ISOLEMENT DU VIRUS DE LA GASTRO-ENTERITE TRANSMISSIBLE
DU PORC SUR CULTURES CELLULAIRES ET COMPARAISONS
ANTIGENIQUES AVEC DEUX SOUCHES AMERICAINES
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INTRODUCTION

DEPUIS QUELQUES ANNEES, on observe au Ca-
nada des cas cliniques de gastro-entérite trans-
missible (GET) (4,5). A date, les travaux
relatifs a4 la GET s’intéressaient surtout a I'épi-
zootiologie et a la transmission expérimentale
de la maladie chez les porcelets (4,5). La
présente étude se rapporte i un cas clinique
confirmé par lisolement du virus sur cultures
de cellules de porc. Elle compare aussi la
souche isolée i deux souches américaines de
référence.

MATERIEL ET METHODES

Cas Clinique

De janvier a avril 1971, des vétérinaires
praticiens de la région de Berthier, au Qué-
bec, observérent une affection intestinale por-
cine caractérisée par des vomissements et une
diarrhée trés fluide. Les signes cliniques
étaient plus prononcés chez les porcelets que
chez les truies. Le taux de mortalité enregis-
tré chez les porcelets igés d’'un a dix jours
s'élevait a4 100% ; il n’atteignit cependant que
10% chez les sujets 4gés de quatre semaines.

Au moment de la nécropsie de quelques
sujets affectés, Fun de nous (J.B.P.), préleva
des segments de jéjunum chez des porcelets
ayant manifesté des signes cliniques pendant
quatre jours et les conserva 4 —70°C, jusqu’a
ce quils soient expertisés en laboratoire.

Virus de référence

Nous avons utilisé deux souches de réfé-
rence du virus de la GET. La premiére (sou-
ches d’Ames) provenait du Dr. G. Lambert! ;
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elle était déja adaptée aux cellules rénales de
porc. La deuxiéme (souche de Purdue) pro-
venait du Dr. E. O. Haelterman? ; elle en était
a son dixiéme passage consécutif chez des
porcelets dgés de cinq 4 dix jours (6). Nous
lavons adaptée aux cultures de cellules ré-
nales et thyroidiennes de porc dans notre
laboratoire. La souche canadienne de la GET
provenait de I'un des cas cliniques qui fait
T'objet de cette publication. Cette souche sera
dorénavant appelée ADRI-1.

Sérums immuns de référence

Le Dr. Lambert nous a fourni le sérum
immun correspondant a la souche d’Ames.
Nous en avons préparé un, contre la souche
de Purdue, selon la méthode décrite par
Witte et Easterday (13).

Sérum immun d expertiser

Le sérum immun contre la souche ADRI-1
provenait de lI'un des porcs qui survécut
aux épreuves de transmission réalisées avec
T'échantillon clinique.

Porcs

Tous les porcs utilisés lors de la préparation
des sérums immuns et des cellules rénales,
ainsi que ceux utilisés lors des épreuves de
transmission, provenaient du troupeau exempt
d’organismes pathogénes spécifiques (EOPS)
de notre Institut (8). Les glandes thyroides,
utilisées lors de la préparation des cellules
thyroidiennes, provenaient de porcs abattus
localement.

Cultures cellulaires

Les cultures de cellules rénales et thyroi-
diennes porcines ont été préparées selon les
méthodes de Greig (9) et de Witte et Easter-
day (13) respectivement. Dans les deux cas,
cependant, le milieu de croissance fut celui
utilisé par Greig (9) auquel on ajouta 10%
de sérum feetal bovin. Le milieu de survie fut
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celui de Eagle MEM, complété avec 2 ou 5%
de sérum.

Epreuves sérologiques

Epreuve de neutralisation — On effectua les
épreuves de séro-neutralisation croisées dans
des cultures de cellules thyroidiennes en tubes,
selon la méthode conventionnelle : quantité
constante de virus versus quantité décrois-
sante de sérum. Nous avons employé une dose
standard de 100 DICC;,3 de chacun des trois
virus mentionnés auparavant. Aprés avoir mis
en contact le mélange virus-sérum pendant
une heure, & 37°C, et I'avoir adsorbé durant
une heure sur les cellules, nous avons ajouté
le milieu de survie. Les tubes, maintenus en
position stationnaire, ont été examinés quo-
tidiennement pendant cinq jours. On déter-
mina les titres d’anticorps selon la méthode
de Reed et Muench (12).

