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INTRODUCTICN

I1 vy a un sitcle, les agents responsables des maladies
infectieuses n'étaient pas encore découverts., La premigre culture
pure d'un germe pathogene, le bacille charbonneux date de 1877 ;
elle est due aux travaux de Pasteur et Joubert. Depuis, grice aux
perfectionnements des techniques de microscopie et de biochimie,
nous connaissons non seulement la morphologie de ces différents
agents, mais encore leur structure interne et leur composition chi-
mique,

C'est ainsi que nous savons que certaines particules
infectieuses se différenciant compleétement des bactéries par leur
tres petite taille, leur parasitisme cellulaire obligatoire, leur =+
structure, leur composition chimique, sont responsables de diffé-
rents désordres organiques : nous les appelons 'virus', Les pre-
mieéres cultures de virus datent de 1933, Ils ne sont visibles que
depuis quelques années grice au Microscope Electronique, Ces virus
comprennent une partie centrale infectieuse faite soit d'acide ribo-
nucléique, soit d'acide desoxyribonucléique, et d'une partie péri-

phérique de nature protidique possédant une symétrie déterminée,
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Actuellement, les connaissances en immunité bactérienne
sont déja bien avancées : on sait que parallélement & l'immunité hu-
morale, il existe une immunité cellulaire, ayant entre elles des
rapports étroits, A une attaque bactérienne, certaines cellules ré-
pondent en fabriquant des anticorps que l'on retrouve dans les humeurs;
il existe &galement dans l'organisme des cellules ayant le pouvoir
d'englober les particules étrangeres : on les appelle des phagocytes.
Ces phagocytes comprennent les leucocytes du sang circulant et les
macrophages, Ceux-ci peuvent se trouver a 1'état libre dans les
exsudats ou fixés dans les tissus constituant le systéme réticulo-
endothélial., Les microbes phagocytés subissent des modifications plus
ou moins poussées et rapides selon la nature des germes et les
espeéces animales envisagées, De plus, de nombreuses infections dé-
terminent une irritation fonctionnelle des organes hématopoietiques
ayant pour counséquence 1'élévation du nombre des globules blancs,
Peut-on assimiler "immunité bactérienne" & 1"'immunité virale" ?

J., Bordet, en 1938, dans son Traité de l'immunité (1) dans les ma-
ladies infectieuses assimile l'une et llautre :

- "l'observation des phénomenes', dit-il, qui président & la guérison
des maladies a virus filtrants est difficile, mais les renseignements
dont on dispose suffisent 2 démontrer que dans le cas des virus
invisibles, les facteurs d!immunité sont identiques & ceux qui assurent

la défense contre les bactéries!' -
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L'approfondissement des connaissances dans le domaine
viral, rend les immunologistes beaucoup moins catégoriques dans leurs
affirmations, Raffel, en 1960, dans son Traité d'immunologie (2)
reconnait le rdle tres important des anticorps dans la défense de
l'organisme contre les infections virales mais, certains faits, entre
autres la guérison obtenue chez des sujets faisant une hypogamma~
globinurie, montre que seuls, les anticorps n'y suffisent pas ; les
leucocytes ont sans doute un rdle important, dit-il, mais qui reste
tres obscur,

Malgré leur caractire fragmentaire, les recherches
effectuées depuis le début de ce sitcle, ont établi la réalité de la
participation des organes hématopoiétiques, des leucocytes circulants
et des cellules du systéme réticulo-endothélial aux processus infec-
tieux viraux : la leucopénie passagere, llapparition d'éléments cel-
lulaires morphclogiquement anormaux, constatées au‘ cours de nom-
breuses viroses humaines ou animales, la possibilité dl'isoler 1l'agent
pathogene des leucocytes sanguins et des macrophages de différents
organes, suffisent a le démontrer, Mais de nombreuses inconnues
persistent, a peine abordées au cours de ces dernidres années : les
conséquences sur le comportement leucocytaire de la présence intra-
cytoplasmique des virus, le r8le respectif des polynucléaires, des
lymphocytes et des monocytes dans le transport des particules infec-

tieuses et dans la défense de l'organisme lintervention du systeme
?
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réticulo-endothélial dans la scnsibilité ou la résistance de l'organis-
me aux virus demeurent mal Siucidés,

Nuues ne prétendons pas, dans ce travail, apporter une
solution 2 ces différentes quesiions fondamentales, Notre but, plus
modeste, est double :

- dans la premiere partie de notre Theése, nous nous
proposercons de rassembler les documents actuellement publiés sur
les intéractiois virus-leucocytes et de dégager les grandes orienta-
tions des travaux actuels.

-~ dans la seconde partie, nous rapporterons les résultats
de recherches perscnnelles : certaines constatations nous ont incité
a étudier l'action cytotoxique des particules virales 3 1l'exclusion
de leur action infectieuse, Pour cela :

dans un premier temps, nous avons appliqué surtout la
microcinématographie en contraste de phase, 3 llobservation des con-
séquences de la phagocytose de virus dl'especes différentes chez le
cobaye en ¢tudiant l'exsudat péritonéal de cet animal apres phapo-

cytose in vivo des différents virus.

Puis, nous avons approfondi la question en étudiant, in

vitro, les intéractions myxovirus influenzae - macrophages alvéolaires

de cobaye en microcinématographie, en microscopie électronique, et

en appareil de Warburg.



PREMIERE PARTIE
EXPOSE DES CCNNAISSANCES ACTUELLES SUR LES

INTIZRACTICNS VIRUS-LEUCCCYTES

FPour plus de clarté dans l'exposé des faits complexes que
nous allons passer en revue, nous avons classé, sous diverses ru-
briques, les connaissances actuelles sur les intera-tions wvirus-

leucocytes,

I - ARGULIENTS TEMOIGNANT D!INTERACTICNS

VIRUS-LEUCCCYTES,

A - Faits d'observations en pathologie humaine ou vétérinaire

au cours d'infections virales spontanées ou expérimentales,

a) Arguments indirects témoignant d'interactions

virus-leucocytes,

Au ccurs de nombreuses infections virales humaines, on
observe des modificaticns du nombre de leucocytes et de la formule
leucocytaire accompagnées de modifications cytologiques : é1éments

cellulaires anormaux, présence d'inclusions,

- Modifications du nombre des leucocytes. Lie chiffre moyen

normal des globules blancs dans le sang périphérique est d'environ

8.000 -~ par mm3.
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Les formules leucocytaires ont été étudiées au cours des
infections virales par de nombreux hématologues dont nous ne pauvons
citer ici tous les noms. Ils sont loin d'8tre d'accord sur les résultats,
Nous passerons en revue les maladies virales les plus courantes.

La question de l'augmentation ou de la diminution des
globules blancs chez les rougeoleux a £té 1'objet de contradictions
assez grandec, four les uns, il y a leucocytose marquée cu légere,
pour les autres cette hyperleucocytose n'existe que pendant la période
d'incubation, elle est suivie d'une leucopénie en période d'état,
J.RIEUX dans sont traité d'hématologie (3) psnse, que si 1'hyperleuco-
cytose s'observe en période d'état ou de desquamation, c'est, celon
toute vraisemblance, a cause de la concomitance d'infections secon-
daires qui cse rencontrent d'une fagon coutumiére dans cette maladie,

Chez les sujets atteints de Rubéole, au lendemain de la
généralisation de 1'éruption rubéolique, les hématologistes relevent
un chiffre leucocytaire variant entre 7,000 et 4,000 leucocytes
par mm3. Aux envirbns du 8&me jour, le nombre des leucocytes est
a peu preés redevenu normal,

Chez les varioleux, on note une hyperleucocytose avec
élévation du nombre des mononuclfaires et des éosinophiles ainsi que
la présence de myélocytes et de globules rouges nucléés, Cette
formule est caractéristique de la variole mais peut se rencontrer ,

a un degré moindre, dans la varicelle et la vaccine,
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Chez les malades atteints de grippe, en période d'épidémie,
on observe au début de la maladie une leucocytose polynucléaire avec
lymphopénie, (FRENT ZEL~-BEYME A.(4), CURLETTQC R.et ses colla-
borateurs (5), JEANNERET C. et TARAHAND F, (6)),

Une lymphocytose s'observe au cours des oreillons,

Au cours de la pneumonie A virus chez l'enfant,
JAKOVLSEV I, 1, (7) constate une hyperleucocytose initiale modérée,

BCGLDANCW I, L., ALEKSEEVA N.V, (8) étudient la
formule leucocytaire de 404 malades atteints de poliomyélite, Ils
trouvent une leucopénie modérée ou une monocytose ; mais, dans le
cas de complications bactériennes, ils observent une leucocytose mo-
dérée ; par contre si le sujet atteint de poliomyélite a subi préalable-

ment une autre infection virale, la leucopénie est accentuée.

- Eléments cellulaires anormaux. l.es hématologistes observent

dans le sang périphérique de malades atteints de diverses infections
virales des leucocytes anormaux. Ils en font la description générale
suivante : cellules de grande taille, 3 noyau excentrique avec une
structure chromatinienne particulidre ; la chromatine $tant cn réseau
> Vd . . 3 - -~ 1
irrégulier ou en mottes 2 position excentrique, L.eur protcnlasme est
hyperbasophile avec une zone pilc jugtanucléaire, Ce type celilulaire
sy 2

correspondrait a des £1éments jeunes de transition de la lignée

plasmocytaire.
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Cec cellules ont regu diverses appellations : SCHIER R.(9)
les nomme '"cellules mononucléées atypiques hyperbasophiles',
LITWINS J, et LEIBOWITZ S, (10) les désignent sous le nom de
"virocytes'. Ce dernier terme a ¢t vivement critiqué entre autre par
J. BERNARD (11). En effet pour donner le nom de virocytes a ces
cellules, il faudrait les rencontrer dans toutes les infections virales et
uniquement au cours de ces infections,

L.es formes anormales se rencontrent-elles dans toutes les
maladies virales ? D'apreés BENAZET F., SCHIER R,, FELIK ...,(12)
(1956) si les virocytes n'ont pas été observés dans toutes les infections
virales, ils sont tres fréquents au cours des viroses s'accompagnant
d'une atteinte réticulo-endothéliale ou lymphoide : rubéole, rougecole,
hépatite a virus. Cn les rencontre plus rarement au cours de la
varicelle, du zona, de l'herpes, des pneumopathies virales. &n 1932,
BENJAMIN B, et WARD S.M. (13) signalaient dans la rougeole des
formes anormales de lymphocytes ressemblant a celles décrites par
DOWNEY H.(14) dans la mononucléose infectieuse., Toutefois
JOKOVL3EV D,i4., (15) constate la présence de lymphocytes et mono-
cytes atypiques des le début de la pneumonie 2 virus chez l'enfant., Ils
disparaissent apres la guérison,

CURLETTOC R. et ses collaborateurs (16) ont étudié la
formule leucocytaire de 30 patients atteints de grippe pendant 1'épidémie

de 1957, Ils constatent un polymorphisme lymphocytaire allant jusqu'a



E 6 classes de lymphocytes, Ciest la fréquence de ces formes anormales
rencontrées au cours des maladies virales, qui a déterminé LITWINS J.
et LEIBOWITZ S. (17) % les appeler 'virocytes" bien quec leur proportion
par rapport aux autres leucocytes soit peu élevée, inférieure 2 10%,

Mais des cellules étrangement semblables se rencontrent
en dehors des infections virales, Dds 1907, TURCKW, (18) avait décrit
de telles cellules chez un malade atteint d'angine associée 2 des symp-
tdmes septicémiques.

