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RÉSUMÉ

Grâce aux techniques de titrage du virus en culture cellulaire à l’aide de l’immunofluorescence,
l’étude comparée des propriétés in vitro de virus sauvages pleinement virulents, de virus faible-
ment virulents, de mutants froids atténués et de quelques souches de vaccins vivants, a permis
de mettre en évidence des facteurs d’identification (marqueurs génétiques) in vitro du virus de
la peste porcine classique. La température optimale de développement, la vitesse de multiplica-
tion dans les cellules a PK i 5 et la résistance du pouvoir infectieux à 56°C, sont les trois caractères
à l’aide desquels on peut différencier les souches sans recourir à l’inoculation au porc.

La multiplication rapide liée à une intense production de particules infectieuses et à la for-
mation de grandes plages de cellules fluorescentes vers 390-400C ainsi que la résistance du pouvoir
infectieux à 560C caractérisent les virus pleinement pathogènes.

Inversement, le développement optimal vers 33°-34°, la multiplication lente du virus liée
à une faible production de particules infectieuses et à la formation de petites plages ainsi que la
fragilité du pouvoir infectieux à 56° sont des caractères in vitro propres aux virus dépourvus de
pouvoir pathogène pour le porc.

INTRODUCTION

I,es facteurs d’identification in vitro (ou marqueurs génétiques) constituent des
caractères qui permettent d’identifier aisément une souche de virus sans recourir à
l’inoculation de l’animal naturellement sensible. Leur connaissance facilite les études

(1) Travail réalisé en partie grâce à un contrat Communauté économique européenne - LN.R.A.
(2) Adresse actuelle : Instytut Weterynarii al Partyzantow 53 - Pulawy (Pologne).



génétiques et la mise au point et le contrôle des vaccins vivants. Concernant la peste
porcine classique, maladie dont la proplyhaxie médicale est exclusivement basée sur
l’emploi des vaccins vivants, on ne connaissait pas encore les facteurs d’identification
du virus.

Il est relativement aisé d’obtenir des souches ayant perdu leur pouvoir pathogène
et de les utiliser comme vaccins « vivants » . Elles sont obtenues, soit à la suite de très
nombreux passages in vivo (lapin), soit in vitro au moyen de passages en série dans
divers systèmes cellulaires (rein de porc, rein de mouton, rein de cobaye, etc.).

I,’immunofluorescence dans ses caractères qualitatifs ne permet pas de distin-
guer les souches de virus de la peste porcine (Am!rr, 1967 ; TEEBKEN, 1967). A part
l’inhibition du phénomène END pour certains mutants (SASAHARA, ng66 ; IzAWA, 1971)
il n’existait jusqu’à présent aucun facteur d’identification in vitro permettant, sans
recourir à l’inoculation au porc, de différencier les virus pathogènes des virus atténués.

L’importance économique de cette maladie nous a incités à rechercher les facteurs
d’identification in vitro du virus liés au pouvoir pathogène pour le porc.

Nous avons étudié des marqueurs se rapportant, d’une part aux conditions de la

cinétique du développement viral en culture cellulaire (température optimale de
développement, « rt », vitesse de multiplication, taille des plages, etc.) et, d’autre part
à la structure de la particule virale (résistance du pouvoir infectieux à 560C ou à diffé-
rents pH). La possibilité de distinguer facilement au laboratoire les souches atténuées
des souches pathogènes à l’aide de quelques facteurs d’identification présente un inté-
rêt dans l’étude des souches isolées sur le terrain et dans la recherche d’une meilleure

homogénéité génétique dans les populations virales constituant les vaccins vivants.

MATÉRIEL ET MÉTI30DF,S

1. - Les techniques d’immunofluorescence

A partir du sérum hyperimmun antipeste porcine du commerce, les immunoglobulines anti-
peste porcine sont extraites au moyen de trois précipitations successives par le sulfate d’ammonium
à demi-saturation. Après deux jours de dialyse à + 4°C contre un tampon phosphate (o,oi M,
pH 7,6), les immunoglobulines sont purifiées à l’aide d’une chromatographie sur DEAE-cellulose
équilibrée dans le même tampon. Les protéines obtenues sont ensuite dialysées contre de l’eau
distillée à + 4°C pendant deux jours et enfin lyophilisées et stockées à - 2o°C.

Le marquage avec l’isothiocyanate de fluorescéine se fait dans les conditions suivantes Ï
la protéine et l’isothiocyanate de fluorescéine sont mis en présence à -[- 4°C sous un rapport
fluorescéine 1 
! ! , ! , ! ! .., !fluorescéine = - i dans un tampon carbonate-bicarbonate (o,5 M, pH 9,5) pendant une nuit

protéine 200

sous agitation à la chambre froide. Après filtration sur une colonne de G 25, équilibrée à pH 7,6
dans un tampon phosphate o,oi M, les immunoglobulines marquées avec la fluorescéine sont
soumises à une chromatographie sur une colonne de DEAE-cellulose équilibrée dans le tam-
pon phosphate (0,05 M, pH 7,6).

L’élution pratiquée avec un tampon phosphate (o,o5 M, pH 7,6) permet de recueillir une popu-
lation d’anticorps fluorescents hautement spécifiques. Après dialyse contre de l’eau distillée à
- !- 4°C pendant deux jours, les anticorps fluorescents sont lyophilisés et stockés à - zo°C. Les
recherches réalisées sur les conditions de concentrations à respecter lors de l’utilisation de ces anti-
corps ont établi qu’une concentration de 2 à 5 mg d’anticorps fluorescents par ml de tampon
(0,01 M, PO!, o,i5 M NaCl, pH fi,6) permettait d’obtenir une fluorescence spécifique optimum
avec un contraste satisfaisant.



2. - Les cellules

La lignée cellulaire de rein de porc « PK 15 » (1) est utilisée pour la production et le titrage des
divers virus étudiés. Les cellules sont cultivées en milieu de Earle additionné d’hydrolysat de lac-
talbumine (0,5 p. ioo), des vitamines du milieu de Lépine et de sérum de veau embryonnaire 5 p. 100
dépourvu d’inhibiteur ou d’anticorps antivirus de la maladie des muqueuses.

3. - Les souches du virus de la peste porcine

a) Virus sauvages pleinement pathogènes pour le poyc.

io La souche « Alfort ».

