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Stomatite papuleuse des bovins

par Ph. Dunant, P. Perroud et F. Steck1

Introduction

La stomatite papuleuse (st.p.) due ä un virus faisant partie de la famille
des Poxviridae dans le groupe des Parapoxvirus [9] est une maladie contagieuse
bovine affectant principalement les veaux et les genisses. Elle provoque des
ulcerations nasales et buccales. Dans des cas particuliers un diagnostic differen-
tiel vis-ä-vis de la fievre aphteuse ou surtout dans notre pays de la maladie des

muqueuses est important.
Von Ostertag et Bugge [11] ont decrit la st.p. en 1906 et dejä remarque

que l'agent pathogene etait un virus filtrable. La maladie doit etre repandue
dans le monde entier: elle est decrite en Allemagne [8, 13, 16, 21], en Pologne
[20], aux Pays-Bas [6], en Grande-Bretagne [24], dans l'Est africain [14], aux
USA [5], en Australie [22] et en Asie [25],

Cette etude de la st.p. en Suisse, plus precisement dans le canton de
Berne, a ete suggeree par plusieurs isolements du virus de la st.p. sur des veaux.
Elle a permis d'une part d'etudier l'epidemiologie, la lesion clinique, microsco-
pique et ultramicroscopique de cette maladie et d'autre part de mettre au point
un moyen de diagnostic rapide par la microscopie electronique.

Materiel et methodes

1. Veaux et genisses examines

Pour obtenir une statistique sur le nombre d'animaux atteints dans la region, on a
observe 1112 veaux aux abattoirs municipaux de Berne, 572 dans 9 exploitations d'en-
graissement et 95 dans 20 exploitations d'elevage. Tous les veaux admis en 1972 ä la clinique
des animaux de rente de l'Universite de Berne ont ete examines.

2. ScMmas et microscopie optique

Les Schemas des Fig. la, b, ont ete dessines fidelement a partir de photographies de

coupes histologiques d'une lesion de st. p. Le materiel de lesion observe au microscope
optique a ete fixe dans la formaline et enrobe dans la paraffine. Les coupes ont ete colorees ä
l'hemalun-eosine.

3. Microscopie electronique

3.1. Diagnostique en contrasts negatif
On preleve une partie de tissu dans les bords de la lesion. La biopsie est ensuite congelee

ä une temperature de -20°C pour eviter une dessication. Au laboratoire, le tissu preleve

1 Adresse: Institut de Baeteriologie Veterinaire de l'Universite de Berne, Case postale 2735,
3001 Berne.
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Fig. la Schema d'une lesion circulairc de la stomatite papuleuse.
1) region regeneree au centre de la lesion
2) region atteinto par l'infection virale
3) region same

est ecrase sur un porte-objet en verre dans une goutte d'eau bidistillee. Cette goutte d'oau
est ensuite döposee sur une grille porte-objet (grille a 300 «mesh») avec un film «formvar»
carbonise et contrastee ä l'acide phosphotungstique. L'observation au microscope elec-
tronique so fait tout d'abord a un grossissoment d'env. 6000 fois pour deceler la presence
de points pouvant etre des particules virales. On s'en assure par la suite en observant la
structure typique des particules virales «paravaccinia» a un grossissement d'env. 25 000
fois (Fig. 2). On ne declarora le diagnostic negatif qu'apres avoir observe deux preparations

d'une meme biopsie au minimum en regardant 10 carres par grilles.

3.2. Coupes fines
Du materiel de plusieurs lesions de st. p. a ete fixe pour la microscopie electronique

par le glutaraldehyde k 1,5% en tampon S-Collidine (pH 7,4) [1], lave en tampon S-Col-
lidine rcfroidi et postfixe ä l'osmium, deshydrate ä l'ethanol et enrobe dans du «Durcupan»
(Fluka). Des coupes semi-fines de chaque bloc sont effectuees avec un couteau en verre
pour une orientation prealable; elles sont colorees au bleu de toluidine. Les coupes fines
realisees avec un microtome «Reichert Om U2» equipe d'un couteau en diamant sont con-
trastees par l'acetate d'uranyl et le citrate de plomb [17].