DOWNEY H, et ses collaborateurs (19) désignent sous le
nom de leucocytoides des cellules semblables qui apparaissent dans le
sang et que d'autres ont trouvées au cours dlinfections et de parasitoses
tres diverses : rickettsiose, fitvre de Malte, toxoplasmose acquise, et
surtout au cours de divers é&tats allergiques. BENAZET F. (20) sur

'S 8769 examens de sang a retrouvé 121 fois ces cellules.

112 fois dans les affections virales,

5 fois dans les maladies bactériennes,
4 fois au cours du paludisme,

Enfin, elles existent 2 1'état normal, dans les tissus
lymphoides, au taux de 1 & 2 pour 1000 cellules. J., BERNARD (21)
se basant sur le fait que ces cellules sont inconstantes au cours des

viroses et présentes au cours de maladies incontestablement non
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virales, appelle ces "virocytes' des "usurpateurs' et leur préfere le
nom 4! "immunocytes!,

isec variations de la formule lcucotytaire et 1'apparition de
formes anormales dans le sang, semblent 3 eux seuls des facteurs
trop inconstants et trop généraux pour permettre de diagnostiquer une
infection virale,

- Présence d'inclusions . Certains chercheurs, grice au perfec-

tionnement des techniques décrivent des inclusions intraleucocytaires
au cours de quelques infections virales,

Le simples colorations histologiques montrent des
inclusions dans les leucocytes présents dans 1'oeil de lapin infecté par
scarification avec le virus vaccinal (MZEZRLING, Ky 194 .(22)).

la ccloration de Wright met en évidence au cours de
certaines maladics virales : mononucléose infectieuse, herpes,
poliomyélite et au cours de maladies dont les symptdmes ne per-
mettent pas un diagnostic absolu des granulations dans les lympho-
cytes. Ces granulations sont de teinte bleue durant la phase aigiic de
la maladie, elles deviennent rouge au cours de la convalescence.
Elles ne sont pas mises en évidence dans d'autres maladies, Ce qui
est en faveur de leur association avec une condition spécifique
(ISAAC 3.R2.,1953 (23)).

Des inclusions fluorescentes scont observées dans les

polynucléaires ncutrophiles du sang circulant de chiens atteints de la
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maladie de Carré, Elles sont analogues aux inclusions obtenues par la
coloration de schorr dans les neutrophiles du sang de chiens atteints de
cette maladie (CELLC R., 2{OULTCN J., Mac FARLAND 3.,1958(24)).

La coloration fluorescente a l'acridine-orange révele
dans 1'épithélium trachéal et bronchique, dans les cellules alvéo-
laires du poumon, dans les leucocytes au cours d'infections grippales
provoquées expérimentalement des inclusions de la couleur caracté-
ristique de 1'ARN, Par contre un traitement préalable avec la
ribonucléose montre la disparition graduelle des inclusions., Zlles
seraient donc d'origine grippale (virus 3 ARN) (MAXLICUICH NLA,,
FETRCVSEA C,G., 1962; (25)).

l.e “iicroscope Electronique met en évidence des
inclusions dans les leucocytes de malades atteints de mononiicléose
infectieuse, Ces inclusions ne sont pas décelées dans les leucocytes
de sujets sains (PAEGLE R,, 1961 (26)).

5i 'origine des inclusions est reconnue virale, et, en ce
sens est une preuve indirecte d'une interaction virus-leucocytes,
D'identification de ces particules avec le wirus reste discutable,

b) Les arguments directs démontrant l'existence d'intéractions

leucocytes~virus : mise en évidence du virus dans les leucocytes,

Lepuis plusieurs années des moyens d'observation directe
tels que l'immuncfluorescence et la i.iicroscopie Electronique per-

mettent de mettre en évidence la présence du virus dans les leucccytes
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et complétent les techniques plus courantes d'isolement du virus a
partir de ces cellules sur animaux, sur oeufs ou en culture de tissus.

- Observations en IuIMUNCOF LULRESCENCE,

i.a technique d'immunofluorescence a été décrite par
COCNS A.H, et KAFPLAN M,H, en 1950 (27). Elle permet par colo-
ration des anticorps avec une substance fluorescente de détecter les
complexes anticorps-virus dans les frottis et les tissus, C'est par
cette technique quelquefois modifiée que 1'on a pu mettre en évidence
la présence du virus dans les leucocytes d'animaux infectés, Le virus
grippal A, souche PRB a été décclé dans les cellules mononucléées
présentes dans les déjections nasales du furet infecté par ce virus.
Ces macrophages montrent a l'intérieur une fluorescence jaune-verte
a la fois dans le cytoplasme ct le noyau alors qu'aucune fluorescence
n'est observée dans les tissus non infectés,traités de la mé&me ma-
niere, ni dans lec tissus infectés traités avec un sérum homologue
non marqué (LIU C. 1957 (28)).

e m&me HERS J,F. h, en 1963 (29) a étudié en immuno-
fluorescence , cn vue d'wne méthode de diagnostic rapide,les dé-
jections du tractus respiratoire des malades atteints de grippe, de
pneumonic primaire atypique et d'ornithose : il trouve une fluores-
cence dans les cellules épithéliales du tractus respiratoire et égale~

ment dans dec ccllules rondes indifférenci€es probablement, dit-il,

des macrophages alvéolaires,



Ces expéricnces sont recoupées avec d'autres tests :
isolement du virus, tests sérologiques. Les résultats obtenus montrent
la valeur de cette méthode,

Le virus grippal A, PRg a été révélé sur les leucocytes
de l'exsudat péritonéal de souris normales et immunisées, provoqué par
ce virus purifié, Les auteurs observent sur les leucocytes, normalement
présents dans la cavité péritonéale de la souris, un halo de fluorescence
qui est interprété comme la preuve de l'adsorption virale., Les lympho-
cytes sont agglutinés. Au bout d'une heure d'infiltration leucocytaire, des
neutrophiles apparaissent, Le virus libre est adsorbé sur ces cellules et
les agglutine., La phagocytose apparait au bout de 16 heures mais le virus
est présent dans la cavité péritondale pendant 28 heures, Chez la souris
immunisée, la phagocytose du virus apparait 8 heures apres llinjection
de ce virus, Celui-ci est présent dans la cavité péritonéale pendant 12
heures (HANSON R.J,, KEMPF J.E. et BOAND A,V,, 1957 (30) ).

Le virus de la maladie de Carré se rencontre dans les
monocytes du sang périphérique de la souris inoculée par voie nasale,
le 3tme et le 4tme jour de la maladie. Ce stade virémique préctde de
peu la mort de l'animal (LIU C. et COFFIN D,L,, 1957, (31) ).

De m@me, le virus poliomyélitique type III est décelé par
cette technique dans les leucocytes du sang périphérique de singes a qui

on a inoculé le wvirus par voie intracérébrale . Le sang est
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recueilli de 5 2 Z0 jours apres le début de la paralysie, La fluores-
cence n'existe qu'en utilisant 'antisérum homologue, Lies préparations
témoins faites avec des leucocytes de singes norrnaux ou de singes
infectés mis en présence de l'antisérum poliomyélitique type I et
type II ne montrent aucune fluorescence ; Preuve de plus 3l'appui : le
virus est isolé de ce mé&me lot de leucocytes sur culture de rein de
singe (KOVACS E., BARATAWIDJAJA R.K., WALMSLEY-NEWSCN A.
et LABZOFFSKY N.A., 1963 (32)).

MINS C, A, (33), dans un récent article (iiars 1964)
faisant suite a des travaux antérieurs (1959-1960), souligne l'!impor-~
tance des macrophages dans les infections virales, Ceux-ci se trouvent
disséminés un peu partout dans l'organisme, Ils bordent le foie, la
rate, les sinus, les capillaires, les cavités pleurales et péritonéales,
le tractus respiratoire, Les particules virales tendent & &tre captées
par les macrophages comme le sont les autres particules étrangires,
Du résultat de cette rencontre, dit-il, dépend la course A ll'infection.
En employant la technique des anticorps fluorescents, il montre en
particulier, que le virus inoculé par voie intraveineuse est retiré de la
circulation sanguine par les macrophages du systéme réticulo-endothé-
lial en particulier ceux du foie

BRUNNER K, T. =t son équipe (34) ont montré en 1960
que le virus de la stomatite vésiculaire et le virus Newcastle marqués

avec P32 et purifiés, inoculés par voie intraveineuse 2 des souris sont
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enlevés de la circulation sanguine par les cellules réticulo -endothé-

liales du foie.

- Cbservations en Microscopie Elcctronique.

Il ne semble pas qu'il y ait jusqu'a présent beaucoup d'obser-~
vations rapporties en microscopie ¢lectronique de virus a llintéricur de
leucocytes, résultaﬁt d'une phagocytose in-vivo,

Zn 1663 et 1964 NELSCN E,, HAGER H,, KOVACS3 E. (35)
observent des particules virales dans le cytoplasme des polynuclaires de
souris encéphalitiques inoculées avec le virus poliomyélitique souche
Columbia 5K, les particules virales sont assocides aux granulations
osmiophiles, clles sont bien circonscrites et quelquefois entourées dlune
membrane, Beaucoup de ces leucocytes montrent des altérations ultra~
structurales telles que formation de pseudopodes, de vacuolecs intra-
cytoplasmiques, accumulations lipidiques, L.es leucocytes diginirés ou
pycnotiques montrent une perte des membranes nucldaires avec soit une
concentration centrale soit une diminution générale dés granulations
caractéristiques,

Le virus de la mosalgue du tabac radioactif injecté par voie
intraveineuse a la souris se retrouve dans les cellules de Kupffer
(cellules réticulo-endothéliales de foie), Ceci a été confirmé par la
Microscopie Electronique (ERICKSON J.0., HENSLEY T.J,, FIELDS M,

et LIBRY R,L. 1957 (36)).
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- Pouvoir infectieux des leucocytes.

FLNNER F. en 1948 (37) d'apres les résultats d'une vaste
expérience chez la souris infectée avec le virus ectromdélia montre le
r8le des macrophages et en particulier de ceux du foie et de la rate
dans le déroulement de l'infection, Sa mdthode consiste A titrer des
suspensions d'organes et de tissus 3 différents temps apres l'infection,

- Isolement sur animaux,

Un certain nombre d'isolements de virus ont &té faits a
partir de sang total, décelant ainsi la période virémique de la maladie,
Les auteurs constatent peu a peu que seuls,dans le sang les leucocytes
sont virulents, En 1902 NICOLLE F, et ADIL-BEY (38) avaient dja
€mis l'hypothese du sitge intraleucocytaire du virus de la peste bovine.
Cette hypothese s'appuyait d'une part, sur l'lexpérience de KOLLE W.
qui, en 1899, centrifugeant du sang défibriné d'un animal atteint de
peste bovine avait constaté que le sérum demeurait inoffensif tandis que
le culot tuait ics anima\t'lx, d'autre part, sur la constatation du fait
qu'il n'y a jamais de 1ésions au point d'inoculation, et que les humeurs
pauvres en ¢léments figurés (comme le liquide céphalo-rachidien ou la
sérosité oculaire) se montrent moins riches en virus que les humeurs
ol abondent les cellules du sang,

Le virus . .poliomy¢litique a ¢té isolé, des 1910, du sang
de singes infectés expérimentalement (FLEXNER 5, et LIVIS I', A, (39)),
et en 1947, du sang total humain par inoculation 3 la souris

(KOPRUVIKI H, et son équipe (40)).
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5i l'on centrifuge le sang total d'une volaille atteinte de
peste aviaire, le virus fowl-plague se cantonne surtout dans la couenne
leucocytaire qui se montre 10 fois plus virulente que le plasma ou les
globules rouges lavés (TCDD C,, 1928 (41)).