Par une technique décrite antérieurement (AYNAUD, 1968) nous avons isolé au ige passage
à 37°C dans les cellules PK 15, un clone à partir de la souche a Alfort » (2).
2° La souche « ALD » (3) est multipliée et titrée à 37°C dans les cellules « PK 15 » dans les mêmes
conditions que pour la souche < Alfort ».

Pour ces deux souches virulentes, les stocks respectifs possèdent des titres infectieux de
l’ordre de 107 à io8 UFP/m1.

b) Virus ayant perdu en partie ou en totalité le pouvoir pathogène pour le porc.

io Les clones « 29 ».

Les clones t 29 » sont des mutants froids qui ont été tous obtenus au laboratoire à partir de la
souche « Alfort » par sélection et clonage à 290C dans les cellules a PK i$ » après un nombre de pas-
sage aux dilutions limites plus ou moins important selon chaque clone. Le tableau i explique
l’origine des divers clones isolés au laboratoire.

La souche H q est pathogène.
Les clones H 798, H go8 et H 104 possèdent encore un pouvoir pathogène résiduel plus ou

moins intense, tandis que les clones H 128.8, U 14, U 19 et U 610 ont perdu le pouvoir pathogène
pour les porcelets de 20 à 25 kg dans les conditions expérimentales.

2° Les souches O » (4), a D » (4), e S GPE- (Õ) et Suvac ,) (8)sont des virus atténués actuellement
utilisés comme vaccin vivant.

La souche « 0 » a été obtenue par passages sur lapin suivis de passages à 37° sur culture de
cellules de rein de lapin, puis sur culture de cellules de rein de mouton.

La souche « D a a été obtenue par passages en série à 37° sur culture de cellules de testicules
de porc.

La souche GPE-, a été obtenue par SASAHARA (1965), à partir de la souche virulente «ALD!,
au moyen de 142 passages en série à 37° dans des cultures de cellules de testicules de porc suivis
de 36 passages à 37° dans des cultures de testicules de bovin suivis enfin de 36 passages à 300
accompagnés de clonages dans des cultures de cellules de rein de cobaye.

La souche « S » et la souche a Suvac » sont des souches « lapinisées ».
La souche « Suvac (6) est une souche chinoise ayant subi de très nombreux passages sur lapin

que nous avons adaptée aux cultures de cellules PK i 5. Le stock utilisé dans cette étude était cons-
titué par le çoe passage à 370.

3° La souche 331 (7).

Isolée aux États-Unis sur le terrain dans un foyer de peste porcine subaiguë, cette souche

(’) Obtenue grâce au Laboratoire national des Maladies animales, Ames (Iowa), U. S. A.
(2) Utilisée comme souche d’épreuve par le Laboratoire central de Contrôle et de Recherches des

services vétérinaires, gç - Maison-Alfort.
(3) La souche a Ald », utilisée comme souche d’épreuve à l’Institut national de la Santé animale à

Kodaira. Tokio (Japon), nous a été fournie par le D! KORN, de l’Institut Fédéral de Recherches sur les
Maladies à virus des animaux. Tübingen (République fédérale allemande.)

(4) Les souches 0 et D constituent des vaccins vivants commercialisés.
(1) La souche GPE-: nous a été fournie par le docteur Kenzo Noauxo de l’Institut national de la Santé

animale de Kodaira, Tokio.
(6) La souche « Suvac * nous a été fournie par le docteur BOOL. Centraal Diergeneeskundig Institut,

Amsterdam (Hollande).
(’) La souche 331 nous a été fournie par le docteur MENGELING du Laboratoire national des Maladies

animales, Ames (Iowa), U. S. A.



a fait l’objet de travaux importants de la part de MENCEr.INC (1968-197o) et CHEVILLE (ig6g-ig7o)
concernant la pathogénie des formes chroniques de la maladie.

ço Le virus P 18 a été isolé à 37°C à partir d’une lignée de cellules de rein de porc infectées de façon
permanente.

De façon générale, pour l’étude de chacun de ces virus, nous avons constitué un stock à l’aide
des cellules PK’i5.

4. - Le titrage du virus

Le titrage du pouvoir infectieux est réalisé dans des tubes de Leighton renfermant à l’état
confluent une couche monocellulaire de cellules PK 15.

Chaque lamelle est infectée avec o,2 ml de chaque dilution de virus. L’adsorption du virus se
réalise à la température ambiante pendant une heure.

Après avoir rajouté un ml de milieu de maintien (contenant 2 p. 100 de sérum de porc normal
ou de sérum de veau embryonnaire dépourvu d’inhibiteurs), les tubes de Leighton sont mis à l’étuve.

Après 24 heures d’incubation à 37°C pour les souches sauvages et la souche « D »,
30 heures à 37°C pour la souche 331,
48 heures à 37°C pour les souches « O » ou Suvac, et la souche « S oa,
48 heures à 31°C pour les clones 290C et la souche « GPE- »,

Le surnageant est éliminé et les cellules sont fixées dans l’acétone froid pendant quinze minutes.
Après séchage, les lamelles sont recouvertes avec les anticorps fluorescents et incubées à 37°C pen-
dant soixante minutes. Après un lavage de 30 à 45 minutes dans un bain agité par un barreau
magnétique, les lamelles sont séchées et montées dans la glycérine tamponnée. Il est alors facile de
compter sous le microscope à ultraviolets les plages colorées par les anticorps fluorescents qui
sont constituées de 10 à 20 cellules infectées dont seul le cytoplasme présente la fluorescence verte
spécifique. Un réticule placé dans l’oculaire permet de compter plus facilement les plages sur toute
l’étendue de la lamelle. Dans ces conditions, le titre infectieux du virus est exprimé par le nombre
d’unités formant des plages de cellules fluorescentes.

5. - Les techniques de cycle unique

Les cellules PK 15 sont infectées en suspension avec du virus à raison de 5 à 10 UFP par
cellule.

L’adsorption est réalisée à 37°C pendant trente minutes sous agitation. Les cellules sont ensuite
lavées trois fois et remises en suspension dans du milieu de maintien à raison de 500 ooo cellules
par ml. L’incubation des cellules en suspension est réalisée dans des flacons siliconés, placés dans
des bains-marie agités. Des prélèvements de o,2 ml effectués à différents temps du cycle sont titrés
après avoir été congelés à 700C et décongelés deux fois.