Epreuve de la déviation du complément —
Nous avons utilisé cette épreuve afin de défi-
nir les relations antigéniques entre la souche
ADRI-1 et les deux souches américaines de
référence (Ames et Purdue). On a déja pu-
blié la technique de I'épreuve modifiée de la
déviation du complément (1), & T'exception
de la préparation des antigénes. A cette fin
on inocula des cellules rénales porcines, culti-
vées en flacons de Blake, avec 105 DICC;, de
chacune des trois souches du virus de la GET.
Aprés une heure d’adsorption & 37°C, on
ajouta le milieu de survie contenant 2% de
sérum feetal bovin et on remit les flacons a
létuve, jusqu’a Tobtention d’un effet cyto-
pathogéne (ECP) maximum. Aprés avoir fait
éclater les cellules par la congélation, on sédi-
menta les débris cellulaires 4 200 X g, durant
30 minutes. On concentra le surnageant de 40
a 80 fois dans lappareil a pression-dialyse
d’Amicon, pourvu d’une membrane de type
XM-50%. On clarifia la surnageant concentré
en le centrifugeant et on le congela a —20°C,
avant de l'utiliser dans I'épreuve modifiée de
la déviation du complément.

Technique de l'immunofluorescence

Nous avons utilisé cette technique afin de
déterminer si deux conjugués immunofluores-
cents, préparés contre deux souches de réfé-
rence américaines, pourraient servir & déceler
le virus ADRI-1 dans la muqueuse intestinale
des porcelets et dans les cultures cellulaires
rénales et thyroidiennes infectées. Une publi-

3DICC;y: Dose infectant les cultures cellulaires
dans une proportion de 50%.

4Amicon Corporation, 21 Hartwell Ave., Lex-
ington, Mass. 02173
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cation antérieure décrit les méthodes de pré-
paration des conjugués fluorescents ainsi que
la technique de I'immunofluorescence (2).

Transmission expérimentale aux porcelets

On utilisa une partie des échantillons pré-
levés chez les porcelets malades décrits au-
paravant, afin de préparer une suspension tis-
sulaire de 10% dans le tampon de Dulbecco
(7). Par la suite, on administra par voie orale,
4 chacun des quatre porcelets de sept jours,
une partie de cette suspension décontaminée
(14), & raison de 1 ml par porcelet. Un autre
porcelet témoin recut 1 ml de la solution tam-
pon. On garda ces porcelets individuellement
dans des unités d’isolement du type Horsfall,
jusqu’a la fin des expériences.

Inoculation de cultures cellulaires

On administra a des porcelets une partie de
la suspension & expertiser ; on en inocula
une autre partie dans dix tubes de 15 X 110
mm et cinq tubes de Leighton de cellules ré-
nales, ainsi que dans un nombre égal de tubes
de cellules thyroidiennes. On observa les cel-
lules quotidiennement durant cinq jours. On
récolta ces cellules, ainsi que les milieux de
survie dans les tubes, en vue d’effectuer deux
passages successifs. On fixa avec de l'acétone
les cellules cultivées sur lamelles en tubes de
Leighton et on les colora avec les conjugués
immunofluorescents décrits auparavant.

RESULTATS

Inoculation d’animaux

De 24 i 36 heures aprés I'administration
orale de la suspension préparée avec des seg-
ments de jéjunum, provenant du cas clinique,
les quatre porcelets expérimentaux manifes-
térent des signes cliniques compatibles avec
ceux de la GET : une diarrhée trés liquide
et des vomissements se produisant quelques
minutes aprés l'ingestion de lait. On procéda
alors a leuthanasie de deux de ces porcelets
et on préleva leur jéjunum dans le but d’iso-
ler le virus en cultures cellulaires et d’effec-
tuer I'épreuve d’'immunofluorescence sur des
sections transversales de ces tissus (11).

Les lésions macroscopiques se limitaient au
systéme digestif. L’estomac était trés dilaté et
rempli de lait caillé. Quant i lintestin gréle,
il était aussi dilaté, atonique et rempli d’'un
liquide jaunitre, dans lequel baignaient quel-
ques caillots de lait. A la palpation, la paroi
de Tintestin gréle de ces deux porcelets s’a-
véra beaucoup plus mince que la normale. Un
examen au microscope stéréoscopique révéla
une atrophie des villosités intestinales dans la
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Proro 1. A) Segment du jéjunum d’un porce-
let normal, igé de neuf jours ; noter la longueur
des villosités. B) Segment du jéjunum d’un porce-
let du méme 4ge, infecté depuis 48 heures avec
la souche ADRI-1 de la GET; noter Iatrophie
des villosités. X 5.

PHOTO 2. Coupe transversale d’'un groupe de
villosités intestinales, infectées depuis 48 heures
par le virus ADRI-1 et colorées par un conjugué
immunofluorescent preparé contre la souche Ames
de la GET; noter la fluorescence intra-cytoplas-
mique limitée aux cellules absorbantes de ces
villosités. X 350.

plupart des segments examinés (Photos 1
A,B). L’immunofluorescence permit aussi de
déceler des agrégats d’antigéne de la GET
dans le cytoplasme des cellules absorbantes
de la muqueuse de l'intestin gréle (Photo 2).

