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MALADIE DES MUQUEUSES :
MISE EN ÉVIDENCE DE VARIATIONS ANTIGÉNIQUES

ENTRE DIVERSES SOUCHES

A L’AIDE DE LA TECHNIQUE DE SÉRONEUTRALISATION
EN CULTURE CELLULAIRE

G. CORTHIER J.-M. AYNAUD

Statiorz de Recherches de Virnlogie et d’Immunologie, 1. N. R. A., .,

78b50 i’fiiveYvc1l Grignon

RÉSUMÉ

A l’aide d’un test de réduction du nombre d’unités formant des plages en culture cellulaire,
il a été mis au point une technique de séroncutralisation à sérum constant (1/20) et virus variable
qui a permis de comparer l’activité antigéniquc de 17 souches du virus de la maladie des muqueuses
d’origines variées.

Des sérums, dirigés contre la souche Ore,gon C!V et la souche de référence NADL, présentent
une activité neutralisante fonction de la souche de virus testée. Des différences sérologiques
significatives entre les souches de virus étudiées ont été mises ainsi en évidence. Mais les valeurs
des index de ncutralisation ne permettent pas de classer les virus en groupes sérologiques
distincts. La détermination du nombre exact de groupes est conditionnée par l’étude comparée de
l’activité neutralisante d’un plus grand nombre d’antisérums spécifiques des variants sérologiques
les plus représentatifs.

- -- - .

INTRODUCTION

La nature de l’agent viral de la maladie des muqueuses a été mise en évidence
dès 1946 par OLAFSON. L’étude des propriétés structurales et antigéniques du virus
a fait l’objet de nombreux travaux. Ainsi la microscopie électronique a montré
qu’il était constitué d’une nucléocapside entourée d’une enveloppe contenant des
lipides (HAFEz, 1968, HoRZirr>~x, 1971). La nature de son génome (ARN) et sa mor-
phologie le classent avec le virus de la peste porcine et celui de l’artérite équine parmi
les togavirus (H.ORZINEK, 1971).

La production des différentes souches de virus de la maladie des muqueuses sur
cultures de cellules de testicules ou de reins de veau a permis d’obtenir les quantités



d’antigènes nécessaires à des études d’immunodiffusion et de fixation du complé-
ment. Ces techniques associées avec celles de l’immunofluorescence ont montré
l’existence de déterminants antigéniques communs. Les informations obtenues par
ces trois techniques résultent des interactions entre les anticorps sériques et le maté-
riel antigénique produit au cours du cycle intracellulaire du virus. Elles ne permettent
pas de localiser avec précision, au niveau de la particule virale, le ou les antigènes
communs aux différentes souches.

La technique de séroneutralisation en culture cellulaire révèle les antigènes
localisés à la surface des virus infectieux. A partir de cinq souches de virus de la
maladie des muqueuses étudiées par cette technique, FERNET,IUS et al. (1971) ont
mis en évidence des variations antigéniques et ont proposé de regrouper les virus
en trois types sérologiques.

Cette technique a été utilisée dans notre laboratoire afin de déterminer l’acti-
vité neutralisante de sérums spécifiques de 2 souches de virus de la maladie des

muqueuses, vis-à-vis de 17 souches différentes d’origines variées. Pour cela, nous
avons mis au point un test in vitro de réduction du nombre d’unités formant plages
après séroneutralisation. Dans ces conditions, nous avons pu préciser les relations
sérologiques existant entre ces diverses souches de virus de la maladie des muqueuses.
l,es résultats ainsi obtenus indiquent une grande hétérogénéité dans les activités
antigéniques des virus étudiés.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

T’irus de la maladie des muqltfuses

Nous avons utilisé 17 souches isolées sur le terrain, d’origines diverses :

I Souches fournies par le Dr GILBERT de l’École nationale vétérinaire de Toulouse;
20 Souches fournies par le 1)! P!avc de l’1·cole nationale vétérinaire d’Alfort; §
3° Souches américaines : souches l’21X’ et souches de référence NADL ;
I° Vaccin vivant commercial : « r)i!inion(l »;

Sa Souches fournies par le I)’’ WKLLEMANS de l’Institut vétérinaire de Uccle, Bruxelles.