Pour étudier l’influence de la température sur le rendement en particules infectieuses, avec
chacun des virus, nous avons infecté en cycle unique une population de cellules <c PK 15 5 que nous
avons divisée ensuite en 8 lots placés dans des bains-marie agités, réglés chacun àunetempérature
différente de 300C à 42,50C.

Dans ces conditions nous avons défini comme température optimale la température d’incu-
bation permettant d’obtenir en fin de cycle le titre infectieux maximum.

A partir de cette valeur représentant un rendement de 100 p. 100, il est alors facile de déter-
miner le vt qui, selon LWOFF, est la température supraoptimale à laquelle est observée une baisse
de go p. 100 dans le rendement en virus.

6. - Cinétique d’inactivation à la chaleur

Chacune des suspensions virales est diluée au 1/10 dans de l’eau distillée.
Elles sont alors portées pendant quinze et trente minutes à 56°C dans des bains-marie agités.

Dès que l’épreuve est terminée, les suspensions de virus sont placées immédiatement dans la
glace fondante.

Les titres infectieux des suspensions virales chauffées sont comparés avec ceux des suspensions
de virus maintenues dans la glace fondante.

Pour étudier l’influence des sels sur la cinétique d’inactivation par la chaleur, les virus sont
dilués au i/io dans du tampon Tyis-HCl (o,16 M, pH 7,6) additionné de chlorure de magnésium
(i M) ou de sulfate de magnésium (i M) ou dans du tampon phosphate (o,5 M pH 7,6), et chauffés
également à 560C pendant quinze et trente minutes.



7. - Influence du pH sur le pouvoir infectieux du virus

a) Cinétique d’inactivation du pouvoir infectieux du virus à pH acide (2,6).

Les suspensions virales sont diluées au I j l dans du tampon McIlvaine o, M (acide citrique-
phosphate disodique) à pH z,6 placé à la température de la glace fondante.

Des prélèvements sont effectués en fonction du temps et titrés.

b) Stabilité du pouvoir infectieux du virus en fonction du pH.

Nous avons utilisé le tampon de Britton et Welford (,j. Ghem. Soc., 1937, p. r848).
Ce tampon qui est constitué par du véronal, de l’acide citrique, du phosphate monopotassique,

de l’acide borique et de la soude, possède une large zone tampon s’étendant de pH 2,4 pour une
molarité de 0,0285 M, jusqu’au pH rr,8 pour une molarité de O,II4Z M.

On dilue les suspensions virales au 1/10 dans dix solutions de ce tampon réglées chacune à
un pH différent échelonné de pH 2,5 à pH m,8.

Après quarante minutes de contact à ces différents pH à la température de la glace fondante,
l’activité infectieuse résiduelle est titrée.

Nous avons vérifié que l’addition du virus ne modifie pas le pH de chaque solution tampon.

8. - Pouvoir pathogène pour le porc des virus étudiés

ioO UFP de chacun des virus sont inoculés par voie intramusculaire à des lots de porcs de
zoàz5kg.

Au cours d’une période d’observation de quinze à vingt jours, on recherche les signes cliniques
et nécropsiques habituels de la peste porcine. La température interne est relevée quotidiennement
et des prises de sang sont effectuées vers le 7e jour en vue de rechercher l’intensité de la virémie.

Enfin, vers le vingtième jour, le pouvoir immunogène est contrôlé au moyen d’une épreuve
pratiquée avec le virus sauvage pleinement virulent (roe doses infectieuses), ou à l’aide de la recher-
che de l’activité neutralisante des sérums des animaux inoculés, à l’égard de 100 ou 200 unités for-
mant des plages fluorescentes en culture cellulaire.

RÉSULTATS

A partir des résultats obtenus par Asso (r966) avec le virus de la fièvre aphteuse,
en vue de déterminer les facteurs d’identification du virus de la peste porcine, nous
avons étudié les propriétés in vitro relatives d’une part, aux conditions de la cinétique
de développement du virus dans les conditions de cycle unique (température opti-
male de développement, yt, vitesse de multiplication), et d’autre part, à la résis-
tance du pouvoir infectieux du virus à la chaleur 56-C et en fonction du pH.

1. - Cinétique de dévelo;5;!ement en culture cellulaire

a) Le développement du virus en cycle unique (fig. I à 5).
La multiplication du virus de la peste porcine dans les conditions de cycle unique

qui est maintenant bien connue (AYNAUD, 1968) présente les caractéristiques
suivantes :

- La phase de latence a une durée de 3 à 7 heures selon les souches ;
- La phase de croissance exponentielle se termine entre la dixième et la vingt-

cinquième heure également selon les souches ;
- à la suite du changement dans la pente de la courbe à la fin de la phase de



croissance exponentielle, on observe une augmentation progressive du titre
infectieux indiquant une production continue de virus par les cellules infec-
tées.

Ces résultats ont été confirmés ultérieurement par MENGELING (ig6g) et par
DANNER (i97o).

I,a production de virus se prolonge ainsi pendant plusieurs jours après l’infection



des cellules. Le virus se multiplie dans les cellules hôtes sans causer de dommages
apparents susceptibles de provoquer un effet cytopathogène ou même d’arrêter la
multiplication cellulaire ; ce qui pourrait expliquer pourquoi, au cours du cycle unique

on n’observe aucune différence dans la cinétique d’incorporation d’uridine-14C entre
des cellules « PK 15 » infectées en suspension et, des cellules témoins placées dans les
mêmes conditions (LejoiTY, 1971).



Par ailleurs, des observations au microscope électronique réalisées à partir de
coupes ultrafines de cellules « PK i5 u, infectées en cycle unique, révèlent une faible
production de particules virales au niveau de chaque cellule (SCHERRER, ig7o).



b) Le rendement thermique (fig. 6).

Nous avons comparé divers mutants quant aux modalités de leur développement
en fonction de la température, en nous intéressant à l’étude de la température opti-
male de développement et au yt défini selon LWOFF.

i. La température optimale de développement.

Les virus sauvages pleinement virulents pour le porc (souche Alfort) présentent
une température optimale de développement de 39’-40-C.

La plupart des autres virus étudiés possèdent une température optimale infé-
rieure à 39°C, excepté la souche « D ».

Les clones « H i 28 8 », « U 6io » et la souche « GPE- », qui sont complètement atté-
nués pour le porc, ont respectivement des températures optimales de 33°, 34° et

37°-38°C.
Les clones « H 798 », « H go8 » et la souche « 33i », qui sont encore un peu viru-

lents pour le porc, ont respectivement des températures optimales de 37°-38°C, 35°-
38°C et 35°C.