3.3. Rcenrobage cle coupes histologiques

(selon la methode decrite par Rossi, Luginbühl et Probst) [18]
Pour la localisation des particules virales on a employe 30 coupes histologiques d'une

lesion de st. p. Ce materiel enrobe dans la paraffine est fixe dans la formaline. Les coupes
d'une epaisseur d'environ 7 mu sont colorees ä l'hemaluneosine. Les preparations sont
laissees dans le xylol jusqu'ä ce que les couvre-objets soient completement decolies. Elles
sont ensuite rehydratees, puis postfixees au tetroxyde d'osmium [12]. Les coupes sont en-
suite deshydratees. Le materiel est enrobe dans du «Durcupan» (Fluka).

Toutes les observations ont ete faites avec un microscope «Philips EM 300» a une
tension de 60 a 80 KV.

a) Testicules de veau

Des subcultures de premiere explantation furent employees pour l'isolement et la
caracterisation du virus. La base du milieu de croissance est Celle de Hanks avec 0,5%
d'hydrolysat de lactalbumine, 10% de medium 199, 10% de serum embryonnaire de veau,
ainsi que 100 U.I. de penicilline, 0,1 mg de streptomycine et 25 U.I. de mycostatine par ml.

4. Cultures de cellules
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Fig. lb Schema du bord d'une lesion de stomatite papuleuse indiquant la repartition des cellules
infectees par des particules virales visibles.
1) couche de cellules epitheliales saines (sous couche cornee)
2) couche cornee
3) derme
4) tissu adipeux
5) cellules degenerees et infectees
6) infiltration cellulaire inflammatoire.

b) Reins embryonnaires de veau
Comme les cultures de reins embryonnaires presentent une plus grande uniformite

cellulaire que Celles des testicules de veau, elles furent preferees pour l'etude de la morpho-
genese du virus en relation avec sa courbe de multiplication. Les cultures servant aux
diverses titrations virales sont ensemencees dans des microplaques («Cook Microtiter») de
96 trous ä fond plat de 0,3 ml de volume. Les boites de Petri et les microplaques ont ete
incubees ä 37 °C dans un incubateur k pression de C02 (5%).

5. Colorations

Le developpement des changements morphologiques des cellules, infectees par le
virus de la st.p., a etö etudie ä l'aide des colorations et techniques suivantes: coloration
de Mann [19], k l'hemalun-eosine, ä l'acridine-orange [4], immunofluorescence et micro-
scopie electronique.

6. Immunofluorescence
Preparation de Vimmunserum marque

L'immunserum a ete obtenu par immunisation de lapins au moyen de 16 injections
intracutanees hebdomadairos. Quant aux precedes de precipitations, de purification et de

marquage des gamma-globulines, onasuivilamethodepreconiseeparP. Lepine (1964) [7].

Fixation et coloration des cultures
Les cultures sur lames sont fixees pendant 60 min. a 1'acetone refroidi a - 20°C. Elles

sont ensuite colorees avec rimmunserum, lavees dans une solution tampon de sodium phos-
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phate de pH 7,5 et montees a la glycerine phosphatee avant d'etre observees au microscope
a, fluorescence (source lumineuse: lampe ä tube quartz-iode de 100 Watt) [3].

Photographie

Film TRI-X Pan 27 DIN. Temps d'exposition: entre 30 et 120 sec. suivant l'objeetif
et la luminosite.

Le souche 1374/70 füt isolee d'un ecouvillonage naso-pharyngien pris sur un veau
qui presentait entre les deux narines une lesion typique de st.p. Cette souche füt caracte-
risee par des methodes physico-chimiquos et par microscopie electronique comme virus du
type paravaccinia. Ce virus füt employe pour des essais d'inoculation et des et-udes de crois-
sance et morphogenese en culture du tissu (Fig. 2).

La st.p. se transmet essentiellement par contact direct d'un animal ä

l'autre, peut-etre aussi d'une maniere indirecte en päturage. Par contre sur un
alpage nous avons pu observer un troupeau gravement infecte, mais l'annee
suivante le nouveau troupeau ne demontrait pas de st.p., indiquant que l'in-
fection n'a pas survecu l'hiver sur le päturage.