Yroduction du virus

Des cellules confluentes <le testicules de veau de première explantation (cultivées dans un
milieu Earle additionne de o,5 p. 100 d’hydrolysat de lacta)bumine, d’antibiotiques et de
io p. 100 de sérum de veau normal, lavées ensuite trois fois avec du milicu sans sérum) sont
placées en contact avec le virus à ’37C pendant i heure. Le milieu de maintien Earle contient
2 p. ioo de sérum foetal de veau dépourvu d’inhibiteur de la croissance virale. Après l’apparition
de l’effet cytopathogène, vers 48 h, les cellules infectées sont congelées et conservées à - 70&dquo;C.

Titvage du poetvoir infectieux dit virtes

Pour chaque dilution logarithmique du virus, on dépose o,z ml sur 3 tubes de Leighton à
grande fenêtre (55 X 13 mm), renfermant un tapis confluent de cellules primaires (préalable-
ment rincées 3 fois avec un milieu sans sérum) de testicules de veau. Après une adsorption de r h
à température ambiante, les cellules sont recouvertes par un gel d’agarose (grade A Calbiochem)
à l p. ioo dans du milieu de Earle (contenant o,5 p. IOO cI’hydrolysat de lactalbumine et 2 p. 100
de sérum fcetal de veau), puis incubées à 37&dquo;C. Au bout de trois jours, en vue de la coloration on
dépose i ml d’un second gel d’ariarose (!13; Indubiose; à i p. 100 dans un milieu l?arle-Tris
contenant 0,02 p. 100 de rouge neutre. Les tubes sont laissés à 28°C à l’abri de la lumière pendant



io h environ. Les plages sont alors visibles à l’cxil nu (fig. i). Le total des plages comptées dans les
3 tubes d’une même dilution doit être d’environ 100 pour obtenir une précision statistique de
20 r. 100.

Lr=s sér U111S

Le sérum f&oelig;tal de vcau, dépourvn d’inhibiteur ou d’anticorps spécifiques, est utilisé comme
sérum témoin. Les antisérums spécifiques de la maladie des muqucuses sont préparés sur mou-
tons hyperimnwnisés avec un surnageant clarifié de cellules infectées. Le sérum de veau spéci-
fiquc de la souche CZ4V nous a été fourni par le Dr GILBERT.

l’eciiiiiqzt(! de séroneutralisalion

()n mélange, en quantités identiques, le sérum au i/io dans du milieu de Earle et la sus-
pension virale aux différentes dilutions. Le mélange est incubé i h à 37°c’ puis une nuit à 4°C.
Les résultats obtenus avec les sérums dëcomplémentés ou non sont identiqucs.

Calcul de l’index de neutralisation

De façon à ne pas être gêné par une éventuelle variabilité dans la sensibilité des cellules,
un témoin contenant du virus non neutralisé est fait à chaque expérience. Le titre du virus est
calculé à partir du nombre de plages aux dilutions appropriées. 1_adifférenceT-N,entreletitre



en log du virus non neutralisé (T) et celui du virus mis en présence du sérum à tester (N) repré-
sente l’index de neutralisation (tabl. i). Pour un virus et un sérum donnés, ce rapport est constant
(’’une expérience à l’autre.

RÉSULTATS

Sévoneutvalisation du virus de la maladie des muqueuses
par un sévum de mouton sPécifique de la souche NADL

Lorsqu’on met en présence différentes souches du virus de la maladie des

muqueuses et un sérum de mouton anti souche NADI, de la façon précédemment
décrite, on observe des différences dans la valeur de l’index de neutralisation indiquant



une hétérogénéité dans les propriétés antigéniques des virus. En effet, l’index de
neutralisation varie de un à trois (tabl. i).

Toutefois, il est à noter que bien qu’il existe des variations entre les souches
vis-à-vis de la neutralisation par le sérum étudié, tous les virus sont neutralisés au
moins partiellement par le sérum. Ce recouvrement indique une parenté antigé-
nique entre la souche NADI, et toutes les autres souches étudiées (tabl. 2).

La classification des virus par la valeur de leurs index de neutralisation ne per-
met pas de distinguer des groupes sérologiques vis-à-vis du sérum de mouton anti
souche NADL.

Séroneutralisation du virus de la maladie des muqueuses
Par un sérum de veau spécifique de la souche Cz,V

Les valeurs de l’index de neutralisation, vis-à-vis d’un sérum de veau anti
souche C2.V, de quelques souches de virus de la maladie des muqueuses montrent
aussi une grande variabilité parmi les virus étudiés (tabl. 3) et un recouvrement

sérologique.
Les virus NADL et C2.V, bien que différents par leurs effets cytopathogènes,

différent peu par la valeur de leur index de neutralisation avec les sérums étudiés.