La souche « D », qui est un vaccin du commerce, possède une température opti-
male située dans une zone large de température (35°-39°C).

La température optimale de développement est un caractère en relation avec le
pouvoir pathogène car les souches les plus chaudes sont les plus virulentes et inverse-
ment, les plus froides sont celles qui ont perdu tout pouvoir pathogène pour le porc.
Cependant, entre ces deux extrêmes la situation semble plus complexe.

Ces résultats suggèrent que d’autres facteurs d’identification in vitro inter-
viennent dans la détermination du pouvoir pathogène.

2. Le cc Yt ».

Le virus sauvage (souche « Alfort ») possède un yt (température supra-optimale
correspondant à une diminution de go p. 100 dans la production de virus) de 42,5°C,
tandis que la majorité des virus ayant plus ou moins perdu le pouvoir pathogène pour
le porc ont des ri situés entre 39,5o et 4o,5°C.

Tous les rt étudiés jusqu’à présent sont donc localisés dans une étroite zone
de température et nous n’avons jamais encore isolé de clone dont le yt soit inférieur
à 39°C.

Pour la souche « D », nos résultats indiquent que son rt serait supérieur à
41 °C, ce qui la rapprocherait de la souche « Alfort ».

3. La vitesse de multiplication.
Nous avons observé que pour certaines souches formant de grandes plages forte-

ment fluorescentes, les titres infectieux au cours des passages en séries en culture
cellulaire se maintenaient régulièrement autour de io7 UFP (souche Alfort), alors
que pour d’autres formant des petits foyers de cellules faiblement fluorescentes, les
titres infectieux ne dépassent jamais I o5 UFP (souche chinoise « Suvac »). KoRrr avait
déjà montré en 1967 qu’il était délicat de mettre en évidence en culture cellulaire des
souches faiblement virulentes dont le développement est lent in vitro.

Ces observations suggèrent l’existence de relations entre la taille des plages,



l’intensité de la fluorescence, les titres infectieux maximum obtenus dans les condi-
tions optimales et la durée du cycle.

Nous avons donc rassemblé arbitrairement tous ces caractères sous le terme de
vitesse de multiplication.

En effet, bien que le terme de vitesse de mutiplication soit impropre dans le contex-
te présent par rapport à sa définition précise, à défaut d’un autre nous avons pourtant
choisi ce terme qui reflétait mieux l’ensemble de nos observations.

En raison de la très faible production de virus observée au cours des passages en
culture cellulaire dans le cas de la souche « Suvac » (les titres infectieux sont toujours
inférieurs ou égaux à io5 UFP/ml), il ne nous a pas été possible d’aborder l’étude du
développement de ce virus en cycle unique.

En revanche, dans le cas de la souche « GPE- » et de la souche « 331 », les titres
infectieux maximum atteignent io&dquo; UFP/ml sans toutefois les dépasser; après concen-
tration par le polyéthylèneglycol (Carbovax 6000) à 10 p. 100 il nous a été possible
d’entreprendre l’étude du cycle de ces deux souches de virus. Il faut rappeler que l’on
obtient facilement 10’ et même plus avec la souche « Alfort ».

A la différence de tous les autres virus dont la multiplication est aussi rapide
que celle du virus sauvage « Alfort », la souche GP!-, la souche « O », la souche « 331 »

et la souche « Suvac » se multiplient lentement en culture cellulaire (fig. 4 et 5).
La souche GP$- présente un cycle de développement plus long que tous les autres

virus étudiés dans les mêmes conditions (fig. q).
De même, la souche « 331 » a une phase de latence de 6 heures environ et les titres

infectieux maximums obtenus en cycle unique à la tempéraure optimale ne dépassent
pas Io5 UFP (fig. 5).

De plus les plages observées avec ces deux souches sont de taille réduite et la
fluorescence est faible.

Dans le cas de la souche « Suvac » (Fig. 7) on observe également de minuscules plages
constituées de l à 2 cellules faiblement fluorescentes, alors que dans les mêmes condi-



tions de temps et de température les virus dont le cycle est court provoquent la forma-
tion de grandes plages constituées de 30 à 5o cellules fortement fluorescentes.

La vitesse de multiplication constitue donc un marqueur facile à étudier par la
recherche de la taille des plages ou du niveau maximum de la production de particules
infectieuses dans les cellules « PK i5 ».

Toutefois, parmi les virus caractérisés par une multiplication lente en culture
cellulaire, on rencontre non seulement des virus complètement atténués comme la
souche « Suvac », la souche « GPE- » et la souche « 0 », mais aussi des virus encore
faiblement pathogènes comme la souche « 33I ».

Ces faits suggèrent que la vitesse de multiplication n’est pas le seul facteur d’iden-
tification in vitro intervenant dans l’expression du pouvoir pathogène du virus pour
le porc.

2. - La résistance du pouvoir infectieux du virus
à la chaleur (56oC)

a) Influence de différents sels sur la cinétique d’inactivation à 56!C du virus de la peste
Porcine (fig 8).



Avant de rechercher les relations entre la stabilité du virus à 56°C et le pouvoir
pathogène pour le porc, nous nous sommes intéressés dans un premier temps aux
conditions de l’inactivation du virus en fonction de la composition en sels du milieu.

On sait en effet que des concentrations élevées (WALLIS, ig62), de l’ordre de la
molarité, en cations Mg++, Ca++ et Na+ exercent une intense influence stabilisatrice
lors du traitement des entérovirus à 5o°C pendant une heure; par contre, les mêmes
cations augmentent l’inactivation des virus enveloppés, comme les myxovirus, les
arbovirus et les herpesvirus (WALLIS, 1965).

On sait également que le sulfate de magnésium et l’ion phosphate stabilisent
respectivement les myxovirus et les arbovirus (MAYER, i966).

Nous avons donc voulu rechercher l’influence de ces divers sels sur la thermostabi-
lité à 56°C du virus de la peste porcine qui est maintenant rattaché aux togavirus
(HORZINEK, ig6g). Dans ce but nous avons étudié la cinétique d’inactivation à 56°C
du pouvoir infectieux du clone U 19 du virus de la peste porcine en fonction de la
présence des sels.

Nous avons choisi le tampon phosphate (0,5 M, pH 7,6), le chlorure de magné-
sium (i M) et le sulfate de magnésium (i M) dans du tampon Tris-HCl (o,16 M).