Dans les conditions naturelles, ä part des bovins, 1'homme semble seul etre
sensible au virus de la st.p. [10]. Chez 1'homme des lesions inflammatoires
solitaires peuvent se produire surtout aux mains, ressemblant aux infections pro-
venant de la maladie du pis.

Nous avons fait des enquetes systematiques pour determiner l'incidence de
la st.p. dans differents groupes de veaux.

Les resultats de la recherche de st.p. aux abattoirs, dans des exploitations
d'engraissement et d'elevage sont resumes dans les tableaux 1, 2 et 3. En
moyenne le pourcentage des veaux atteints varie entre 2 et 4%, dans l'exploi-
tation d'engraissement la plus atteinte jusqu'ä 16,5%. A la clinique des animaux
de rente ä Berne 11,5% des veaux etaient visiblement infectes de st.p. en 1972.

7. Virus de stomatite papuleuse

Resultats

Epidemiologie

Tableau 1 Veaux examines aux abattoirs municipaux de Berne

Nombre de veaux examines
Nombre de veaux avec lesions de st.p.
(diagnostic confirme par la microscopie electronique)
Pourcentage de veaux atteints de st.p.

1 112

25

2,25%

Fig. 2 Particules virales Paravaccinia en contraste negatif:
structure interne
structure externe
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Tableau 2 Veaux examines dans dos exploitations d'elevage
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Nombre de veaux examines 95
Nombre de veaux avec lesions de st.p. 2
(diagnostic confirme par la microscopie electronique)
Pourcentage de veaux atteints de st.p. 2,1%
Nombre d'exploitations visitees 20
Nombre d'exploitations avec st.p. 2

Tableau 3 Veaux examines dans des exploitations d'engraissement

Nombre de veaux examines 572
Nombre de veaux avec lesions de st.p. 23
(diagnostic confirme par la microscopie electronique)
Pourcentage de veaux atteints de st.p. 4%
Nombre d'exploitations visitees 9

Nombre d'exploitations avec st.p. 7

La lesion de stomatite papuleuse

1. La lesion clinique
1.1. Topographie

Toutes les lesions de st.p. observees se situaient soit sur le museau (56%)
(Fig. 3 et 4), soit sur les gencives ou le bord interieur des levies et la langue (44%).

1.2. Croissance de la lesion

Apres un temps d'incubation de 2 a 4 jours rarement plus long, la lesion
debute par un point d'infection rouge-brun. Vient ensuite une extension plus
ou moins circulaire ä partir du point d'infection avec une guerison rapide du
centre de la lesion. L'extension stoppe brusquement et le bord de la lesion, alors
rougeätre, guerit avec formation de croüte toujours plus brune. Celle-ci tombe,
laissant ä sa place une couche cornee toute fraiche. La duree de tout le procede
varie entre 4 jours et 1 mois, selon l'extension que la lesion a atteinte. Apres la
guerison de la lesion, aucune cicatrice n'est visible. Sur le museau, la dimension
de la lesion avant la guerison est en moyenne de 1,5 cm. Dans quelques cas, eile
atteint un diametre de 3 a 5 cm avant de disparaitre (Fig. 3).

Dans deux cas oix les lesions etaient assez grandes, on a inocule par
scarification le virus de st.p. de la souche V 1374/70 ä l'interieur, et 3 cm a l'exterieur
de la lesion. Aucune infection n'a ete obtenue ä l'interieur de la lesion, alors qu'ä
l'exterieur, une lesion typique de st.p. s'est developpee. Le diagnostic par con-
traste negatif au microscope electronique de cette derniere s'est revele positif.

Fig. 3 Lesion circulaire de stomatite papuleuse avec centre gueri chez un veau de 2 mois (dix
jours apres le debut de l'infection).
Fig. 4 2 lesions fraiches de stomatite papuleuse chez un veau de 2 mois sur le bord des narines.
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2. Microscopie optique

A l'exterieur de la lesion proprement dite, l'epiderme (Fig. 5) et le derme
sont sains.