Chez les deux porcelets survivants, la diar-
rhée atteignit son paroxysme deux jours aprés
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Tinoculation ; elle diminua ensuite graduel-
lement dans les jours suivants. Ces sujets de-
meurérent ensuite cliniquement normaux jus-
qu’a la fin de Pexpérience. Nous avons cepen-
dant réussi 3 déceler la présence d’anticorps
neutralisants 4 Iendroit des deux souches de
référence et de la souche ADRI-1, 21 jours
aprés linfection expérimentale de ces deux
porcelets. Au cours de cette méme période, le
porcelet témoin ne manifesta pas de signes
cliniques et ne développa pas d’anticorps neu-
tralisants.

Inoculation de cultures cellulaires

Cellules rénales porcines — Aprés trois pas-
sages successifs sur des cultures cellulaires de
rein de porc, il savéra impossible d’isoler
directement l'agent causal i partir des seg-
ments de jéjunum provenant du cas clinique.
Toutefois, comme nous le mentionnions au
paragraphe précédent, I'administration d’une
partie de ces segments & des porcelets suscep-
tibles avait provoqué chez eux des signes cli-
niques caractéristiques de la GET. Nous avons
toutefois réussi i isoler le virus en cultures de
cellules rénales, & partir des suspensions pré-
parées avec le jéjunum de nos porcelets expé-
rimentaux. Malgré labsence d'ECP dans ce

de cellules, l'immunofluorescence nous
permit de démontrer, dés le premier passage,
la présence d’antigéne viral de la GET dans
le cytoplasme de ces cellules. Au second pas-
sage sur cellules rénales, on décela un ECP ;
"immunofluorescence nous permit de Tattri-
buer au virus de la GET. En dépit de la pré-
sence d'un ECP dés le deuxiéme passage du
virus, celui-ci ne détruisait pas complétement
le tapis cellulaire, méme au sixiéme passage.
Nous avons parfois observé que les cellules
affectées se détachaient, tandis que les cel-
lules intactes continuaient i se multiplier et a
reformer le tapis cellulaire.

Cellules thyroidiennes porcines — La sus-
pension préparée avec les segments de jéju-
num provenant de porcs infectés naturellement
produisit un ECP marqué et semblable a
celui qua décrit Witte (14), dés le premier
passage sur des cultures de cellules thyroi-
diennes. L’immunofluorescence nous permit
de déceler la présence du virus de la GET
dans le cytoplasme des cellules lésées.

Contrairement 4 ce que nous avions ob-
servé avec les cultures de cellules rénales,
celles de cellules thyroidiennes donnérent un
ECP progressif et facile a interpréter.

Identification de la souche ADRI-1
Le virus isolé du cas clinique produisit le syn-
drome de la GET chez nos porcelets expéri-
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mentaux. L’ECP en cultures de cellules ré-
nales ou thyroidiennes, s’avéra semblable a
celui qu'ont décrit divers auteurs pour d’au-
tres souches du virus de la GET (3,10,13,14).

Les épreuves croisées de séro-neutralisation,
effectuées avec les souches ADRI-1, Purdue
et Ames, démontrérent une relation immuno-
logique réciproque entre ces souches. L’é-
preuve de la déviation du complément décela
aussi des antigénes communs entre la souche
canadienne et les deux souches américaines
de référence. L’antisérum de la souche Pur-
due possédait cependant des titres homo-
logues, légérement supérieurs aux titres hété-
rologues. Les conjugués immunofluorescents
préparés avec les souches d’Ames et de Pur-
due permirent de déceler la souche ADRI-1
en cultures cellulaires.

DiscussioNn

Les observations cliniques, tant sur la ferme
quau laboratoire, ainsi que les résultats des
examens virologiques, démontrent que la ma-
ladie en cause était bien la gastro-entérite
transmissible.

Nous n’avons pas réussi a isoler directement
le virus sur cellules rénales de porc avec les
tissus de porcelets infectés naturellement, mais
seulement aprés un passage chez des sujets
susceptibles. Les difficultés éprouvées lors de
Iisolement du virus dans des cultures de cel-
lules rénales seraient attribuables a plusieurs
facteurs, entre autres : la diminution rapide
de la concentration virale dans lintestin aprés
Tapparition des signes cliniques (11), I'appa-
rition d’inhibiteurs dans lintestin (14) et I'in-
sensibilité relative des cellules rénales a len-
droit du virus de la GET (13). Afin de mini-
miser les effets de ces facteurs défavorables a
T'isolement du virus, il faut prélever les échan-
gillons dés que les sujets malades commencent
a vomir.