Nos résultats indiquent qu’il n’y a pas de différences significatives dans la ciné-
tique d’inactivation réalisée à partir du virus dilué au 1/10 dans l’eau distillée ou dans
le tampon Tyis-HCl (o,16 M) additionné de sulfate de magnésium (i M).

Seul le tampon phosphate (0,5 M, pH 7,6) et le chlorure de magnésium exerce-
raient une légère influence stabilisatrice à 56°C en trente minutes sur le virus.

Toutefois la différence observée (z. log) par rapport au témoin en eau distillée
est négligeable par rapport à celle (4. log) observée par M!r,NICK (1962) avec les enté-
rovirus.

De ces résultats il ressort donc que les sels étudiés ont peu ou pas d’influence sur
la thermostabilité à 56°C du virus de la peste porcine.

b) Relations entre la résistance du viyus à 56°C et son pouvoir pathogène !ouy le porc
(fig! 9).
Au moyen de la cinétique d’inactivation du pouvoir infectieux à 56°C nous avons

pu comparer quinze virus entre eux.
Parmi ceux-ci certains sont pleinement pathogènes pour le porc (souche « Alfort »,

souche « AU) »), d’autres possèdent un pouvoir pathogène résiduel (P 18, H 41,
H 104, H 908, 33i, D) et d’autres enfin sont complètement atténués (souche chinoise
« Suvac », « 0 », U 14, U 19, GPE-, U 610 et U 128.8).

Les épreuves de résistance à la chaleur permettent de classer les virus étudiés
en trois groupes :

Groupe I.

Ce groupe comprend des virus qui subissent une baisse de titre infectieux de
i,6 log environ après 30 minutes d’inactivation à 56°C. C’est le cas des deux souches
sauvages virulents Alfort et ALD.

Groupe II.

Les virus de ce groupe subissent une perte de titre infectieux de 2 à 2,7 log envi-
ron. C’est le cas des clones isolés à 29°C (H 41, H 104, H 798), du virus P z8 isolé à



37!C en culture cellulaire, des souches de vaccin « D », « S », « 0 », de la souche chinoise
« Suvac » et de la souche « 331 n.

Ce groupe est hétérogène à l’égard du pouvoir pathogène pour le porc, car il
est constitué aussi bien de virus encore pathogènes comme le virus H 41 et 331 que
de virus complètement atténués comme la souche chinoise.

Groupe III.
Les virus de ce groupe sont rapidement inactivés à 56°C puisqu’ils subissent une

perte de titres infectieux de 3 à 4. log après trente minutes. C’est le cas des clones
(U 14, U 19, H 128.8 et U 610) isolés au laboratoire et de la souche GPE-.

Les virus de ce groupe III ont tous été obtenus par sélection et clonage à 29-C.
Ce sont des mutants froids complètement atténués pour le porc et qui sont caractéri-
sés par une grande fragilité du pouvoir infectieux vis-à-vis de la chaleur (56!C).

3. - La résistance du pouvoir infectieux du virus en fonction du !’77
a) Cinétique d’inactivation du Pouvoir infectieux du virus à !’77 acide (fig. io).

Nous avons étudié la cinétique d’inactivation des souches AI,D et Alfort ainsi que
du clone U 610, à pH i,6 dans le tampon Mac Ilvaine.



Pendant les cinq premières minutes du séjour dans le tampon acide on assiste à
une brutale diminution du pouvoir infectieux correspondant à une perte de 2 log.
environ qui est suivie d’un plateau indiquant la survie dans la population virale
d’une fraction résistante.

Ce phénomène assez général qui est observé pour d’autres virus comme celui de
la fièvre aphteuse à pH 6 (BaCxxncx, 1957) serait plus lié à une hétérogénéité phéno-
typique que génétique.

Nos résultats indiquent que les 3 virus étudiés s’inactivent à pH 2,2 apparem-
ment de la même manière.

b) Relations entre la stabilité du viyus en fonction du !H et de son pouvoir pathogène Pour
le porc (fig. Il et 12).
Dans le cas du virus de la fièvre aphteuse, Asso (1966) a montré que des mutants

fragiles à 56oC étaient également rapidement inactivés à pH 6,4 alors que dans les
mêmes conditions le virus sauvage pathogène s’avère résistant à 56!C et à pH 6,4.

Dans cette optique, nous avons voulu étudier la stabilité du pouvoir infectieux
du virus de la peste porcine en fonction du pH, de manière à vérifier si, dans certaines
zones de pH, il était possible de différencier facilement à l’aide de l’inactivation les
virus pathogènes des virus atténués.

Pour chaque clone, nous avons choisi d’incuber pendant quarante minutes à la





température de la glace fondante des aliquotes de virus dans dix solutions du même
tampon, mais à des pH différents s’échelonnant de pH 2,4 à pH m,8. En d’autres
termes, nous avons recherché après inactivation, le titre infectieux résiduel de la
fraction résistante dans la zone du plateau mise en évidence au cours de l’étude de
la cinétique.

Les résultats obtenus ont été les suivants :

La souche sauvage virulente « Alfort », la souche « 33z » et le clone U 61o se révè-
lent remarquablement stables de pH 3,5 à pH 10,5 dans nos conditions de travail
(fig. 11).

Dans le cas de la souche « 331 » la stabilité optimum observée entre pH 5 et
pH 6 doit vraisemblablement correspondre à la stimulation du pouvoir infectieux du
virus à pH 5, phénomène que COLLINS (1960) avait déjà remarqué avec des souches
virulentes.

Ces résultats indiquent que, de façon générale, le virus de la peste porcine s’avère
stable dans une large zone de pH et qu’il semble illusoire d’espérer différencier les
souches virulentes des souches atténuées à l’aide de la stabilité de leur pouvoir infec-
tieux entre ces deux pH.

Toutefois, à pH 2,6 et à pH 11,8, nous avons observé des différences, d’une part
entre souches virulentes et souches atténuées dont la production virale est réalisée
sur cellules PK 15 et, d’autre part entre trois suspensions virales du clone U 610
produites respectivement sur cellules PK i5, sur cellules de rein de foetus de mouton
et sur cellules de muscle de foetus de mouton (fig. i2).