Iie m&me le pouvoir infectieux de leucocytes d'animaux
infectés avec le virus vaccinal a souvent $té démontré (SMITH, W.,
1929 (42)), (DCUGLAS S, R, et SAITH W., 1930 (43)) (LCNG »,H. et
CLITSKY #.IX., 1930 (44)), (SABIN A.B., 1935 (45)).

Le comportement du virus vaccinal a été &tudié chez le
primo-vacciné (GILDENMEISTER E. et HILGERS P., 1930 (46)). Il est
décelé 6 fois sur 15 dans le sang entre le 3&8me et le 9&¢me jour, par
inoculation intratesticulaire. Des recherches plus approfondies ont
montré que le virus vaccinal se fixe surtout sur les leucocytes,

La faible quantité trouvie dans le plasma correspondrait
aux virus Cchappés aux phagocytes (GILDEI4AEISTER E, et HILGERS P,
1930 (47)) .

Te méme le virus myxomateux est isolé de la couennec
leucocytaire du sang de lapin inocull 5 jours plus tdt avec ce virus.

(FENNER I, et WOODRCFE G,.i., 1953 (48)).

~ Isolement sur oeuf,

i.es essais d'isolements du virus grippal dans le sang soit
des animaux infectés expérimentalement, soit au cours de différentes

épidémies n'ont pas toujours donné des résultats concluants.
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Dans 'expérience de HERZBERG K. et ses collabcrateurs
en 1960 (49), le virus grippal est isolé dans 17 % des cas du sang de
souris 24 heures a 96 heures apres inoculation par voie nasale des
souches A/2/Asian ou A/PRS.

Ces mémes auteurs n'ont pas réussi, au cours de 1'épidémie
de grippe A 2 en 1960, a mettre en &vidence le virus dans le sang pré-
levé 24 heures apres le début de la fievre alors que ce virus $tait dé-
celé dans le liquide de lavage de gorge, Les tentatives d'isolement de
ce virus, 2 partir du sang, faites par MINUSE E. (50) au cours d'épi-
démies en 1960, n'ont également donné aucun résultat. Ceci cst en
faveur de la conception suivante : I ans les grippes sans complications,
'infection grippale se propage dans 1'¢pithélium des voies respiratoires
et non par voic sanguine,

D'apres LIPPELT H, et 2IULLER F. (51) en 1654 1l'¢chec
de l'isolement du virus dans le sang circulant au cours de certaines
maladies virales, entre autres les oreillons, est dfi 3 une insuffisance
technique. Ils soulignent 'importance d'un détail confirmée par 1'isole-
ment du virus grippal sur ceuf : il est nécessaire de réfrigérer le sang

2 - 70°, immdédiatement apres le prélévement,

- Isolement sur culture de tissus,

idisolement sur cpllure de tissus a d'abord été tentd 3

partir du sang total : quelques virus isolés du sang humain : le virus
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de la rougeole (ENI'ERS J.F, et PEEBLES T.C, ,. 1964, (52)), le virus

ECHO 9 (YOSHICKA I. W, HCRSTMANN D, M., 1960,(53)) le virus
poliomyélitique (pour la premiegre fois en 1946 chez une fillette de 9 ans
au début de la maladie lors de la rhino-pharyngite (WARD R,,
HCRSTMANN Doi3 MELNICK J, L., 1946 (54)).

Une vaste expérimentation est entreprise en 1954 par
HORST:MANN D, ki, (55) & partir des prélévements rectaux, pharyngés
et sanguins de personnes en contact avec des cas graves de poliomyélite,
Le type poliomyélitique I est isolé du sang de 6 individus sur 33 dont les
prélevements pharyngés et rectaux sont positifs, Dans les échantillons
de sang, le virus est présent A la fois et au m&me titre dans le plasma
et dans le mélange leucocytes-hématies partiellement hémolysées conte-
nant un peu de plasma tandis qulaucun virus n'est associé aux hématies
lavées, L'expérience n'a pas été tentée avec les leucocytes lavés, Les
auteurs attribuent la difficulté dl'isolement du virus au fait que la virémie
chez les humains est suivie d'une réponse prompte dlanticorps,

~ llisolement des virus est effectué maintenant 3 partir des

leucocytes seuls lavés,

Le virus poliomyélitique est isolé des leucocytes sanguins
6 fois / 6 chez des sujets atteints de paralysie infantile entre le 5&me et
le 20&éme jour apres le début de la paralysie, sur culture de rein de

singe de 5 jours (KCEHLER H,, 1960 (56)).
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Farallelement aux expériences d'immunofluorescence ci-
tées plus haut KCVACS E, (57) et son équipe ont isolé le virus polio-
myélitique type III sur rein de singe a partir des leucocytes du sang
périphérique 5 3 20 jours apreés le début de la paralysie chexz des
singes inoculés par voie intracéx;ébrale (1963), iviais KOZHIILR H, et
SPRINGER I, en 1962 (58) signalent plus particuliérement l'isolement
du virus pcliomyélitique 2a partir des lymphocytes du sang périphé-

rique de singes infectés, Ils isolent en m&me temps le virus Simien

L'isolement du virus de la rougeole des leucocytes de
malades n'est possible que si le prélevement de sang est fait au plus

tard 2 jours apres 1'éruption. (GRESSER I, et CHANY C,, 1963 (59)).

~ Isolement sur 1'homme,

En 1937, PAPP K, (60) transmettait la rougeole 2 trois
humains volontaires en inoculant des leucocytes obtenus dans la
période d'incubation de cette maladie,

B - Expérimentation in vitro,

a) Arguments indirects en faveur de la pénétration du

virus dans les leucocytes,

- Difficulté d'élution du virus grippal adsorbé sur les leucocytes,

Certains virus, comme le vi®us grippal, possédent la pro-
priété dlagglutiner les hématies et les leucocytes de certaines espéces

animales ; on les appelle pour cette raison : virus hémagglutinants.
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Tandis que les erythrocytes placés dans certaines conditions de tempé-
rature 37° éluent spontanément et presque complétement le virus grippal
adsorbé, les leucocytes éluent pev ou pas du tout ce virus. Il slagirait
donc d'un lien plus intime qu'une simple adsorption, (GINSBERG H.S.

et BLACKMON J.%., 1956 (61)) (LA PLACA M., 1958 (62)), INGLCT D.A.
et DAVENDCRT F.2d., 1962 (63)).

- Inclusions intraleucocytaires.

Des inclusions ppécifiques du virus vaccinal (corps de
guarnieri)ont été décrites dans les leucocytes d'exsudat péritonéal du
lapin mis en présence in vitro avec le virus. Mais rien ne permet
d'affirmer encore 1'identification inclusions, virus. (BARSKI G.,
MESSCRE G., LEPINE P., 1955 (64)).

b) Arguments dircects de la phagocytose in vitro du

virus par les leucocytes,

- Immuno-~fluorescence,

BCAND A,V,, KELIPT J.E, et HANSON R, J., 1957 (65)

ont €galement étudié in vitro llaction du siyxovirus influenzae A PR
VX

[a]
O

sur les leucocytes du sang ciranulant de lapin. Ils observent le complexe
virus globuline fluorescente en taches de tailles variables, disséminées
irrégulidrement 2 lintérieur des leucocytes. Lorsque la phagocytose
est inhibée par l'alcool, le virus apparaft seulement 3 la périphérie, il
n'y en a aucune trace a l'intérieur de la cellule, En fractionnant les

leucocytes contenant le virus par broyage et centrifugation différentielle,
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ils isolent différents composants qulils identifient ensuite par colo-
rations spéciales, Ils montrent ainsi que le virus est associé aux gra-
nulations cytoplasmiques.

Cette méthode d'immuno~fluorescence, montre les diffé-~
rences qui existent entre la phagocytose in vitro du iMyxovirus
influenzae A PR _ par les leucocytes et celle des cellules de cultures de

8
tissus (Hela, reins de poulet) (INGLCT D,A., et DAVENFORT F.ii.,

1962 (66)).

Avec les leucocytes, on peut distinguer les complexes présents a la
surface de la cellule, et les complexes localisés i l'intériecur de la
cellule, la majorité d'entre eux semblent &tre intra-cellulaires, indiffé-
remment distribués mais uniquement dans le cytoplasme 2 l'exclusion du
noyau, far contrec, les cellules de culture de tissus ont une ccuche
compleéte de fluorescence sur leur surface ; ce qui rend impossible
I'identification d'unités infectantes i l'intérieur de la cellule,

MINS C. en 1964 (67) suit en Microscopie ‘A..fluorescence
des polynucléaires obtenus 3 partir de la cavité péritonéale de la souris
par inoculation de bouillon stérile ¢t mis en présence du virus
ectromélia,

Apres deux heures de contact cellules-virus la phagocytose
est intense chez certains polynucléaires tandis qu'elle n'est pas déce-
lable dans d'autres. Il n'y a aucune réduction significative dans la fluo-

rescence entre 4 et 8 heures, A 18 heures la plupart des polynucléaires
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sont dégénérés, La phagocytose du virus ectromélia est réelle mais la

dégénérescence des cellules n'est probablement pas attribuable; pense-
t-il, & 'action du virus car les polynucléaires sont difficilement gardés
en survie in vitro,

- Observations en Microscopie Electronique,

Feu dlobservations ont ¢té faites jusqu'a présent au Micros-
cope Electronique sur ce sujet :

Une culture de leucocytes du sang circulant de poulet est
infectée avec du virus Newcastle en grande quantité (10,000 particules
par cellule), Durant les 4 premi2res heures aucun changement dans la
structure cellulaire n'est constaté, mais une heure aprés l'addition du
virus, les vacuoles contiennent un matériel analogue au virus tel qu'il
apparait en coupe de liquide allantolque concentré, 5 heures apres
I'inoculation, l'aspect des macrophages change ; la structure finement
détaillée du cytoplasme disparaft, de grandes inclusions amorphes et
rondes apparaissent, A l'intérieur de ces inclusions, on retrouve des
particules ressemblant au virus,

Les auteurs de cette expérience font de ces inclusions des
mitochondries détruites (HCTZ G. et BANG F.B,, 1957 (68)),

Des particules ressemblant au vi‘ru‘s Coxsackie type A 4,
sont observées en coupes ultra-fines de leucocytes de cobaye, incubés

in-vitro avec ce virus (KANTGCH Li,, ZAPF K. , 1959 (69)).
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Ces particules

1) se différencient des autres éléments structuraux de la
cellule par leur forme globulaire,

2) ressemblent aux éléments vus dans une goutte de sus-
pension de virus coxsackie seul.

3) ne sont pas vus dans les coupes de leucocytes normaux
en absence de virus,

Ces auteurs en déduisent que ces éléments sont deg parti-
cules virales,

Des leucocytes humains ont également été mis en présence

du Myxovirus influenzae absorbé sur les érythrocytes in vitro (DANCN D.,,

JERUSHALLLY Z., KCHN A, et DE~ VRIES A,, 1961 (70))
En 1957 JERUSHALMY et ses collaborateurs (71) montzraient
que les hématies humaines traitées au périodate et sur lesquellesle

Myxovirus influenzae est adsorbé en présence du sérum humain débarras-

ser des agglutinines par le périodatc sont phagocytées par les leucocytes,
Par contre les hématies sur lesquelles le virus est adsorbé sans traite-
ment préalable au périodate ne sont pas phagocytées par ces mémes
leucocytes. Ces auteurs postulaient que les leucocytes phagocytent le
virus absorbé sur la surface des erythrocytes ; mais lorsque ces der-
niers sont traités au périodate, le virus est fortement attaché i
1'hématie, les leucocytes ne pouvant détacher le virus de Phématie, pha-

gocytent le tout,
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DANCH D, et ses collaborateurs (72) vont donner llexpli- -
cation de ce phiénomene grice aux observations combinées du Micros-
cope Electronique et de la microcinématographie,

1!'5 apres 1'incubation leucocytes, erythrocytes-virus en présence de
sérum, 1'observation en microcinématographie montre les leucocytes
englobant les erythrocytes, Ceux-ci reatent a 1'intérieur des leucocytes
quelques instants et sont ensuite rejetés ; quelquefois 1'érythrocyte reste
simplement en contact pendant un temps tres court et se détache, Llob~
servation au Micrescope Electronique queclques minutes plus tard,

10' 2 30', ne montre aucune phagocytose d'érythrocytes, On observe des
particules virales adsorbées sur les erythrocytes, dlautres a la surface
des leucocytes, d'autres dans les vacuoles des leucocytes. Les parti-
cules virales en suspension dans le milieu sont rares. lLes auteurs
concluent que les particules virales sont phagocytées par les leucocytes
a partir de la surface des érythrocytes.

lLie Liicroseope Electronique a permis d'identifier des parti~-
cules virales dans le pus de diverses formes d'acné hormonal, maladie
due a un virus de grande taille appartenant 2a la famille de la psittacose

(MELCZER N., HALIAR M,, KI3Z S,, RCKA E., 1962 (73)).

