et de peau d'embryons de
mouton (Aygun 1956 [61]). Le virus verrait sa virulence diminuer au cours des
passages «in vitro».

Je n'ai pu consulter qu'un resume du travail oil il n'est pas fait mention d'une action
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cytopathogene du virus. Plus recemment Boue, Baltazard et Vieuchange [62] utilisent
des explants de foetus ovins ou caprins et multiplient le virus claveleux aux depens & la
fois des fibroblastes et des cellules epitheliales neoformees. Les lesions cytopathogenes
interviennent apres un delai de 4 ä 18 jours, tandis qu'augmente le titre du virus dans
les cultures.

Chez la poule, le virus de la bronchite infectieuse (Fahey et Crowley 1956 [63]) se

developpe en presence de cellules embryonnaires de poulet et de cellules renales de
singe, sans qu'il en resulte un effet cytopathogene.

Par contre, le virus du Sarcome de Rous (Tumeur ascitique de la poule) est
cytopathogene pour les fibroblastes de poulet (Lo, Gey et Chapras 1955 [64]).

Le virus de Newcastle est cytopathogene pour les cellules explantöes de differents
organes, cerveau, poumon, foie, intestin, muscles d'embryon de poulets de 7 a 19 jours
(Mason et Kaufman 1955 [65]). Cette action est inhibee par le serum immun.

Seiffert [66] a decrit en 1955 une methode elegante de diagnostic applicable ä la
peste aviaire, an virus de Newcastle, A la vaccine, A la variole aviaire, et ä la grippe
humaine. II met en presence dans un tube des cellules provenant d'embryons de poulet
de 8 jours, le produit virulent et du milieu nutritif. Apres 3 jours de culture & 35°, les
tubes temoins montrent un developpement de fibroblastes, alors que les tubes charges
en virus montrent des degenörescences cellulaires evidentes. L'effet cytopathogene
peut etre inhib6 par l'adjonction de serum anti, d'oii possibility d'un diagnostic etio-
logique precis et rapide.

Le pouvoir pathogene du virus de Newcastle pour l'homme se retrouve ä l'echelon
cellulaire. Chanock [67] en 1955 observe l'effet cytopathogene du virus de Newcastle
pour les cellules de rein de singe. Cet effet n'est pas massif et les cellules qui ont resiste
se montrent insensibles A l'effet destructeur des 3 virus Polio et de certains virus
ECHO. II s'agirait d'une interference entre le virus de Newcastle et les virus polio.

De leur cote Chaproniere et Pereira en 1955 | 68] differencient peste aviaire vraie
et virus de Newcastle par leur action cytopathogene sur les cellules de tissu embryon-
naire de poumon humain. Seul le virus de la peste aviaire serait cytopathogene.

Chez le chien, c'est le virus de Rubarth qui a ben^ficie le premier de la methode des
cultures de tissus.

A quelques semaines d'intervalle en 1954, Cabasso, Stebbins, Norton et Cox d'une
part [69], FieUlstell et Emery [70] d'autre part, ont montre l'effet cytopathogene
specifique du virus de Rubarth sur les cellules de rein de chien. Seules les cellules
epitheliales sont touchees, les fibroblastes sont indifferents.

L'effet cytopathogene est neutralise par un serum specifique.
La sensibilite des cultures de tissus au virus est telle que le diagnostic de la maladie

serait possible par isolement du virus ä partir d'une goutte de sang de chien malade.

Conclusions

Pour nous resumer et pour conclure, nous pouvons affirmer que au cours
de ces cinq dernieres annees, l'etude des virus, tant humaine que veterinaires,
se libere peu ä peu des entraves considerables mises a son avancement par
la necessite oil se trouvait l'experimentation d'avoir recours, soit a l'animal
d'experienee toujours suspect, soit ä l'ceuf etnbryonne qui n'est pas apte ä
la culture de n'importe quel virus.

Les cultures cellulaires «in vitro» lorsqu'elles seront pratiquees comme
technique de routine par les laboratoires de diagnostic permettront un essor
considerable dans la recherche et dans le diagnostic des maladies ä virus
veterinaires.
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A l'heure actuelle, dans le domaine veterinaire, la culture de tissus n'est
guere utilisee qu'ä des fins scientifiques, sans que le diagnostic en beneficie
encore de fa9on courante. Chez 1'homme au contraire, les diagnostics rela-
tifs ä la poliomyelite et aux virus voisins ne connaissant plus d'autre moyen
dans la pratique quotidienne que l'utilisation des cultures de tissus.

Nous nous trouvons done dans le domaine du diagnostic des maladies ä

virus et specialement dans celui des maladies a virus veterinaires au debut
d'une periode qui sera, j'en suis convaincu, extremement fertile en resultats
quand l'equipement necessaire des laboratoires de routine aura ete mis en
place dans les different? pays et que des techniciens valables pourront appli-
quer aux viroses veterinaires les procedes qui font chaque jour leur preuve
en medecine humaine. Parmi ces procedes, la culture des virus en culture
de tissu a droit ä une place de choix pour deux raisons. C'est un procede
rapide une fois qu'il est mis au point et c'est un procede relativement econo-
mique si on le compare aux procedes anciens. Souhaitons done que l'appli-
cation de ces techniques vienne tres bientot aider le clinicien ä preciser
ses diagnostics en matiere de viroses veterinaires.

Zusammenfassung
Der Verfasser legt die Methoden der Gewebekriltur dar und beschreibt die

Möglichkeiten derselben zur Diagnose von virusbedingten Tierseuchen. In den letzten
fünf Jahren hat die Virusforschung dank der Gewebekulturen große Fortschritte
gemacht. Währenddem bei den menschlichen Erkrankungen die Diagnostik namentlich

für Poliomyelitis und ähnliche Viren sich dieser Methoden schon weitgehend
bedient, hatten sie bisher auf tierärztlichem Gebiet mehr nur wissenschaftliche Bedeutung.

Aber auch wir stehen am Beginn einer für die Virusforschung fruchtbaren
Periode, die einsetzen wird, sobald die Ausrüstung der Laboratorien entsprechend
vervollkommnet sein wird.

Riassunto

L'autore espone i metodi delle colture di tessuti e descrive le rispettive possibilitä
per la diagnosi delle virosi. Grazie alle colture tissurali, le indagini sui virus hanno con-
seguito grandi progressi. Mentre nelle malattie umane lä diagnostica, specie per la
polimielite e simili virus, si e servita largamente di questi metodi, finora nel campo
veterinario essi ebbero solamente un'importanza piuttosto scientifica. Tuttavia per le
indagini sui virus anche noi siamo all'inizio di un periodo fertile, che incomincierä
appena sarä rispettivamente perfezionato l'attrezzamento dei laboratori.

Summary
The author describes the methods of cultivating tissues and the possibilities to

recognize virus infections in animals by this methods. Great progress was realized
during the last 5 years on this line. In human pathology these methods are frequently
used, especially in the diagnosis of poliomyelitis and similar viruses, in veterinary
science they were of more scientific importance. Also in veterinary medicine a
productive period will begin with the suitable laboratory equipments.
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