La lesion elle-meme possede deux zones bien distinctes.
Premiere zone avec effet cytopathogene du ä la multiplication du virus.
Les cellules de la moitie superieure de la couche epineuse de l'epiderme,

tout en gardant leur forme allongee, presentent d'abord une tres legere vacuoli-
sation qui donne une impression de craquellement du cytoplasme. Elles dege-
nerent ensuite rapidement en se gonflant (Fig. 6), elles repoussent et disloquent
la couche cornee qui finit par se detacher. De nombreuses inclusions intracyto-
plasmiques eosinophiles sont presentes dans les cellules degenerees. A un
moment precis, les cellules de la couche epineuse ne se deforment plus, c'est-a-dire
qu'elles resistent ä l'attaque virale par un phenomene de resistance encore in-
connu. Les cellules non atteintes continuent leur progression normale en re-
poussant les cellules degenerees.

Deuxieme zone ä l'interieur de la premiere, avec une reaction inflamma-
toire et un debut de regenerescence de l'epithelium.

Dans cette zone, il n'y a plus de cellules degenerees, mais en general la
couche cornee n'est pas encore bien formee. C'est le derme qu'on remarque alors
le plus ä cause de l'infiltration cellulaire inflammatoire qui debute dans les corps
papillaires et s'infiltre jusque dans la couche germinative de l'epiderme. Plus la
zone des cellules ballonnees est large, plus l'infiltration cellulaire est etendue.
Dans cette infiltration se trouvent principalement des lymphocytes, des plas-
mocytes et quelques neutrophiles.

On observe une acanthose sur toute l'etendue de la lesion.
A l'interieur de la lesion proprement dite, la guerison est complete avec une

couche cornee bien formee. Celle-ci par contre est souvent plus mince qu'a
l'exterieur de la lesion.

3. Microscopie electronique

Le microscope electronique nous donne des precisions sur l'ultrastructure
des differentes parties cellulaires deja decrites. La cellule degeneree presente un
noyau un peu retreci avec une chromatine peu dense, une inclusion intracyto-
plasmique et cette zone vide entourant en general le noyau et l'inelusion (Fig. 7).

Fig. 5 Cellules epitheliales saines de la couche epineuse (coupe semi-fine, bleu de Toluidine).

Fig. 6 Cellules epitheliales infectees de la couche epineuse montrant le vide cytoplasmique
entourant le noyeau 1 et les inclusions iritracytoplasmiques Dans ce vide de nombreuses
partieules virales sont visibles (points noirs).

Fig. 7 Cellule infectee et degeneree de la couche epineuse (coupe ultrafine, microscopie electronique).

noyeau (1
inclusion intracytoplasmique
partieules virales dans le cytoplasme: Groupes de petits points noirs ovales.
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Dans cette zone se trouvent de nombreuses particules virales matures.
L'inclusion intracytoplasmique presente tous les Stades visibles habituels de la
formation d'un virion de la famille des Poxviridae (Fig. 8): les «cupules mem-
branaires entourant une partie condensee de viroplasme» decrites par J. Cohen
et al. (1971) dans leur etude sur la morphogenese du virus de la clavelee s'y re-
trouvent, ainsi que les «corpuscules spheriques immatures», certains avee un
nucleoide excentrique tres dense aux electrons et finalement, des particules
virales matures. Que la cellule soit saine ou degeneree, les membranes cellulaires
et leurs desmosomes gardent leur solidite jusqu'ä l'expulsion de la cellule.

La methode de reenrobage nous a permit d'etablir une relation tres precise
entre la microscopie optique et la microscopie electronique. La fixation a la
formaline, puis l'enrobage dans la paraffine endommage fortement l'ultrastruc-
ture des cellules, mais elles gardent leur forme primitive grace a la solidite de
leur membrane; cette technique donne aussi la possibility de distinguer le noyau
d'une inclusion intracytoplasmique et les particules virales matures gardent
leur structure habituelle. Les separations permettent done de determiner dans
quelle region de la lesion se trouvent les particules virales. La zone des cellules
ballonnees en contient toujours, ainsi que la couche de cellules histologiquement
d'apparence encore normale et qui se trouve juste au-dessous de celle-ci. Plus
les cellules craquelees au point d'attaque de l'infection sont proches des cellules
encore non infectees, plus le pourcentage des cellules contenant des virions est
faible.

La couche cornee a l'endroit oü elle se disloque contient une grosse concentration

de particules virales (Fig. 9) par contre les cellules epitheliales de la zone
de regeneration ne contiennent pas de virion.