- Pouvoir infectieux des leucocytes.

Une expérience faite en 1955 par GARABEDJAN G, A, ct
SYVERTON J. T, (74) montre que les macrophages et les microphages

péritonéaux de lapins, mis en évidence in vitro avec le virus herpétique,
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restent infectieux pour la souris apres 10 lavages successifs, alors que
1'inoculation du dernier liquide de lavage n'améene aucune mortalitc, Le

virus est donc soit adsorbé, soit phagocyté par les leucocytes,

!
w

II - DEVENIX DES VIRUS FHAGCCYTES PAR LES LEUCCGCYT

“.ue deviennent les virus phagocytés par les leucocytes ?
Des expériences, in vivo et in vitro, montrent que le comportement du
virus dans les leucocytes varie avec l'espece animale et le virus Ctudié,
Certains animaux sont sensibles 2 tel virus et réfractaires a tel autre.

A - Expériencesin vivo.

- Diversité des résultats :

Lies cellules de l'exsudat péritonéal de la souris permettent

la multiplication du Myxovirus influenzae A (AGKERMANN 37,7, et

KURTZ N,, 1952 (75)) ainsi que celle du virus de la vaccine (AL TLZNBERG
L.S., 1955 (76)).

Dans ces deux expériences les auteurs notent que la multi-
plication virale aboutit a la mort cellulaire,
BCRDET 2, et GUIRSIN-THIRY 1.,, en 1951-1953 (77) &tudient l'action du
virus grippal sur le cobaye, en inoculant ce virus par voie intra-péritonéale ;
ils constatent l'apparition d'un exsudat abondant avec des 1&sions leucocy-
taires (images de pycnose dans les polynucléaires) rais ne mettent pas
en évidence de multiplication virale dans ces leucocytes,

Lies expériences de HANSCN R,.J.,KEWMPF J.E. et BCANDA, V.

(78) citées & propos de I'immuno~fluorescence démontrent la phago-
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¥

cytose in vive du virus grippal par les leucocytes péritonéaux de souris
normales et immunisées, mais ces auteurs ne constatent aucune multi-
plication virale dans ces leucocytes,
les expériences de GINGBIRG H.S. et BLACKLICN J. R, (79)
concernant 'adsorption du virus grippal A PJ&";S sur les leucocytes de
cobaye montrent que trés peu de virus s'€lue  spontanément des leuco~
cytes, wdoins de 1 % du virus quiz n'a pas été élué peut 8tre détecté par
titrage d'infectivité ou d’hémagglutination quand les cellules sont complé-
tement rompues. Ceci n'est pas en faveur d'une multiplication virale,
2MINZ C, (8C) montre ia diversité d'action du virus sur les
macrophages du foie :

a) certains virus ne sont pas phagocytés par les ma-
crophages : cxemple,. le virus policmydclitique I, i la différence des virus
poliomyélitiques II et III. La chute du titre du virus dans le sang circulant
est due a l'inactivation par la chalcur.

b) certains virus sont phagocytés et digérés : le virus
vaccinal est retrouvé dans les macrophages du foie quelques minutes
apres l'injection intraveineuse ; dans 1'heurc qui suit antigéne diminue

et disparaft. L.e iiyxovirus influenzae (dosec subtoxique), lc virus du my-

xome chez la souris, le virus ectromélia chez le rat suivent le m&me

chemin,
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c) D'autres sont englobés et transférés passivement 3
travers les macrophages jusqu'aux cellules hépatiques ¢ L.e Myxovirus

influenzae et le virus Rift Valley fever chez la souris passent a travers

les macrophages bordant les sinusoides pour atteindre les cellules hépa-

tiques sans un cycle préliminaire de multiplication dans les macrophages,

d) D'autres enfin sont englobés et se multiplient dans
les macrophages ce qui conduit 3 I'infection des cellules hépatiques :
exemple le virus distemper du chien, le virus de la fievre jaune du singe,
le virus ectromélia de la souris,

MINS C. conclut que l'une des fonctions naturelles des ma-~
crophages du foie est de sélectionner le matériel pouvant passer du sang

aux cellules hépatiques,

B -~ Expérienceadp vitro.

a) expériences démontrant la multiplication intra-

leucocytaire des virus,

En 19068, M.E. MARCHCUX (81), dans une note . présentée
2 'Académie des Sciences par M. E., RGUX indique qu'un certain nombre
de microbes invisibles se multiplient surement dans le sang et décrit la
technique employée pour cultiver le virus de la peste aviaire sur sang de
poule défibriné ; depuis les cultures cellulaires se sont développles et de
nombreuses expériences démontrent la multiplication intraleucocytaire
des virus en culture in vitro de leucocytes du sang circulant et de cel-

lules réticulo-~endothéliales,
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Cltest CARREL A., en 1926 (82), qui réussit la premigre
de ces expériences avec le virus du sarcome de Rous mis en culture sur
des cellules mononucléées provenant du sang circulant de poulet, emballées
dans un filim de plasma, Il constate une multiplication virale et observe
une certaine modification des cellules causée, dit-il, probablement par
le virus 2 la surface ou 3 Vintérieur de ces cellules. Le développement
viral est fonction du nombre de leucocytes, il est nul lorsque ceux-ci
sont préalablement congelés,

Lie virus vaccinal se multiplie dans les cellules de Kupffer
(BEARD J,W, et RCUSS P,, 1938 (83)), dans les cellules mononucléées
du sang circulant de lapin (FLORMAN A.L, et ENDERS J,F., 1942 (84))
et dans les ccllules de 'exsudat plritonéal de lapin (BARSKI 4.,
MESSCRE G., LEIINE P., 1955 (85)).

Sur ces dernieres cellules le titre du virus vaccinal
s'accroit de Z log en 5 jours tandis que paralléelement se développent et
s'laccroissent dans les leucocytes des 1¢sions spécifiques de la vaccine
type Guarnicri, Ces m&mes auteurs cultivent également sur ces cellules
le virus herpétique, Celui-ci centuple en 5 jours, Les leucocytes s'ar'ron-
dissent, il se forme des lésions nucliaires typiques : disparition des nu-
cléoles, margination de la chromatine, inclusions acidophiles, Ce mé&me
virus @e multiplic également en culture de leucocytes humains en pré-
sence de phytoshémagglutinine (NAHILIAS A,J., KIBRICK. S.,

ROBERT C,R. (86)).
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Le virus Hog Cholera se multiplie dans les leucocytes du
sang périphirique de porc pendant unc période de plus de 10 semaines

avee 20 changements de milieu avant que les cellules ne se détériorent :

aucun effet cytopathogéne nlest observ< pendant cette période (DUNNE H. W,

et ses coll,, 1957 (87)). Ce virus sc développe également en sub-culture
de leucocytes de porc (GUSTAPSON D.F, et ses coll,, 1963 (88)). En
1959, une culture primaire de leucocytes de porc est inoculée avec le
virus Hog Cholera. D'ans les subcultures les cellules continuent de 1libé~
rer une grande concentration de virus, Ce virus est testé par inocu-
lation au porc, Cn note une réduction graduelle de la virulence., Un peut
P'utiliser apres 3 années de culture pour immuniser des porcs par voie
intramusculaire ou par aérosol., Les derniers ne montrent aucun signe
clinique particulier sauf une leucopénie transitoire et modérée, Les
animaux sensibles, en contael avec de tels animaux, deviennent scuvent
immuns.

Ces m&mes leucocytes multiplient ¢galement le virus de la
fievre du porc d'Afrique (CMALINQUIST W. et HAY ', 1960 (89)). iiais
des faits qui distinguent ce dernier, du virus Hog Cholera sont la mise
en évidence dans une telle culture ;

1) 'hémadsorption d'érythrocytes A la périphérie et & la surface des
cellules qui le contiennent.

2) lacytolyse des cellules infectées, L'hémadsorption dépend de la
concentration virale et est observée des la 18eme heure, pendant

10 jours,
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L.e virus Newcastle sc multiplie dans les cultures de leu-
cocytes de sang périphérique aviaire, multiplication qui s'accompagne
d'une dégéndrescence leucocytaire (DUNNE H, W. et ses coll,, 1958 (90)).

Le virus ECHC 98emultiplie dans les suspensions de leuco-~
cytes humains, Mais de nombreuses préparations colorées avec llanti-
corps fluorcescent ou 'acridine orange n'ont pas permis d'indiquer les
cellules qui , parmi les leucocytes, supportaient la multiplication
virale (BERG R.B., 1961 (91)).

Lie virus poliomyélitique type I se multiplie dans les
cellules d'exsudat de singe (BARSKI G.(92)), BARSKI G. et RUBBE-
FCSSAT F., 1957 (63)) et dans les lecucocytes du sang circulant humain
(GRESSER I., CHANY C., 1964 (94)). Dans ces deux expériences, la
multiplication n'est accompagnée d'aucun cffet cytopathgogene dans les
limites d'observation de l'expérience,

Les suspensions de leucocytes humains du sang circulant
permettent ¢galement la multiplication du virus de la rougeole (BERG R. B,
et ROSENTHALM.®., 1961 (95)). Les titres infectants sont comparables
a ceux trouvés on culture de tissus, La mutiplication virale a lieu spé-
cialement dans les cellules mononucléées, mais la possibilité d'une
prolifération virale au sein des polynucléaires ne peut 8tre Sliminée.

RCBERTS J.A., en 1964 (96) Studie le virus ectromdlia
virulant et atténué sur les macrophages péritonéaux de souris normales

et immuns : ils ne constatent aucune différence d'infectivité chez des



souris différemment sensibles a la souche virale. l.es macrophages
péritondaux de souris immums sont plus rapidement infectés que les
macrophages de souris normales,

Le virus de la myxomatose se rmultiplie dans les cellules
de lexsudat wnéritonéal de lapin. Les cellules infectées ne montrent pas
de signes de dégénérescence mais des altérations-inclusions cytoplas-
miques, cellules plasmodiques multinuclédes, (MARAL (96a)).

ie virus fowl-plaguese multiplic en culture de macrophages
de poulet, Les études montrent que l'antigéne solubleS se multipliec dans
le noyau et peut s'étendre a travers la cellule d'un noyau & un autre.
Llantigéne hémagglutinant est trouve seulement dans le cytoplasme et e¢st
détecté plus tard que l'antigeéne 5 (FRANKLIN, 1958 (97)).