Mais il convient d’ajouter qu’il n’est pas possible d’apprécier la valeur signifi-
cative de ces différences obtenues à des pH aussi extrêmes où des variations impor-
tantes peuvent aisément survenir. La stabilité du pouvoir infectieux du virus en fonc-
tion du pH ne peut donc pas être retenue comme facteur d’identification.

4. - Pouvoiy pathogène pour le Porc des différents virus étudiés
(tabl. i et 2)

Les virus du groupe I, virus « chauds » et résistants, se révèlent hautement
pathogènes puisqu’ils provoquent en huit à quinze jours la mortalité des porcs accom-
pagnée de tout le cortège des signes cliniques habituels.

Le groupe II est hétérogène vis-à-vis du pouvoir pathogène pour le porc puisqu’il
comprend des virus causant de la mortalité (H 4i), des virus doués de virulence rési-
duelle plus ou moins intense (1) (P 18, H 104, H go8) et des virus complètement atté-
nués (souche chinoise « Suvac »). Ce groupe comprend par ailleurs les souches de
vaccin vivant « D » et « O » ainsi que la souche « 331 » isolée par M!rrG!WrrG, responsable
de l’évolution des formes chroniques de la maladie chez les jeunes porcelets.

Inoculés aux porcs, les clones H 104 et H go8 provoquent une hyperthermie assez
élevée (4m-4i,5°C) accompagnée ou non d’anorexie, mais aucune mortalité n’est ob-
servée dans ce cas.

La souche lapinisée chinoise « Suvac », complètement atténuée pour le porc,
est connue pour ses propriétés in vivo (AYNAUD, ig7o).

(’) Se traduisant chez l’animal par de l’anorexie et de l’hyperthermie.



Recherches vétérinaires. - 1972.



Le groupe III, constitué exclusivement par des virus « froids » rapidement inac-
tivés à 56°C (clones U zq., U 19, U 610, U 128.8 et souche GPE-), est bien homogène
puisque tous les virus étudiés appartenant à ce groupe ont perdu le pouvoir pathogène
pour le porc en conservant le pouvoir immunigène.

Inoculés au porc même à des doses de 108 UFP, ces virus ne provoquent même
plus d’hyperthermie et la virémie est peu ou pas décelable.

DISCUSSION

Notre discussion portera, d’une part sur la valeur des différents marqueurs étu-
diés et, d’autre part sur leur signification.

I. - Valeur des marqueurs étudiés comme facteur d’identification

a) Le « yt ».

Le virus sauvage « Alfort » possède un rt élevé (42,5 °C). I,e rt mesuré dans ce
système in vitro ne serait peut-être qu’un rt apparent inférieur au rt réel, d’au-
tant plus que nous sommes en présence d’un virus dont le cycle est long (z5 heures) par
rapport à celui de la fièvre aphteuse (4 heures), par exemple, et l’on peut se deman-
der si un tel rendement mesuré en fin de cycle (vers la quinzième heure) est inférieur
à une valeur supposée réelle en raison des conditions thermiques du milieu qui sont
défavorables à la cellule hôte. Tous les virus étudiés dans ce travail possèdent un
rt supérieur à 39,5°C. Il est par conséquent difficile de baser un facteur d’identification
sur le yt dont la valeur subit peu de variations en fonction des souches. Car des mutants
complètement atténués (U 128.8 et GPE-) et certains encore pathogènes (H 798,
H 104) ont des rt de valeur semblable.

De même, dans le cas des mutants froids comme le clone H ia8.8 et le clone U 610 o

isolés au laboratoire, le !t observé n’est peut-être qu’un rt apparent supérieur au
yt réel en raison de l’absence d’inhibition des synthèses cellulaires à la suite de
l’infection virale. L’intense métabolisme des cellules PK 15 vers 37°-38°C pourrait
entraîner avec lui la production de virus qui lui est étroitement liée. Pour vérifier
cette hypothèse, il nous faudrait étudier la température optimale de culture des
cellules PK 15 et rechercher le rt de chacun des virus en présence d’un inhibiteur
des synthèses cellulaires.

b) La température optimale de développement.
La température optimale de développement constitue un marqueur qui est bien

lié au pouvoir pathogène car les souches les plus froides sont aussi celles qui sont dé-
pourvues de virulence pour le porc. C’est le cas pour le virus de la poliomyélite (DUBES,
Zg56 ; LWOFF, ig6o), le virus de la fièvre aphteuse (Asso, zg67), le virus de la peste
équine (MIRCHAMSY, 1967), le virus de la rougeole (Hozlrrsx5t, 1966), le virus de
l’influenza (MACKENZIE, 1969) et le virus de la vaccine (KIRN, 1964).

Le virus sauvage « Alfort » possède une température optimale de développement
élevée qui correspond à la température interne du porc (39,5°C). On connaît ainsi



d’autres exemples de virus dont la température optimale est élevée tel que celui de la
peste aviaire (39 °C) ou mieux celui de la maladie de Newcastle (42°C) qui correspond
bien à la température interne des volailles (4r°-42°C) (Rmz-Gon!z, ig63).

S’il y a peu de différences entre les souches au niveau du yt (excepté pour
les souches pleinement virulentes), la détermination des températures optimales
permet par contre d’observer des différences assez prononcées entre les souches.

Le virus sauvage virulent dont le yt est de 42,5°C a une température optimale
de 39°-4o°C. La souche « D », obtenue sans aucun clonage par passage en série à 37°C
en culture cellulaire, a un rt de 41,5oC et une température optimale étalée de 35°
à 39°C ce qui suggère une hétérogénéité génétique dans la population de virus. Tous
les autres mutants dont le yt est situé entre 39,5°C et 40,5°C présentent des tempé-
ratures optimales de développement qui s’échelonnent de 33°-34°C pour les clones
U i28.8 et U 610, 35°-36oC pour la souche « 331 », jusqu’à 37°38°C pour le clone H 798
et la souche GPE-.

On peut ainsi distinguer les souches chaudes douées d’un intense pouvoir patho-
gène pour le porc et des souches froides ayant perdu en partie ou en totalité leur pou-
voir pathogène. La température optimale de développement semble donc un bon
marqueur permettant de caractériser une souche. Mais nous avons vu qu’il n’est pas
le seul à intervenir dans l’expression de la virulence.

c) La vitesse de multiplication.
La température optimale n’est pas le seul marqueur à intervenir car le clone

H 798 et la souche GPE-, qui possèdent le même rt et la même température opti-
male, diffèrent profondément par leurs propriétés à l’égard du porc. 1,’un provoque
encore de la mortalité (H 798) tandis que l’autre (GPE-) est inoffensif. De plus,
si l’on considère la vitesse de multiplication, le clone H 798 se multiplie rapidement et
intensément (cycle court) en formant de grandes plages en culture cellulaire, tandis
que la souche GPE- se multiplie lentement (cycle long) avec des titres infectieux peu
élevés en formant des plages de taille réduite. Vis-à-vis de la résistance à 56°C, le clone
H 798 appartient au groupe II, tandis que la souche GPE- appartient au groupe III.