Etude de la morphogenese du virus de la st.p. en culture de tissu

Le developpement viral a ete suivi en cultures «monolayer» de reins em-
bryonnaires de veau, ä l'aide de l'histologie classique, par la coloration ä l'acri-
dine orange, par rimmunofluorescence et en microscopie electronique tout en
suivant la production de virus infectieux. Pour realiser une synchronisation de

Fig. 8 Differents Stades de la morphogenese d'une partieule virale Paravaccinia au sein d'une
inclusion intracytoplasmique:
1) cupule membranaire entourant une portion condensee de viroplasme
2) corpuscules spheriques immatures
3) idem avec nucleoide excentrique
4) particules virales matures

Fig. 9 Amas de particules virales avec membrane cellulaire dans la couche cornee.

Fig. 11 Cellule en culture avec trois inclusions contenant des particules virales en formation.

Remarquer les differentes zones (filamenteuses et riches en organelles) ainsi que la presence
dans les noyaux de structures tubulaires (-*—2). (5 800 x
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la replication virale, la culture a ete infectee avec 13 unites infectieuses par
cellule. Cela nous ä permis d'obtenir une courbe de croissance du virus en cycle
unique (Fig. 10).

a) courbe de croissance du virus
de la St p en cycle unique o o

b) pourcentage de cellules presentant des
inclusions sensibles a l'acndine-orange. • *

TCIV
cellule

100 7o

cellules presentant

des inclusions

sensibles ä

1' acridine- orange.

I 1 1 1 i I »'''iii0 4 8 12 16 20 24 28 3 2 36 AO A4 48

heures apres infection

Fig. 10 Courbe de croissance du virus de la stomatite papuleuse en culture de rein de veau
embryonnaire.

Apres une phase d'eclipse de 12 ä 14 heures, la production de virions infec-
tieux atteint un maximum environ 24 heures apres l'infection.

En microscopie de phase, la couche cellulaire native offre un effet cyto-
pathogene entre 5 et 7 heures apres l'infection caracterise par un elargissement
des cellules qui prennent une forme polygonale. Apres 48 heures des cellules
rondes fortement refrigeantes se detachent laissant un tapis cellulaire en reseau
avec des zones de plus en plus grandes depourvues de cellules.
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Les colorations histologiques demontrent ontre la modification de la forme
cellulaire, un rearrangement dn cytoplasme avec apparition d'inclusions cyto-
plasmatiques.

Acrtdine-orange f iemahtn-eosin + Immunol' luo «• .Mkroscopie Temps
Mann rescence electronique

Fig. 12 Tableau synoptique des differentes techniques resumant d'une maniere stylisee les chan-
gements morphologiques de la cellule au cours de la virogenese. Remarquer la similitude horaire
des inclusions revelees par 1'immunofluorescence et l'apparition tardive de Celles vues au microscope

electronique.

Legende: dD noyau avec 3 nucleoles

concentration d'organelles cellulairos

£ p inclusions

Ces inclusions contiennent de l'acide desoxyribonucleique (coloration acri-
dine/orange) et des antigenes de specificite virale (immunofluorescence).
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La courbe de croissance augmente en parallele avec le pourcentage de
cellules presentant des inclusions revelees ä l'acridine-orange.

La microscopie electronique revele 7 heures apres l'infection un regroupe-
ment et une concentration d'organelles cellulaires dans une region souvent pres
du noyeau et vers 14 heures l'apparition d'inclusions cytoplasmatiques (Fig. 11).
Dans ces inclusions, vraisemblablement les memes qui se colorent ä l'acridine-
orange et par l'immunofluorescence, on observe des particules virales ä diffe-
rents Stades de formation.

Les changements morphologiques de la cellule au cours de la virogenese
sont resumes dans le tableau synoptique (Fig. 12) des differentes techniques
d'une maniere stylisee.

Diagnostic par la microscopie electronique

On a preleve une biopsie de toutes les lesions de st.p. observees ä des fins
de diagnostic. Les resultats sont resumes dans le tableau 4.

Tableau 4 Diagnostic des biopsies sur des veaux presentant des
lesions de st.p.