Lie virus meningo-pneumotique se multiplie dans les mono-
cytes de cobayes normaux ; aucun effet cytopathog2ne n'est observé pen-
dant 5 jours, .7ar contre dans les monocytes de cobayes immuns, il n'y
a pas de multiplication virale (BENEDICT A., 1958 (98)).

b) Expdriences ol la maultiplication du virus dans les

leucocytes n'a pu &tre mise en ¢vidence.

MEme in vitro, toutes les expériences n'aboutissent pas a
une multiplication virale dans los lcucoeytes., NISHMI M, et BERANKCFEFR
en 1958 (99) ne constatent aucune multiplication du virus vaccinal dans
les leucocytes dc souris soit en suspension dans le milieu, scit en cul-

ture sur verrc. Miais ils observent des effets cytopathiques certains.
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En 1961, BERG R, B, ct RO0SENTHAL .S, (100) ayant
réussi commec nous 'avons signalé plus haut, a cultiver le viruc de la
rougeole sur leucocytes du sang circulant humain et de singe, essayent
de multiplier ce virus en culture de leucocytes du chien, du lapin, du
cobaye, de la souris, et du poulet, Leurs expériences échouerent avec
ces animaux,

BCRECKY L., LACKCVIC V,,1964 (101) ne constatent

aucune multiplication du Myxovirus influenzae souche A 1 (adaptie aux
oeufs et & la souris) dans les cultures de cellules péritonéales de souris
apres 48 heures. Ce qui démontre, pensent-ils, que ces virus ne se mul-
tiplient pas dans cecs macrophages,

Les gexpériences in vitro montrent que la multiplication vi-~

rale n'est pas obligatoirement suivie de la dégénérescence cellulaire.

Il - eTUDE DES PERTURBATIUCNS PHYSIOLOGIQUES ET META-

BLLIDUES CTES LEUCCCYTES APRES PHAGUGCYTUSE DES

Comme nous venons de le voir,la phagocytose du virus avec
multiplication virale ou non, entrafhe des modifications morphologiques
importantes pouvant mé&me aller jusqu'a la mort cellulaire.

Divers auteurs ont ¢tudié in vitro les perturbations consé-
cutives a la phagocytose du virus, Iues Ieucocytes étant avant tout phago-
cytaires, ils ont observé les modifications de leur aptitude phagocytaire
vis a vis des bactéries apres contact plus ou moins prolongé avec le virus

et ils se sont attachés 3 1'étude du mdétabolisme cellulaire.



a) hiodification de l'aptitude phagocytaire des

leusocytes.

Les virus ourlien et Myxovirus influenzae A PRS inhibent

le pouvoir phagocytaire des leucocytes de cobayes vis & vis des bactéries
in vitro. L'antisérum ourlien neutralise 1'effet inhibiteur du virus eurlien

mais n'a aucune action sur celui du Myxovirus influenzae A FR

3
(Travaux de LIERCHANT I, J. et MCRGAN H.R., 19590, (102)).

Les leucocytes mis en présence in vitro de bactiriophages T2
ont leur aptitude phagocytaire inhible vis 2 vis des bactéries hitiro-
logues, Cette action inhibitrice dépend du temps de contact phages leuco-
cytes ainsi que de la concentration de la suspension de virus, Lec degré
d'inhibition serait plus grand avec les bactériophages inactivés par le
sérum antiphage qu'avec les bactériophages rivants ou inactivés par la
chaleur. L'inhibition serait alors due au complexe phage-anticorps formé
durant l'inactivation (XKANTOCH i,, SKURSKI A, et WIECZCREX 2. s
1958 (103)).

Des expériences analogues ont été faites avec les virus
Coxsackie type A4 et B3 et des leucocytes de cobayes et de chevaux
(KANTOCH i, etINGLOT [, A., 1660 (104)).

Ces auteurs déduisent de leurs expériences les faits
suivants :

1) 1'inhibition est indépendante de la nature des leucocytes et des
bactéries employles, mais varie avec la concentration virale, la tempé-~

rature ambiante ot le temps de contact leucccytes-virus,
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2) 1l'inhibition de l'activité phagocytaire ne dépend pas de la pré-
sence du virus librc dans la suspension mais est bien due 2 l'action du
virus associé aux cellules car, lorsque les leucocytes sont lavis 3 fois,
apres 5 heurcs de contact avec le virus, on constate la m&me inhibition
qulavec les lecucceytes non lavés,

3) Le virus Coxsackie inactivé par un antisérum inhibe activité
phagocytaire des leucocytes au m&me titre que le virus actif,

4) Dans les expériences ol la phagocytosc des bactéries est nulle,
le diametre des leucocytes a diminué de moitié, la structure & noyau
devient plus dense et celui-ci se colore davantage, Par contre les trans-
formations morphologiques sont moins marquées lorsque le virus
Coxasackie est préalablement inactivé par un antisérum homologue.

Les auteurs concluent que 1'inhibition de la phagocytosc des
bactéries par les leucocytes dépend préalablement de celle du virus par
ces cellules,

KANTOCH M, (105) va confirmer cette conclusion & la

suite d'une siric d'expériences avec les Myxovirus influenzac A QU

8 ]

Coxsackie .. A4 et les leucocytes de cobaye, en 1962, Il démontre que le
sérum a pour effet d'augmenter le phagocytose du virus par les leuco-
cytes en exercant umne action opsonisante.

En présence de sérum, l'inhibition de 'activité phagocy-
taire des leucocytes vis a vis des bactlries est plus importante qulen

absence de sérum ou qu'en présence de sérum et de tanin en proportion
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d o sée pour ne pas altérer le pouvoir infecticux du virus, car le tanin se
rd

cornbine 3 la protéine du sérum qui perd alors son activité opsonisante,

b) i.iodifications du mdétabolisme cellulaire,

Cette question a surtout fait 1'objet des travaux de FISHER T.N,
et GINSBERG FH,S., 1956 (106), Ils étudient d’abord le métabolicme
leucocytaire lors de la phagocytose de bactéries et de levures ct Sta-
blissent le fait suivant : la phagocytose des leucocytes requiert une
source active d'Cnergie : telle une source d'hydrate de carbone, En
milieu d'eau physiologique tamponnée, la phagocytose des levurcs par
les leucocytes de cobaye est faible ; son degré augmente en fonction du
glucose ou des hexoses monophosphatés ajoutés au milieu, iL'utilisation
de OZ par les leucocytes de cobayc en présence de glucose est minime,

Ln employant la technique de “arburg avec le glucose
comme substrat, une quantité importante de CC’?. est libérée du bicar~

bonate tarmnponné, par les leucocytes, il se forme 2 molécules d'acide

lactique (CH? CHCIT CCOUH pour une molécule de glucose (C6 Hl,__ 16)

métabolisée). La glycolyse est donc unc source importante d'énergie,

Ils ¢tudient ensuite les leucocytes en contact préalable avec

Myxovirus influenzae A PR8 et constatent que le glucose et le glucose 6

phosphate perdent leur action faverisante ; ce virus inhibe donc la fonction

de glycolysc dans les leucocytes, ©n présence de fructose 6 phosphate, la

phagocytose des levures par les leucocytes ou par une suspension de



leucocytes mis en présence prdalablement avec le Myxovirus influenzae
diffdre tres neu. lLe blocage du mdtabolisme induit par le virus est pro-
bablement unc réduction de l'activité du phosphohéxoisomdérase, car la
glycolyse est inhibde par le virus quand le glucose et le glucosec 6 phos-
phate sont utilisls comme substrat mais pas quand la fructosc 6 phos-
phate est employde, L.e virus inactivé par la chaleur dont activitd
enzymatique a ¢té détruite est incapable dl'inhiber la glycolyse des leu-
cocytes,

Parallelement le Receptor Destroying Enzyme (RDE) du
vibrion cholérique c¢n préseace de calcium rdduit la formation de CC? et
dtacide lactique;le RLE inactivé par la chaleur 4 100" pendant 30! n'inhibe

pas la glycolysc ceci montre que le'Myxovirus influenzae et lc RDE

inhibent la glycolyse par un mécanisme similaire,

De m&me que le Receptor Destroying Enzyme détruit les
récepteurs viraux mucoprotiiniques des hématies, de méme il altere
les récepteurs mucoprotéiniques des leucocytes, Le virus aurait un rbéle
analogue et le riéduction de la glycolyse résulterait de la réaction du
virus sur des substances localisCes a la surface de leucocytes.

Lie virus influerait donc le métabolisme cellulaire des leu-
cocytes, notablement au cours de la glycolyse anadrobie.

Ceci provoquerait une perturbation de l'aptitude phagocy-

.

taire de ces ccllules vis a vis des bactéries et des levures,
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IV - HYPOTEHESES EMISES SUR LE ROLE DES LEUCOCYTES

DANS LA DEFENSE DE L'ORGANISME CONTRE L!INFECTION

VIRALE,

Le rdle attribué aux leucocytes dans la défense de llorga-
nisme contre llinfection virale fait 1'objet d'hypothtses assez contra-
dictoires : pour certains le leucocyte aide & disséminer la maladie, pour
d'autres, il joue un rdle actif dans la défense de l'organisme.

A -~ Role des leucocytes dans la dissémination virale,

Les partisans de cette théorie attribuent aux anticorps
neutralisants le rSle essentiel dans la défense de l'organisme vis-3-vis
de llinfection virale., INGLOT D.A. et DAVENPORT F,M. dans le Journal
of Immunology de 1962 (107) pensent que les leucocytes interviennent dans
le transport des virus, en protégeant ceux-ci de llaction des anticorps
naturels ou acquis,

Pour SMORODINTSEV A,.A, et son Ecole, (1957 (108)), quanc
le virus est bloqué par un anticorps, il n'est pas capable de se fixer et
de pénétrer 2 llintérieur des cellules réceptives ; il reste extracellulaire
et ne peut se multiplier, Or le virus extracellulaire est détruit 3 la
température de 37-38°C, par la présence d'inhibiteurs thermolabiles
dans le sérum normal des animaux réfractaires au virus. A llintérieur
des leucocytes, le virus n'est pas détruit aussi bien chez les animaux

’ - 3 » . rd . -
réfractaires que chez les animaux immunisés, et se multiplie.
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B -~ R8le de défense des leucocytes vis A vis de llagreesion virale,

a) du fait de la phagocytose

FAIRBRCTHER, en 1930 (109) avec le virus vaccinal,
JAMUNI A, et HCLEDEN M., en 1934 (110) avec le virus herpétique dé-
montrent quc les leucocytes augmentent apparemment l'effet neutralisant
des anti-sérums spécifiques., Ces auteurs inoculent intra-cdrébralement
aux lapins soit du virus seul, soit du virus en présence d'immunsérum,
soit du virus et de l'immunsérum mis en présenoe de leucocytes normaux
ou immunisés, et {dudient les effets lethaux de ces différents inoculats
sur ces animaux, Ils en déduisent que le sérum sensibilise le virus ct le
rend susceptible d'€re détruit par le phagocyte.

KCEHLER H., en 1960 (111), dans un article intituld
"le r8le des leucocytes en tant que porteur de virus!, attribue aux leuco-
cytes un r8le primordial de défense. Lie virus serait phagocyté par les
leucocytes mais ne s'y multiplierait pas.

{Japparition de la maladic dépendrait du rapport particules
virales/leucocytes,

Oi les leucocytes ne viennent pas 2 bout des particules vi-
rales, celles-ci se multiplient librement et il se produit une virémie au
cours de laquellc on peut mettre en dvidence le virus dans le sang total,
Suivant le virulence et le pouveir pathogene du virus pendant et apres la
virémie, il se prcduit directement ou indirectement une affection clinique

Mais KOZHLER H, (112) n'a pas ¢lucidé le probleme du devenir du virus
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dans le leucocyte., Combien de teraps le virus reste-t-il infectieux dans
le leucocyte ? Apres l'infection expérimentale d'animaux chez lesquels
une maladie ne s'est pas déclarée, ICEHLER H. a pu, quelques jours

apres l'infection, retiré du virus cncore infectieux des leucocytes.

b) par production d'interféron.