Inversement, bien que se multipliant lentement en culture cellulaire la souche
331 qui appartient au groupe II se révèle encore pathogène pour le porc.

Par ailleurs, la souche chinoise « Suvac » et la souche « 0 », qui se multiplient lente-
ment en culture cellulaire, sont des virus totalement dépourvus de pouvoir pathogène
pour le porc.

La vitesse de multiplication in vitro est certainement en rapport avec le pouvoir
pathogène pour l’animal sensible. C’est cependant un marqueur complexe puisque le
rendement en virus dans les conditions optimales, la durée du cycle et la taille des
plages obtenues interviennent dans son expression. De plus, il semble bien qu’il ne
soit pas non plus le seul à intervenir.

d) La résistance du Pouvoir infectieux à 56°C.

La résistance à la chaleur constitue un marqueur qui est bien en relation avec le
pouvoir pathogène puisque les souches les plus fragiles sont aussi celles qui sont
dépourvues de virulence pour le porc. C’est le cas du virus de la poliomyélite (PAPA-
EVANGE!ou, 1961 ; YOUNGER, ig57), du virus de l’encéphalite de l’Europe centrale
(MAYER, 1965) et du virus de la fièvre aphteuse (Asso, ig66).



Du fait de leur grande fragilité, les virus du groupe III sont instables dans le
milieu extérieur où ils sont rapidement inactivés. Leur diffusion dans l’organisme
en est donc limitée. La stabilité du virus à la chaleur est un nouveau marqueur inter-
venant dans le pouvoir pathogène. La mise en oeuvre aisée de ce test au moyen d’un
chauffage pendant trente minutes à 56-C constitue un facteur d’identification facile
à rechercher. Il faut remarquer que l’acquisition de la fragilité du pouvoir infectieux
à 56oC s’accompagne pour les souches se multipliant rapidement d’un abaissement
notable de la température optimale de développement.

Au cours des passages à ag!C, nous avons sélectionné des virus qui sont à la fois
froids et fragiles. Toutefois, le petit nombre de virus étudiés jusqu’à présent nous
empêche d’étayer plus solidement cette observation.

e) La stabilité du pouvoir infectieux en fonction du PH.
Dans nos conditions expérimentales, nous n’avons pas pu mettre en évidence de

différences significatives concernant la stabilité en fonction du pH entre les diverses
souches de virus qui se comportent apparemment toutes de la même façon entre pH 3,5 5
et pH io,5 ; ce qui indique que le pouvoir infectieux du virus est remarquablement
stable. On savait déjà que le pouvoir infectieux du virus est non seulement stable
(KUBIN, 1967), mais est stimulé dans certaines conditions à pH 5 (COLLINS, ig6o).

2. - Signification des marqueurs étudiés

a) Le rendement thermique et la température optimale de multiplication.
Ces marqueurs sont directement liés aux conditions de la synthèse du virion

comme l’ont montré les travaux réalisés avec le virus de la poliomyélite (LWOFF,
ig6o) et avec le virus de la fièvre aphteuse (Asso, ig67). L’élaboration d’une parti-
cule infectieuse met en jeu, d’une part la synthèse et l’activité de l’ARN-polymérase
propre à l’acide nucléique viral et, d’autre part la synthèse des protéines de structure
et leur assemblage selon une morphologie précise (DELAGNEAU, 1970; SCHERRER,
1971).

b) La vitesse de multiplication.
Ce marqueur est matérialisé in vitro surtout par la taille des plages observées

vingt-quatre heures après l’infection. La relation entre la taille des plages et la viru-
lence est connue pour d’autres virus. Ainsi pour certains myxovirus parainfluenza
comme le virus de Newcastle (SCH!OER, 1968) ou celui de la rougeole (RAPP, ig64), le
caractère « petite plage » semble lié à la perte de la virulence. Dans le cas du virus de
la rougeole, la taille des plages, employée dans certaines conditions pour différencier
in vitro les virus pathogènes des virus atténués, serait liée à la sensibilité particulière
de ces mutants à l’interféron (MYRCHAMSY, ig6g).

Concernant la peste porcine, tous les virus se multipliant rapidement in vitro
ont été adaptés, sélectionnés et clones uniquement sur des cellules d’origine porcine,
tandis que les virus caractérisés par une multiplication lente ont été sélectionnés sur
des systèmes hétérologues par rapport au porc : la souche « Suvac » a subi de très
nombreux passages sur lapin (500 à 600), la souche « 0 » a été obtenue par passages
sur lapin, suivis de passages sur cellules rénales de lapin, puis sur cellules rénales de



mouton ; enfin la souche GPh- a subi des passages nombreux sur cellules de testicules
de bovins, suivis par des passages à 30°C sur cellules rénales de cobaye.

Dans ce dernier cas, il faut remarquer que la souche GPE- qui se multiplie lente-
ment en culture cellulaire présente en même temps une très grande fragilité à 560C,
du même ordre que celle observée avec les clones U 61o et H 128.8 qui eux, par contre,
se multiplient rapidement in vitro. On sait qu’il existe des variations dans le dévelop-
pement d’un même virus, d’un système cellulaire à l’autre. Les cultures de cellules
de moustiques permettent au virus Sindbis de se multiplier à 28!C avec un rendement
identique à celui obtenu dans des cellules de vertébrés incubées à 37°C (STEVENS,
Ig7o). I;ASB (ig6g) a également montré que la sensibilité du développement viral à
la température est fonction, d’une part de la thermosensibilité propre de chaque souche
de virus et, d’autre part du système cellulaire utilisé. On pourrait donc supposer qu’au
cours des très nombreux passages sur des systèmes cellulaires hétérologues, on sélec-
tionne des mutants bien différents de ceux que l’on obtiendrait dans un système
homologue. Dans cette optique, un virus lapinisé pourrait être à l’origine de la souche
331 isolée dans un foyer de peste porcine subaiguë aux U. S. A.

c) La stabilité dac pouvoir infectieux à 56!C et en fonction du !77.