Nombre de biopsies diagnostiquees 81

Nombre de resultats positifs «paravaccinia» 80
Nombre de resultats negatifs 1

Pourcentage de resultats positifs 99%

Sur 6 cas presentant des lesions ne laissant pas prevoir cliniquement une
st.p., 4 cas presenterent des particules virales de paravaccinia.

Dans les cas positifs, on etablit le diagnostic ä partir de virions qui peuvent
revetir deux aspects caracteristiques. Soit les particules virales gardent toute
leur structure externe avec leurs tubulures classiques en spirale, soit elles
presenteilt leur structure interne lorsque le liquide de contraste a pu penetrer ä

l'interieur; les tubulures externes ne sont alors visibles que sur les bords ou dis-
paraissent completement (Fig.2).

Discussion

Les resultats des recherches epidemiologiques permettent de constater que
cette maladie est repandue dans le canton de Berne. Ceci est probablement le

cas pour toute la Suisse puisque les veaux d'engraissement proviennent generale-
ment de tout le pays.

Cette infection ne joue pas de role nefaste du point de vue economique,
puisqu'elle suit un cours benin et guerit sans le secours du veterinaire. Cepen-
dant Stöber (communication personelle) considere que des lesions dans l'oeso-
phage oii les «estomacs» peuvent causer des troubles digestifs.
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Le pourcentage de veaux infectes aux abattoirs est nettement infe-
rieur ä celui trouve par Liebermann (10a) en Allemagne qui atteint
environ 30%.

Bien que le cours benin de la maladie ne justifie pas en soi un diagnostic,
celui-ci se revele utile comme diagnostic differentiel en eas de suspicion de fievre
aphteuse ou de «Mucosal disease». Chez les veaux d'engraissement, la st.p.
s'ajoute souvent a d'autres syndromes pathologiques et peut compliquer la
recherche etiologique.

La diagnostic par la microscopie electronique en contraste negatif s'est
montre sür puisque le 99% des biopsies prises ä des veaux oü la st.p. etait
cliniquement manifeste ont donne des resultats positifs.

La lesion clinique, une ulceration peu profonde des muqueuses cuta-
nees, est en general identique ä celle decrite dans d'autres pays [5, 6, 13, 15,
21, 22, 23]. Cependant il est a remarquer que les lesions buccales ne pre-
sentent que rarement de proliferation sur tout le palais et la langue comme le
decrivent Liebermann [8] ainsi que Griesemer et Cole [5] mais apparais-
sent isolement.

Le centre de la lesion a tendance ä guerir rapidement alors que l'infection
progresse ä la peripherie. L'inoculation experimentale au centre et en meme
temps ä l'exterieur de la lesion a pu confirmer que le virus declanche une
resistance precoce localise dans la zone guerie avant qu'une immunite generale soit
etablie.

Dans une lesion expansive, la zone de multiplication virale est caracte-
risee par des cellules ballonnees et macroscopiquement par le detachement de
la couche cornee avec exsudation. Ce stade est suivi par l'mfiltration de cellules
inflammatoires et de la regeneration des couches epitheliale et cornee.

Resume

Les reeherches epidemiologiqucs sur la stomatite papuleuse ont montre que 3% des
veaux etaient atteints dans le canton de Berne. Le diagnostic a ete fait directement a par-
tir de biopsies par la representation en contraste nögatif, au microscope electronique de la
structure specifique des particules virales Paravaccinia.

La maladie semble avoir un cours benin dans la majorite des cas. Les ulcerations
nasales caracteristiques de la stomatite papuleuse croissent circulairement avec guerison
rapide au point d'infection. La multiplication virale dans la couche epineuse de l'epiderme
est caracterisee par la vacuolisation des cellules infectees et la formation d'inclusions
cytoplasmatiques. Ces cellules degenerent rapidement et disloquent la couche cornee qui
finit par se detacher, en liberant de grandes quantites de particules virales. La regeneration
de l'epiderme se fait a partir du centre de la lesion par des cellules apparamment resistantes
a l'infection virale.