Llinterféron a été découvert par ISAAG A, et
LINDENKIANN J., en 1957, Cette substance antivirale est produite par
les cellules de 'embryon de poulet qui a été inoculé avec du

Myxovirus influenzae inactivé par les rayons ultraeviolets (BARIN 3. et
Yy

ISAACS A,, 1960 (113)).

Des expériences plus récentes montrent que beaucoup
d'especes animales , y compris l'homme, produisent l'interféron en
réponse 2 l'infection de divers virus. Son mécanisme d'action a ¢té étudié
en particulier par ISAACS A. et son {quipe, 1961 (114), . de SCLIIER P,
et son équipe, 1962 (115), WAGNER R, , 1963 (116).

Lt'interféron est une protéine non globuline, produite par les
cellules infectécs elles-m&mes. Il apparaft t8t au cours de l'infection,
avant les anticorps. Il n'est pas spécifique, il n'a pas d'action sur le vi-
rus extracellulaire ou sur le viruc absorb¢é mais il inhibe la multipli-
cation virale a l'intérieur des cellules infectées. L'interféron inhibe la
syntheése du virus a condition qu'un certain délai existe entre l'apparition
de l'interféron dans le milieu et l'infcction ultérieure par le virus ou

1*acide nucléique viral infectieux. ICAACS A. et HITCHCCC{ G., 1960 (1517)
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en étudiant le taux de virus , d'anticorps et d'interféron dans les poumons
et le sérum de souris inoculées par veie nasale avec différentes doses
de virus grippal souche A PRg, cbservent que le titre du virus dans les
poumons commence 2 diminuer quelques jours avant que l'anticorps soit
décelable dans le sérum ou dans les poumons et au moment ¢ llinter-
féron est présent au maximum dane ceux~-ci ; la multiplication virale
est limitée avant la fcrmation des anticorps, L'interféron joue donc un
r8leimpcrtant dans 'arrét de l'infecticn grippale, GRES3ER 1., en
1961 (118) démontre la production d'interféron par les leucocytes
humains en culture incculés avec du virus ZSendai 2 haute concentration,
GLASGCW L.A.,, HABEL X, montrent, en 1963 (119) que
les leucocytes des scuris exposés aussi bien in vivo (dans la cavité péri-
tonéale) qu'in vitro, au virus vaccinal protégent la souris contre le virus
de la stomatite vésiculaire, Ces auteurs émettent I'hypotheése suivante :
"'intéraction virus-leucccytes aurait pour résultat la production de
'interféron, Celui-ci serait alors capable de prévenir llextension du
virus 3 de nouvelles cellules sensibles et contribuerait de cette fagon &
€liminer le virus. La persistance des narticules virales observées dans
les leucocytes contribuerait 3 la guérison en effectuant une stimulaticn
continuelle de producticn d'interferon.!' BARCN S,, en 1963 (120) montre
que l'interféron est décelable dans le sérum de souris 1 h apres l'injection
intraveineuse de différents types de virus ; le taux d'interféron est
maximum 4 h apres llinjection, Les leucocytes scnt probablement les

premiers responsables de la production de cette substance.
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GRESSER I, et CHANY J,#,, en 1964 (121) cnt démontré
qu'une petite sopulation de cellules sengibles, peut modifier la courbe
de l'infecticn virale dans cette culture. Ceci appuie I'hypothese ¢mise
par GLASSON L,A, et HABEL K. (122).

HENMCN M, DELAUNAY A, (123) 3 la suite de ces
expériences concluent en 1966 que les cellules qui participent a la
défense de llcrganisme contre les affections bactériennes, pclynu-
cléaires, moncnucléaires, cellules du systéme réticulo~endcthélial
peuvent participer galement 3 la défense de l'organisme contre une
affecticn virale , Leur mode d'action seul différe., Ces cellules
freinent le développement de 1'agresseur par l'élaboration d'une subs-
tance particulizre : interféron ou substance étroitement apparentée',

Une autre facon d'aborder le probleme serait d'étudier 2
quels facteurs on peut attribuer la sensibilité cu la résistance au virus.

DURAND D, P., BARAETT J.T., en 1963 (124) attribuent
la sensibilité naturelle ou la résistance auw virus A l'absence de types
cellulaires particuliers ; de sirmples différences dans les complexes
enzymatiques hltes peuvent changer la réplique complete en réplique
incomplete, mais ils ajoutent que dans une populaticn hSte de mé&me
potentiel génétique, le milieu, 1'Age, la tempdrature du corps a 1'état
normal, la présence dlinhibiteurs viraux dans le sérum normal peuvent
influer sur la réplique virale, Le rdle de l'activité phagocytaire peut

conduire soit a ¢liminer le virus, soit a le séparer des cellules

sensibles, soit 2 transporter le virus vers ces cellules sensibles,
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5:.IN3 C,, 1964 (125) dans scon article sur la pathogénese

des maladies virales intitule un de ses paragraphes : macrophages et
sensibilité aux infections virales :

L.es macrophages sont, dit-il, dans une position clé quant
a2 la sensibilitd des animaux aux infections virales. Ils contrdlent
'entrée des virus dans les c¢rganes comme le foie, la rate, Or ncus
avons vu a propes de la multiplication virale que la réaction
virus-macrophages du fcie est tres variable d'un virus & 1'autre,

BANG F.B. et WARWICK A,, 1960 (126) montrent que
la différence génétique dans la sensibilité de deux souches de scuris a
I'hépatite de la souris se trocuve au niveau des macrophages : les ma-
crophages du foie de souris sensibles dégénérent quand ils sont
infectés in vitro, tandis que les macrophages de scuris résistantes
survivent, THEIS G. et KOPROWSKI H,, 1961 (127) montrent que la
sensibilité des scuris au virus West-Nile de la souris dépend de la
réponse des macrophages : peu ou pas de virus sont produits par les
macrophages péritonéaux et spléniques de souris de souche rdésistante
apres infection in vitro tandis qu'un taux élevé de virus est produit

par les macrophages de souris sensibles,
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DEUXIEME PARTIE

RECHERCHES: PERSEONNELLES

ETUDE DE L'ACTICN CYTCTOXIRUE DES PARTICULES VIRALES
A L'EXCLUSICN DE LEUR ACTION INFECTIEUSE

Cette étude comportera deux parties
I) Etude en Microcinématographie 2 contraste de phase
de l'activité cytotoxique in vivo de différents virus sur les cellules de

U'exsudat péritonéal provoqué chez le cobaye. (Myxovirus influenzae

A et B, para-influenzae III, Adenovirus V, virus vaccinal.).

II) Etude en Microcinématographie & contraste de phase

H

de l'activité cytotoxique in vitro du Myxovirus influenzae B (Lee) sur

les macrophages alvéolairzs de cobaye, Cette étude a été couplée
d'observations en Microscopiec Electronique et de 1'étude biochimiqgue
de la consommation d'oxygéne et de ia dégradation du glucose en
appareil de Warburg,

| Nous avons choisi comme animal dl'expérimentation le
cobaye. Celui-ci présente une résistance naturelle a certaines infec-

tions en particulier a celles dues aux Myxovirus influenzae et para-

N

influenzae, aux adenovirus, au virus vaccinal, virus pathogeénes pour
I'homme, Cette particularité nous permet d'étudier l'action cvto-
toxique de ces virus sur la cellule a2 l'exclusion de leur action

infectieuse.
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I - ETUDE DE L'ACTIVITE CYTOTOXIQUE IN VIVO : OBSERVA-

TIONS DES LEUCOCYTES DE L'EXSUDAT PROVOQRUE CHEZ

LE COBAYE PAR INJECTICN INTRA-PERITONEALE DE DIF-

FERENTS VIRUS.

- Origine des exsudats inflammatoires,

Chez les mamniferes adultes a 1'état normal, on trouve
dans les grandes cavités, une certaine quantité de liquide séreux.

Chez le cobaye, on observe quelques rares polynucléaires
des lymphocytes et des cellules mononucléées.

Lorsqu'on inocule un liquide quelconque : eau physiologique,
liquide allantoique, liquide de Hanks dans la cavité péritonéale, on pro-
voque une réaction inflammatoire qui est constituée par deux phénomines :

- un afflux de leucocytes sanpuins sortis des vaisseaux par
diaptdtse et qui sont en pgrande majorité des polynucléaires.

- et une réaction de toutes les cellules fixes et particulie-
rement des cellules endothéliales qui se mobilisent et dans lesquelles
l'irritation développe de nouvelles propriétés et en particulier un pouvoir
phagocytaire considérable.

- MATERIEL ET METHCDE

A - TECHNIQUE GENERALE

a) Inoculation intra-péritonéale du virus suspendu dans du
Hanks ou du liquide allantoique. Les animaux sont d'un poids moyen de

500 g,
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L'injection intrapéritonéale est effectuée au moyen d'une
aiguille a biseau court 30 x 12 sous un volume variable de 3 & 10 ml sui-
vant le virus employé et le laps de temps désiré entre llinoculation et
la récolte. L'animal est ensuite laissé 3 jeun et l'exsudat est récolté de
2 a 48 heures apres llinoculation. Apreés sacrifice de 1'animal par anesthé-
sie a 1'éther, l'abdomen est immédiatement ouvert, et le liquide péri-
tonéal est récolté a la pipette sous contrdle de la vue, Une goutte de
1'exsudat est utilisée pour un frottis coloré au May Grunwald ou 2a
1'hémalun éosine., D'autres gouttes sont disposées sur des lamelles ri-
goureusement propres et préalablement chauffées sur lesquelles on applique
des lames de facon 2 obtenir un film liquidien trés mince propre a
1'étalement leucocytaire. La lamelle est ensuite fixée & la paraffine et la

préparation placée immédiatement & 37°C,

b) Examen microcinématographique

Llexamen microcinématographique commence apres 107 de
séjour a 37°C. Durant toute l'observation la préparation est maintenue 2
cette température. Nous utilisons la chambre microcinématographique
C. Zeiss avec prises de vue sur {film 16 mm inversible KCDAK PANATO-
MIC et PLUS X ; llintervalle entre deux prises de vue est de 1 sec. et.le
temps de pose de 1/2 sec. De cette facon nous pouvons étudier les leuco-
cytes apres action du virus non seulement au point de vue morphologique,
mais surtout au point de vue dynamique et c'est 12 toute lloriginalité de la

méthode d'observation.
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Conjointement a cette observation purement qualitative,
nous avons étudié d'une part, l'aptitude phagocytaire de ces cellules vis-
a-vis de particules minérales, d'autre part, leur index de cytophagie,
méthodes plus mathématiques,

c) Aptitude phagocytaire

L'aptitude phagocytaire a &été appréciée vis-a-vis des par-
ticules de quartz. 0,25 ml d'exsudat sont mis en tubes siliconés a 37°C
en présence de 1 mg de quartz. Le quartz utilisé présente les caracté-

ristiques granulométriques suivantes

particules inférieures 2 /l w 91,06 %
particules de 1 a 2 4 7,88 %
particules de 2 a 3,5 i 0,97 %
particules de 3,5 & 5 & 0,09 %

Apres 45' de contact, les frottis sont réalisés sur lame,
fixés 2 1'alcool absolu a basse température. Les préparations sont ensuite
montées entre lame et lamelle en présence de glycérine (l part de gly-
cérine pour 9 parts d'eau physiologique tamponnéec a pH 7).

La lecture est effectuée en contraste de phase et l'aptitude
phagocytaire des polynucléaires et des macrophages appréciée par numé-
ration des cellules contenant des particules de quartz.