A la lumière des résultats obtenus avec le virus de la fièvre aphteuse (Asso, Ig67),
avec le virus Sindbis (SIMPSOrr; 1969 ; BURGE, Ig66), ou avec le virus de l’encéphalite
de l’Europe centrale (MAYER, 1965), les différences de thermostabilité du pouvoir
infectieux observé à 56!C entre les diverses souches du virus de la peste porcine sont
vraisemblabement en rapport avec des modifications de structure au niveau des
protéines du virion. L’inactivation à 56oC atteint essentiellement les protéines du
virion (DIMMOCK, Ig67), mais il n’est pas possible encore de savoir si, dans notre cas,
c’est la protéine du core ou celle de l’enveloppe qui sont touchées par l’action de la
chaleur. <

I,’effet inactivant du pH s’exerçant du niveau des surfaces externes du virus
surtout quand il est enveloppé, nous avons tenté de rechercher si l’inactivation par
les solutions acides ou basiques permettrait de révéler des différences entre virus
résistants et virus fragiles à 56oC, ce qui conduirait à conclure à la présence de
structures différentes au niveau des protéines de l’enveloppe.

Malheureusement, toutes les souches étudiées se révèlent stables entre pH 3,5 et
pH 10,5. Les différences observées, au-delà de ces deux limites, n’ont pas une grande
valeur significative en raison des valeurs extrêmes des pH (2,6 et 11,8). Toutefois, si
des différences pouvaient être mises en évidence pour un même clone produit sur des
systèmes cellulaires différents (rein de porc, rein et muscle de mouton, muscle de
veau), on pourrait supposer l’existence de variations de structure (lipides) au niveau
de l’enveloppe vraisemblablement d’origine phénotypique comme cela a déjà été
observé dans le cas du virus de l’influenza (HASPEI&dquo; 1971) ou du virus de Newcastle
(DRAKT, IgE)2).

Dans le cas du virus de l’encéphalite de l’Europe centrale (MAYER, 1965) ou du
virus Sindbis (BosE, 1970), une chromatographie sur colonne échangeuse d’ions a
permis de mettre en évidence des différences dans la charge électrique globale au
niveau des surfaces externes des virus appartenant aux différents groupes de mutants.

Dans ces deux cas, on a pu montrer que des virus pathogènes et résistants à la



chaleur s’éluaient de la colonne avec des molarités différentes de celles des virus atté-
nués et fragiles. De tels résultats indiquent que la structure de l’enveloppe virale
serait modifiée. Mais ceci reste à vérifier à l’aide de cette technique dans notre système.

CONCLUSION

Nous avons montré qu’il est possible de différencier aisément au laboratoire,
sans recourir à l’inoculation au porc, les souches virulentes des souches atténuées du
virus de la peste porcine par l’étude de la température optimale de développement,
de la vitesse de multiplication dans les cellules PK r5 et de la stabilité du pouvoir
infectieux à 56°C (tabl. 3).

Ces trois caractères constituent des facteurs d’identification in vitro intervenant
dans l’expression du pouvoir pathogène pour le porc. Les résultats obtenus nous per-
mettent de prévoir qu’un virus pleinement virulent pour le porc possédera les pro-
priétés in vitro suivantes :

a) développement optimal dans des conditions de température élevée (39°-40°C) j
b) multiplication rapide liée à une production intense de particules infectieuses

et à la formation de grandes plages de cellules fluorescentes ;

c) résistance du pouvoir infectieux à la chaleur (56 °C). C’est le cas des souches
« AI,FORT » et « AI,D ».

Par leurs propriétés in vitro les virus dépourvus de tout pouvoir pathogène seront
classés en deux types :

Le premier type.

a) développement optimal dans des conditions de température basse (33°-34°C) ’,

b) multiplication rapide liée à une production élevée de particules infectieuses
et formation de grandes plages dans les conditions optimales ;

c) grande fragilité du pouvoir infectieux à 56°C.
C’est le cas des clones H 128.8 et U 610.

Le deuxième type.

a) multiplication lente liée à une faible production de particules infectieuses et
formation de petites plages ;

b) fragilité du pouvoir infectieux à 56°C ;

c) température optimale de développement délicate à déterminer en raison de
la faible production de virus.
C’est le cas des souches « 0, « Suvac j!, GPE-.

Par ailleurs, il existe bien une corrélation entre ces caractères in vitro et le pouvoir
pathogène pour le porc, car des souches (souche « 33r o) situées par leurs propriétés in
vivo entre les souches virulentes et les souches atténuées occupent également une

position identique de par leurs propriétés in vitro.





Nous possédons donc un outil précieux permettant de préparer des souches vac-
cinales dont on peut contrôler et assurer efficacement l’homogénéité et la stabilité
génétique.

Le pouvoir pathogène d’un virus est en rapport avec la quantité de virus produite
par chaque cellule infectée, le nombre de cellules atteintes par le virus et par la
persistance du virus hors de l’organisme (qui détermine le pouvoir de contagion). Les
facteurs évalués in vitro : rendement thermique, vitesse de multiplication, stabilité
du pouvoir infectieux du virus, interviennent simultanément dans la pathogénie de
l’infection.

Reçu pour publication en janvier 1972.

SUMMARY

SWINE FEVER : 7N VITRO IDENTIFICATION FACTORS (GENETIC MARKERS)
OF THE VIRUS IN RELATION TO PATHOGENICITY FOR THE PIG

In vitro identification factors (genetic markers) of swine fever virus have been evaluated
using immunofluorescent techniques of virus titration in cell culture in a comparative study of
the in vitro properties of fully virulent wild virus, weakly virulent virus, cold-attenuated mutants
and of various living vaccine strains. The temperature for optimal development, the multipli-
cation rate in « PK 15 » cells and the heat resistance of infectivity at 56°C are the three para-
meters allowing differentiation of the strains without resource to inoculation of the pig.

Fully pathogenic viruses are characterized by rapid multiplication connected with intense
infective particle production and the formation of large fluorescent cell plaques at about 39-400C
as well as by heat resistance of infectivity at 560C.

Conversely, non-virulent strains show optimal development at 33-34°C, slow virus multi-
plication connected with low production of infective particles, formation of small plaques as well as
by loss of infectivity at 56°C.
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