Une etude sur la croissance du virus de la stomatite papuleuse a ete faite sur cultures
de cellules embryonnaires de reins de veau. L'apparition, differee dans le temps, des inclusions

cytoplasmatiques et la formation de particules virales ont ete suivis par l'immuno-
fluorescence, la coloration a l'acridine-orange et la microscopie electronique. On presento
une synthese schematique des modifications des cellules infectees.
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Zusammenfassung

Epidemiologische Untersuchungen über die Verbreitung der papulösen Stomatitis des
Rindes haben gezeigt, dass im Kanton Bern ungefähr 3% der Kälber einer Stichprobe
klinisch erkrankt sind. Die Diagnose wurde durch den direkten elektronenmikroskopischen
Nachweis der Paravacciniaviruspartikel aus Biopsiematerial im Negativkontrastverfahren
erbracht. Die Krankheit scheint in allen oder den meisten Fällen einen gutartigen Verlauf
zu nehmen.

Die für die papulose Stomatitis charakteristischen ringförmigen Ulzerationen der
kutanen Schleimhaut des Flotzmauls verbreiten sich konzentrisch und heilen unmittelbar
vom Zentrum aus ab.

Die Virusvermehrung in der Stachelzellschicht der Epidermis führt zu Vakuolisierung
der infizierten Zellen und zur Bildung cytoplasmatischer Einschlüsse. Diese Zellen degenerieren

rasch und heben die darüberliegende verhornte Zellschicht ab unter gleichzeitigem
Freisetzen einer grossen Virusmenge. Die Regeneration erfolgt vom Zentrum der Läsion
aus durch offenbar resistente Zellen.

Die Virusvermehrung und die morphologischen ZellVeränderungen wurden in embryonalen

Kälbernierenzellkulturen untersucht. Das zeitliche Auftreten cytoplasmatischer
Einschlüsse und die Bildung von Viruspartikeln wurde in einer kinetischen Studie mit Hilfe
von Immunofluoreszenz. Acridinorangefärbung und Elektronenmikroskopie verfolgt und
schematisch dargestellt.

Riassunto

Gli studi sulla. incidenza della stomatite papulosa dei bovini indicano che nel Can-
tone di Berna il 3% circa dei vitelli e clinicamente affetto. La diagnosi e stata fatta in
base alia dimostrazione di particelle del virus Paravaccinia nel materiale bioptico otte-
nuto dalle lesioni boccali con il microscopio elettronico a contrasto negativo. Nella maggior
parte dei casi la malattia sembrava avere un andamento benigno. Le tipiche lesioni della
mucosa cutanea si espandevano concentricamente, immediatamente seguite da guarigione
nel centro della lesione. La moltiplicazione del virus nello strato spinoso dell'epider-
mide conduce alia vaeuolizzazione cellulare e alia formazione di corpi d'inclusione cito-
plasmatica. Queste cellule degenerano rapidamente e determinano il distacco delle cellule
corneificate sovrastanti con liberazione di un gran numero di particelle virali. La rigene-
razione che avviene dal centro delle lesioni e dovuta a cellule resistenti all'infezione
virale. La moltiplicazione virale e le alterazioni morfologiche delle cellule furono studiate
in colture di cellule renali di embrioni di vitelli. Lo studio cinetico della formazione delle
inclusioni citoplasmatiche e delle particelle virali fu compiuto usando l'immunofluore-
scenza, la colorazione arancio-acridinica ed il microscopio elettronico.

Summary

Studies on the occurrence of bovine papular stomatitis indicate that in the canton of
Berne about 3% of the calves are clinically affected. The diagnosis was obtained by
demonstration of Paravaccinia virus particles in biopsy material from mouth lesions by
negative contrast electron microscopy.

The disease appeared to take in most cases a benign course. The typical lesions of
the cutaneous mucosa were expanding concentrically, immediately followed by healing
in the center of the lesion.

The virus multiplication in the stratum spinosum of the epidermis leads to cellular
vacuolisation and to the formation of cytoplasmic inclusion bodies. These cells degenerate
rapidly and detach the overlaying cornified cells under liberation of large numbers of
virus particles. The regeneration from the center of the lesions appears to be by cells
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resistant to virus infection. Virus multiplication and morphological alterations of the
cells were studied in embryonic calf kidney cell cultures. A kinetic study of the formation
of cytoplasmic inclusions and virus particles was performed using immunofluorescence,
acridin orange staining and electron microscopy.
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