DISCUSSION

A. - 11’1 éthodologie
a) Titrage du pouvoir infectieux.

Le titrage du pouvoir infectieux du virus par la méthode des plages a été préféré
à celui par la méthode des dilutions limites. Ainsi, les résultats peuvent être obtenus
au bout de quatre jours au lieu de huit. Les plages observées sont de grande taille,
facilement lisibles à l’oeil nu (fig. r). D’autre part, pour obtenir une précision égale,
la méthode des dilutions limites nécessite une quantité beaucoup plus importante
de matériel.

b) Mesure de l’activité neutralisante des sérums.

Pour déterminer l’activité neutralisante des sérums étudiés, nous avons eu
recours à la méthode à sérum constant et virus variable. Les avantages de cette
méthode par rapport à celle à sérum variable et virus constant sont strictement
techniques :

- le pouvoir infectieux des diverses souches étudiées diminue en fonction de
la durée de stockage à - 20°C ou à - 70-C. L’obtention avec exactitude d’un nombre
prédéterminé d’unités formant des plages, dont dépend la précision des résultats
de la méthode à virus constant et sérum variable, aurait difficilement été réalisable

compte tenu du nombre élevé de souches étudiées ;
- la méthode (sérum constant, virus variable) exige un nombre inférieur de

tubes de Leighton pour assurer une précision égale à la méthode à virus constant
et sérum variable ;
- un contrôle de nos résultats a été réalisé sur deux virus différents à l’aide

de la méthode à virus constant et sérum variable.

B. - Variations sérologiques observées
entre diverses souches de la maladie des muqueuses

La séroneutralisation in vitro de 17 souches de virus de la maladie des muqueuses,
par un sérum de mouton anti souche NADI, et par un sérum de veau anti souche

C2.V, a permis de montrer que les souches de virus étudiées présentent toutes à un
degré variable une parenté sérologique avec les souches NADIa et C2,V.
a) L’existence de groupes sérologiques distincts s’appuie sur l’observation de dis-
continuités significatives dans les valeurs de l’index de neutralisation. Dans notre
cas, les variations dans les valeurs de l’index de neutralisation des diverses souches
de la maladie des muqueuses n’ont pas permis de mettre en évidence de telles discon-
tinuités, malgré la précision et la reproductibilité de nos mesures. Dans ces conditions,
il nous paraît arbitraire de rassembler ces souches en un certain nombre de variants
sérologiques.

L’absence de discrimination entre les souches NADL et C2.V, étudiées avec
nos deux sérums de référence peut être due à la préparation des anticorps à partir



de deux espèces animales différentes. FERNEUUS et al. (1971) ont observé une varia-
tion sérologique entre les deux souches, en utilisant deux sérums de veau.

b) I,e recouvrement antigénique observé suggère qu’un ou plusieurs déterminants
antigéniques sont portés par toutes les souches. La perte du pouvoir infectieux
d’un virus, par l’action d’un antisérum, est due à la fixation de molécules d’anticorps
à la surface du virus. I,e ou les antigènes communs seraient donc situés au niveau
de l’enveloppe.

Si l’intensité de la neutralisation d’un virus est fonction de la quantité d’anti-
corps fixés sur ce virus, les variations sérologiques entre les souches peuvent s’expli-
quer de deux façons différentes :
- l’accessibilité du ou des déterminants antigéniques communs à la surface

du virus varierait selon les souches ;
- la quantité de ce ou ces antigènes pourrait ne pas être constante d’une souche

à l’autre.
Des résultats obtenus par WEr,r,!MAVS et VAN ERT (communication person-

nelle) en immunodiffusion seraient en faveur de la seconde hypothèse.

SUMMARY

MUCOSAI, DISEASE EVIDENCE OF AKTIGENIC VARIATIONS

BETWEEN DIFFERENT STRAINS DEMONSTRATED BY SEROXEU’tRALI2ATION

IN TISSUE CULTURE

Using a test which shows a reduction in the number of plaques in tissue culture, it has been
possible to develop a technique of serum neutralization with a constant dilution of serum (I{20)
and a variable amount of virus to compare the antigenic activity of 17 different strains of mucosal
disease virus.

Sera against the strain Oregon (&dquo;24 V and the reference strain N AÜL show a neutralizing
activity against the strain of virus tested. Kvidence of some significant serological differences
between the strains of virus studied has bccn put forward. The values of the neutralization
indices don’t allow the viruses to be classified in distinct serological groups. The determination
of the exact number of groups is conditioned by a comparative study of neutralizing activity of
a much greater number of specific antisera from a greater representation of serological variants
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