Le compte est effectué sur 200 cellules, L'expérience est
faite avec des cellules récoltées a des laps de temps différents entre

l'inoculation et la récolte afin de déterminer le temps de contact
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! n écessaire pour quec le virus agisse sur les leucocytes.

d) Inde: de cytophagie:

o~

Teluique nous avons adoptd 2eut &tre défini comme suit

Tmed
el
kS

des histiocytes avant phagocyté un cu plusieurs polynucléairecs ; il est
y

établi sur 'observation de 200 cellules,

c) Isclement du virys

Afin de vérifier si les 1&sicns sont bien secondaires 2 la
phagocytose des particules virales, nous avons cherché a démontrer
cette phagocytose en réisolant le virus des corps cellulaires, Nous avons
utilisé la technique suivante : la cavité péritonéale est lavée avec 10 ml
de liquide de Hanks inoculé au moyen d'une seringue rincée & 1'héparine.
Les cellules obtenuer sont lavées deux fois dans du Hanks, remises en
suspension, congelées et décongelées nour libérer les virus des cellules
et mises en culture soit sur ceufs de poule embryonnés pour le virus

grippal, soit sur cellules ¥B ou Hela pour le virus vaccinal,

A

B - VIQUD UTILISES,

riyxovirus iffluenrae A, souche 'R

idyxovirus influenzae A 1, couche FM

Ilyxovirus influenzae 3, souche lee

= (1)

En milieu allantoique

. Lie virus grippal est cultivd sur ceufs de poule embryonnés
B P . 1 . s el 1 3 i -5 !
incubés depuis 10 jours (inoculum 0,25 ml d'une diluticn 10 “d'une sus-

v pension de virus titrant 1/610 3 1/1280 en hémagglutination). Le virus est
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récolté apres une incubation de 48 heures a 36°C, Il est stockd 3 4°C, et
utilisé dans un délai inférieur 3 une semaine, Avant l'injection 2 l'ani-
mal il est a nouveau titré en présence d'hématies de poule et son titre est
ramené au 1/160 par dilution dans du liquide allantofque non infecté, Nous

en inoculons 3 ml au 1/160 par voie intrapéritonéale, soit 1920 U, H,

En milieu de Hanks.

Pour certains animaux nous avons étudié ce virus en liquide
de Hanks. L.a suspension de virus grippal en milieu de Hanks est pré-
parée de la facon suivante inspirée de la technique de BORDET P, et
QUERSIN-THIRY L, (128) : des hématies de poule lavées a 3 reprises
en eau physiologique stérile sont ajoutées a du liquide allantofque infecté
de facon a obtenir une concentration en hématies de l'ordre de 2 %,
Apres un séjour de 2 heures 2 4°C,, on agite doucement de facon 2 re-
mettre en suspension les hématies agglutinées, Une centrifugation courte
de 4,000 t/m, est alors réalisée. i.c surnageant prélevé est remplacé
par du liquide de Ilanks 3 volume <gal. L.a suspension globulaire est
ensuite placéc au bain-marie a2 37°, l.es globules sont éliminés »ar une
courte centrifugation. Le surnageant qui comntient le virus ¢lué est titré et
son titre d'hémagglutination ramené au 1/160 par addition de milieu de
Hanks,

Virus inactivis,

Un certain nombre dlanimaux ont été inoculés avec du virus

inactivé par chauffage 1/2 heure 3 56°,
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Animaux immunisg

Mous avons immunis des animaux vis 2 vis de la souche
B lee par 3 injections sous-cutanées 2 huit jours d'intervalle de 3 ml de
virus en milicu de Hanks titrant 1/640 en hémagglutination, additionné
d'adjuvant de Freund. Nous avons obﬁenu une immunisation wvariable :
le taux d'inhibition de 1'hémagglutination variant entre 1/160 & 1/1280.

les explriences témoins ont été faites avec des animaux

injectés avec du liguide de Hanks.

Adénovirus type V,

e virus est cultivé sur cellules FHela et KB, Nous obtenons
- - 5 - . . -~ rd

un titre infecticux de 10” DE 50/ml, titre déterminé par la méthode de
REED L.3. et LIUENCH H. (129). Tour disposer de suspension d'un
; . 7 X
titre plus ¢levé (10 DE 50 par ml), nous extrayons le virus des cellules
en présence dc fluorocarbone (Frion 113) (technique de GESSLER A, E.(130)
Des expériences témoins sont ¢galement faites avec des cellules de cul-
tures non infectées traitées par le fluorocarbone,

Virus inactivé,

i'Adénovirus V chauffé 1/2 h & 56°

Lie chauffage 1/2 heurc & 56° C, de l'Adénovirus V supprime
le pouvoir infectant du virus mais garde en partie son pouvoir toxique,

ilAdénovirus V chauffé 5' 3 100° perd son pouvoir infectant

et son pouvoir toxique,
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Myxovirus parainfluenzae III

e virus a été isolé par CHANY C, et ses collaborateurs,
en 1958 (131), au cours d'affectiore respiratoires aigies du nourrisson
(souche EA 102), Ce virus est cultivé sur cellules Hela et utilisé au

‘l . - Pl . 7 . ”
titre de 10 DE 50 par ml, Il est injectl par voie plritonéale sous un

volume de 5 ml.

Virus vaccinal

Lia souche de virus vaccinak est une souche entretenue ini-
tialement par Calmette sur génisscs et lapins, utilisée a 1'Institut
Pasteur de I1.ille pour préparation du vaccin antivariolique. Cette souche
a &té adaptée 2 la culture sur cellules Hela et KB sans passage préalable

sur la membrane chorio-allantcique de l'ocuf embryonné. Le virus a été

4 - . o
utilisé au titre de 10~ DE 50 / ml titre mesuré par la méthode de XEED L. J.

et MMUENCH H. (132), Il a ét<¢ injecté par voie péritondale sous un volume
de 5 ml.

C-REANTITICN DES ANLIAUX DAND LES DIFFERENTED

o i ——
EXZERIENCES,

Ilexpérience a été faitc sur 275 cobayes. iLes tableaux
ci-joints montrent la répartition des animaux pour chaque expérimen-

tation.
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Laps de temps entre i . . Nombre
: . , t de 1'inoual .
linoculation et récolte | e f d'animaux
1
|
. . . l
16 3 20 heures Liquide allafltoiflue non 1nfecté], -0
(Témoins) ;
|
Myxovirus influenzae A PRS 13
en liquide allantotque
M i infl A
16 3 20 heures i Lyx-ov1.rus influenzae FM 17
| en ligquide allantoique
| Myxovirus influenzae B lee 17
i

en liquide allantof'que

16 2 725 heures

@

Myxovirus influenzae A PR
inactivé 1/2 h a 56°
en liquide allanteique

7

(@3]

Liyxovirus influenzae B lee
inactivé 1/7 h a 56° 11
en liquide allantcique

b

MYXCVIRUS INFLUENZAE

Animaux non immunisés

TABLEAU I
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" Laps de temps entre
inoculation et récolte

Nature de l'inoculum

Nerabre
d'ani naux

16 2 °7 heures Liquide de Hanks 6
4C a 40 heures Liquide de Hanks 5
7 a “4 heures Surnageant cellules 19
non infectées o
. o . Cellules non infectées
16 3 27 heures iy . 3
traitées au Fréon
A0S sa s Cellules non infectées
4C 3 46 heures ; \y 2 o~ 2 3
{ traitées au Fréon
m 4 S e
& -~ “ ” . '7\ ’3 -~
7 a “4 heures ! Adénovirus type V 10 3 10 47
- Pd . "7 3
40 z 48 heures Adénovirus type V 10 2 10 ¥
{ -~ o
i Adénovirus type V
156 3 48 heures ' yE 17

7 2 42 heures

I inactivé 5! & 100°

inactivé 1/2 h A 56°

Adénovirus type V

TENCVIZUS TYFE V

TABLZAU II
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RESULTATS

A - CCr U RTELENT DES CELLULDSLDE I'EXSUDAT PERITCNEAL

PAFBAN

PRCVUGUE PAR LE LIQUIDE ALLANTQIQUE OU LI LIQUIDE
DE HANKS,

a) Caractéristiques de 'exsudat,
v

L'injgction intra-péritonlale de ces solutions provoque un
exsudat peu abondant mais riche e¢n cellules,

Z.a formule leucocytaire varie suivant le laps de temps entre
'inoculation et le prélevement, Ainsi quc l'on pouvait logiquement s'y
attendre, lco polynucléaires prédominent au cours des premiercs heures,
mais leur pocurcentage décroit sensiblement 3 partir de la 20 igme heure,
alors que celui des histiocytes augmente scnsiblement. Les lymphocytes
n‘apparaissent quc tardivement et demecurent toujours en petit nombre.

Bien que l'on note des différences appréciables d'un animal
a Mautre, il est possible de dresser un graphique du pourcentage relatif
des différents types cellulaires suivant 'heure du prélevement cn Stablis-

sant une moycnnc de 5 cobayes. (Voir tableau V1)

2k gh  1h 26h 3gh  4ab 4gh
;c;iynucléaire 8 T 95 76 53 52 28 14 1¢
Histiocytes [ 5 22 YA %3 62 7% 73
Lymphoeytes 2 2 2 3 10 14 17
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b) Liorphologie et cindtique,

-,

iec comportement général des cellules de l'exsudat péritonéal
provoqué par le liquide allantoique ou lc liquide de Hanks corrcspond au
comportement physiolegique habituel des leucocytes tel que 1'ontdécrit
PCLICARL A, et BESSIS #f, (133 ) FCLICARD A, et CCLLET A, (134)
ROBINEAUI 1, (135).

1 - Les polynucliaires neutrophiles. ( Planche I fig, a )

Douces d'une mobilité et d'une plasticité remarquables, ces
cellules présentent dans l'ensemble des mouvements vifs et rapides,
s'étirant avec souplesse et élégance et se déplagant,

La morphologie générale des polynucléaires neutrophiles
est aujourd'hui bien connue. La partie antéricure supporte le voile hyalo-
plasmique, aux replis disposés de fagon grossiérement radiaire, dépourvu
de granulations et anim¢ d'un bouillonnement caractéristique. ©n bordure :
de ce voile se distinguent de nombreuses granulations animdes d'un mouve-
ment rapide qui suggeére une grande fluidité du milieu cellulaire 3 ce niveau.
le noyau plurilob¢&, dépourvu de mouvements propres, est d'unc plasticité
trés marqude. Lies isthmes des lobes sont tres fins et quelquefois & peine
visibles, A l'intérieur du noyau l'on voit des masses relativement sombres
en contraste de phase qui paraissent correspondre aux masses chromati-
ques de la cellule fixce et colorée. Lie noyau est entouré d'innombrables
granulations animd{es d'un mouvement incessant et rapide. Dans les condi-

tions d'observation ol nous nous sommes placés, le centre cellulaire est
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souvent difficile & situer. Les vacuoles sont rares dans ces cellules
normales, La rigion caudale est tres variable dans sa morphologic :
tantdt treés courte, clle est susceptible de s'allonger démeusurément, sa
partie distalc adhérant au support par llintermédiaire d'un pctit renfle~
ment terminal,

Le déplacement de ces cellules est 1i¢ 3 deux processus
cellulaires décrits par Mii. A, PCLICARD et A. COLLET (136 ) :
d'abord une ¢mission rapide sur la lame d'un pseudopode en voile d'hyalo-
plasme généralement large, sans granulations, suivie d'un ¢coulement
dans ce voile du granulo-plasma cntrainant souvent le noyau, Cet écoule-
ment amenc le déplacement de la cellule. Aprés un temps d'arrdt, un
nouveau pseudopode se forme a un autre endroit de la cellule, changeant
la direction du déplacement; la cause ct la signification de ces brusques

p

changements de direction nous échappent complétement,

2 - Les polynucléaires Cosinophiles,

Lieur nombre varie d'un animal 3 l'autre, la cause en est

- .
£

encore inconnue, En géndéral peu nombreux, les polynucléaires ¢osino-
philes sont facilement identifiés grice a leurs volumineuses granulations,
D'aspect général plus massif que les polynucléaires neutrophiles, leur
déplacement est un peu moins rapidce et s'effectue le plus souvent grace
a 'émission de pseudopodes de petite taille qui surgissent 2 la périphérie,

puis se réunissent pour &tre envahis par le cytoplasme cellulaire ct les

granulations,



3 - Les cellules mononucléées de type histiocytaire,

Dans les 20 premieres heures les histiocytes ont un com-~
portement différent des polynucléaires en ce sens qu'ils sc déplacent
lentement ct se déforment peu au cours de leur déplacement. (Planche 1
fig, b ).