Le choix du systéme cellulaire revét aussi
une grande importance. En effet, I'utilisation
de cultures de cellules thyroidiennes nous a
permis de déceler 'ECP dés le premier pas-
sage. Par contre, il nous a fallu effectuer deux
passages successifs du virus dans des cultures
de cellules rénales avant de pouvoir observer
un ECP. Les cellules thyroidiennes se sont
aussi avérées préférables aux cellules rénales
pour les épreuves de séro-neutralisation, parce
que I'ECP du virus y est d’apparition rapide,
progressif et d’interprétation plus facile. Les
résultats des épreuves de titrage du virus et
de séro-neutralisation y sont aussi plus faciles
a reproduire.
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Les résultats positifs des épreuves de séro-
neutralisation, que nous avons effectuées avec
le sérum de porcelets convalescents, suggérent
la possibilité de poser un diagnostic avec
cette méthode, méme si Fon ne réussit pas a
isoler le virus.

Le comportement de la souche ADRI-1 en
cultures cellulaires ressemblait & celui décrit
pour les souches américaines du virus de la
GET (10,13). Les épreuves de séro-neutrali-
sation, d’'immunofluorescence et de déviation
du complément démontrérent aussi sa simili-
tude antigénique avec les deux souches améri-
caines de référence.

L’épreuve directe modifiée de la déviation
du complément a permis de déceler les anti-
corps de la GET dans le sérum de porcs
hyperimmuns. Des travaux sont en cours afin
de déterminer lefficacité éventuelle de cette
méthode pour le diagnostic sérologique des
cas de GET.

REsumE

A partir du jéjunum de porcelets infectés
naturellement, les auteurs ont réussi i isoler
le virus de la gastro-entérite transmissible sur
des cultures de cellules thyroidiennes et ré-
nales de porc. Cette souche n'a pu étre dif-
férenciée de deux souches témoins améri-
caines, 3 laide d’épreuves de séro-neutralisa-
tion, de déviation du complément et d’im-
munofluorescence. Contrairement 3 ce que
nous avons observé dans les cellules rénales,
on a constaté que dans les cellules thyroidien-
nes le virus de la gastro-entérite transmissible
produit un effet cytopathogéne caractéristique
et progressif qui se développe rapidement.
Ainsi les cellules thyroidiennes se sont avérées
préférables aux cellules rénales pour lisole-
ment et le titrage du virus, ainsi que pour les
épreuves de séro-neutralisation.

SUMMARY

The virus of transmissible gastroenteritis
(TGE) was isolated from field specimens on
porcine thyroid cells and on pig kidney cells.
The newly isolated strain could not be dif-
ferentiated from two American reference
strains by the serum neutralization, the com-
plement fixation and the immunofluorescence
tests. The rapidly developing and progressive
cytopathic effect seen in pig thyroid cells in-
fected with TGE virus made them more ap-
propriate than the pig kidney cells for virus
isolation, virus titration and for the serum
neutralization tests.
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PRIX VETERINAIRE GAINES

Dans le but dencourager le progrés en
médecine et en chirurgie des petits animaux,
la compagnie General Foods Limited, par
Fentremise du Centre de Services profession-
nels Gaines, a institué le “prix vétérinaire
Gaines”.

Ce prix sera décerné annuellement a un
vétérinaire dont on aura jugé que le travail a
contribué éminemment & l'avancement de la
médecine et de la chirurgie des petits ani-
maux, soit en recherches cliniques ou soit en
recherches fondamentales. La présentation de
I'ceuvre 4 évaluer devra avoir fait I'objet d’'une
publication dans des revues vétérinaires d’en-
vergure ou d’une communication  des congrés
professionnels. On considérera en premier lieu
les travaux exécutés au cours des cinq der-
niéres années, bien que, en second lieu, on
puisse aussi apprécier les ceuvres antérieures i
cette période pour des membres qui demeu-
rent toujours actifs.
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Toute personne peut, jusqu’au 31 mars 1975
au plus tard, présenter des candidats pour le
prix .de 1975 en s’adressant au Comité exécutif
de TACV. Avec chaque recommandation, le
proposeur devra soumettre une description des
travaux de son candidat. Il devra aussi demon-
trer comment ces travaux ont contribué a
Favancement de la médecine et de la chirurgie
des petits animaux et soumettre une bibliogra-
phie pertinente (s’il en existe) en méme temps
qu’une notice biographique.

Le prix consistera en un médaillon d’or ac-
compagnant une somme de $500.00. Le tout
sera décerné a I'occasion du congrés annuel.

Toute correspondance a ce sujet peut étre
adressée au soussigné.

]. R. Kinney
Secrétaire exécutif
360 avenue Bronson
Ottawa, Ontario
KIR 6]3