A lecur pble antérieur, la membrane ondulante, dépourvue
de granulations, animée de mouvements amples est facilement visible.
Immédiatement en arriegre du voile, le noyau est sphérique ou réniforme
avec des masses chromatiniennes qui apparaissent plus sombres cn con-
traste de phase. Le cytoplasme contient des granulations denscs de
petite taille et parfois de petites vacuoles, Apreés 20h, apparaissent de
grandes cellules macrophagiques sans voile apparant avec un noyau

* presque central, L.ecurs déplacements sont nuls.

4 - Cellules d'allure lymphocytiaire

Beaucoup plus petites que les précédentes, elles sont en
petit nombre. Ziles ont un noyau arrondi avec une ou deux encoches et
quelques massec chromatiniennes mal limitées, Le cytoplasme est peu
abondant et homecgéne,

B -CCLIPCATENMENT CES CELLULES CE L'EXSUDAT PERITCNEAL

PROVCLUES FAR LES IIYXCVIRUS INFLUENZAL, -

YXOVIRUS INFLUENZAE A "."RS, Al Fii, BlLec.

a) Caractéristiques de l'exsudat.

Llexsudat récolté 16 & L{ Leures apres llinjection intrapéri-

tonéale de virus grippal en suspension dans le liquide allantoique est tres



Fig a : Polynucléaires neutrophiles

Fig, b : Cellule mononucléée

CELLULES D'EXSUDAT PROVOQUE YAR LIQUIDE DE HANILS

PLANCHE 1
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abondant, fluidc ct contraste avec celui obtenu apres injection de liquide
allantof'que non infecté. Nous avons constaté ce fait, d’éjé signalé par
BORDET P, et QUERSIN-THIRY L, (137), avec une quantitd de virus re-
lativement faible (1920 unités hémagglutinantes) comparée a celle qu'ont
utilisée cer derniers auteurs (20,480 unités hémagglutinantes ou davan-
tage).

I'examen des frottis ne nous a pas montré de particularités
notables de la formule de l'exsudat. Nous n'avons pas noté, lors de
I'examen des frottis colorés au Giemsa, de lésions cellulaires caractée
ristiques, et cela confirme les constatations de BORDET P, et QUERSIN-~
THIRY L. (138) qui n'ont observé que 24 heures apres 'injection du virus

des aspects de pycnose.

b) Morphologie et cinétique des leucocytes en microciné-

matographie en contraste de phase.

l.a microscopie en contraste de phase révele de tres impor-
tantes lésions cellulaires, qui se rencontrent quel que soit le type de virus
grippal utilis¢, Toutefois ces 1ésions sont plus fréquentes et plus marquées

avec la souche 3 lee qu'avec les souches A1l FiM et A PRS.

1 - Les polynucléaires neutrophiles,

L es altérations sont de deux ordres, morphologiques et
cinétiques.
L.es polynucléaires neutrophiles ont un aspect massif, sont

ramassés sur eux-mémes, Ils ont perdu leur souplesse et lear plasticité



- 59 .

h abituelles ; leurs contours se déforment peu. La partie caudale est
souvent impossible a distinguer (rlanche II, fig, a)., Il s'y ajoute d'im-~
portantes perturbations de la mobilit cellulaire. L!'émission de voiles
hyaloplasmiques est trées ralentic, d'une ampleur moindre qu'au niveau
des cellules normales. Ils sont réduits & une mince frange qui se déplace
le long du bord cellulaire. l.es déplacements de la cellules sont peu
marqués, souvent limités 2 un mouvement de rotation sur place,

La structure interne est ¢galement modifiée : le s granu-
lations spécifiques cont diminuées en nombre, fait que ROBINEAUX R,
et FREDERIC J, (139), et plus récemment PCLICARD A,, CCLLET A,
et PREGERMAIN 5, (140) ont observé apres phagocytose de bactéries
charbonneuses ou dans les foyers inflammatoires aseptiques. Cn dis-
tingue parmi elles des formations arrondies denses, plus volumineuses,
dont nous ignorons la signification exacte. Le noyau n'apparaft altéré que
dans les cellules les plus atteintes : disparition des mottes chromati-
niennes et accentuation des limites nucléaires. Enfin, des vacuoles de
petite taille, aux limites mettes et & contenu clair apparaissent dans le
cytoplasme, refoulant et déformant le noyau lorsqu'elles sont particu-
litrement nombreuses. Certaines d'entre elles apparaissent en cours
d'observation, conséquence d'une pinocytose exagérdie.

Ces altérations précédent de peu la mort cellulaire, Celle-ci
se produit parfois en cours d'observation, carastérisée par l'arrét brutal

de tout mouvement interne.
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Fig. a : Polynucléaire neutrophile
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; Fig, b : Cellule mononucléée

UDAT PRCVCQUE PAR LE VIRUS GRIPPAL B (lee)

PLANCHE II




2 - Les polynucléaires éosinophiles,

Au contraire des polynucléaires neutrephiles, les polynu-
cléaires éosinophiles que nous avons pu cbserver ne montrent pas de
modifications morphologiques sensibles et leur activité cinétique nous
est apparue normale.

3 -~ Les cellules mononucléées.

Les mouvements sont relentis, limités a une simple os-
cillation ou 2 une rotation sur place pour les cellules plus atteintes,
Par contre l'activité interne est peu mecdifié,

Ces cellules présentent, en cutre, de treés graves alté-
rations morphologiques, ainsi qu'en témoignent les reproduction photo-
graphiques de la planche II, fig., b : l'aspect massif, la tendance marquée
a la vacuolisation, les lésions nucléaires terminales caractérisées par
une *omogénéisation avec disparition des mottes chromatiniennes rap-
pellent beaucoup, par leur aspect, les 1€sions des polynucléaires neu-
trophiles, Ces modifications morphologiques sont surtout marquées avec
le virus grippal B lee.

L'e nombreux cadavres sont visibles : ils ont un aspect
figé, la membrane ondulante immobilisée, tout mouvement interne ayant

cessé,

4 - Lies cellules lymphocytoides sont trop peu nombreuses, dans les

préparations que nous avons examinées, pour que ncus puissions en ana-
lyser de fagon valable leur altérations éventuelles sous l'influence du

virus grippal.
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MYXCVIRUS INFLUENZALE INACTIVE PAR CHAUFFAGE

/o
A 56°,

Pour mieux comprendre le mécanisme d'action du virus
grippal, nous avons procédé a l'inoculation intra-péritonéale de virus

grippal inactivé préalablement par chauffage 1/2 heure a 56°,

L'examen microcinématographique montre que les alté-

rations des polynucléaires neutrophiles et des cellules mononucléées ca-
ractéristiques de l'action du virus vivant, ne se produisent pas avec le
virus chauffé, La vitesse de déplacement est semblable & celle de cellules
normales, La souplesse et la plasticité cellulaires sont conservées, le

-

nombre des granulations spécifiques identique a celui noté sur les pré-

L

parations témeins, et il n'existe pas de vacuolisation.

LE ILYXCVIRUS INFLUENLAE CHES LES ANL..AUX

IAMUNISES,

. -~

Chez les animaux immunisés, le virus grippal est inoculé
par voie intra-péritonéale, en suspension dans du milieu de Hanks, de
fagon a éviter les effets d'une éventuelle sensibilisation de l'animal aux
protéines du liquide allantefque . Nous avons préalablement vérifié que le
milieu de Hanks non infecté provoque 'apparition d'un exsudat en tous
points comparablcs a celui observé apres infection intrapéritonéale de
liquide allantoique.

La vaccination protége les cellules phagocytaires contre les

effets toxiques des particules virales,
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C ette protection s'est avérée totale chez deux animaux
dont la réaction de Hirst était positive au 1/640 et 1/1280 : la mobilité
et la morphologie des polynucléaires neutrophiles et des macrophages
sont normales,

Chez 5 autres animaux, cette protection n'est que partielle :
on note en effet la présence de cellules vacuclaires, aux mouvements
ralentié, dont 'aspect rappelle, a un moindre degré, les observations

1

effectuées chez 1'animal non immunisé, Chez ces animaux, la réaction
g . wiial > . / A
de Hirst était positive respectivement 2 1/1280 dans 2 cas, > 1/640
i H ’

1/320 et 1/160 dans les 3 autres cas,

C - CCFrCRTELENT DES CELLULLS DE L'EXSUDAT

D
PERITCNEAL PRCVCQUL TAR L'ADENGVIRUS TYZER V,

I - Xtude des leucocytes de 1'exsudat.

ADENOVIRUS V

a) Caractéristique de 1'exsudat.

L'exsudat provoqué par l'adénovirus V en suspension dans
le liquide de Hanks est moins abondant que l'exsudat obtenu avec le
virus grippal, Il est toutefois plus important que celui obtenu avec le
Hanks seul, Far contre il est plus visqueux que dans les deux autrecs
cas. La formule leucocytaire est sensiblement la m&me que dans les

exsudats témoins,



b) ILZlorphologie et cinétique des leucocytes,

- Exsudats cbtenus 16 2 22 heures apres 'inoculation.

Nous avons observé pour les cobayes ayant regu les doses
o o T 6 o
les plus fortes d'adéneovirus type V. (1¢ - 16 DE 56/ml sous un volume
de 3 ml pour les exsudats de 44 heures et 5 ml pour les exsudats de
48 heures), unc perte de la mobilitd cellulaire,

1)

es polynuciéaires ont un aspcect massif, avec quelques mouve-

L-d

ments sur place, Certains sont vacuolaires, l.es mottes chromati-
niennes sont remaniles et les contours nucléaires plus marqués
(planche III, Fig. a).

2) Les cellules mononucléées sont vacuolaires et leur mouvement

a peu pres nul, mais un certain nombre d'entre elles ont englobé des
polynucléaires, Cette cytophagie intensc et précoce des polynucléaires
par ces cellules, constatéc a la 20eéme heure confére un aspect tres
particulier aux préparations obtenues aprés infection péritonéale
d'adénovirus, Certains polynucléaires phagocytés sont directement inclus
dans le cytoplasme de l'histiocyte, immobiles et d¢ji nettement réduits
en volume et quelquefois fragmentés, D’autres sont contenus dans de
vastes vacucles ol ils subissent un brassage continu (planche III, Fig. b).
Dl'autres enfin sont encore anim<s de rmmouvements d.e rotation sur eu-
mémes a Mintlrieur de la cellule macrophagique et leurs granulations

cytoplasmiques conservent une activité normale.
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3) Les dosinophiles et les lymphliocytes ne présentent pas d'alté-

rations morphologiques et cinétiques notables,

- Exsudats entre 40 et 48 heurcs apreés llinoculation,

La formule leucocytaire est alors changée, Les histiocytes
sont en majorité : ce sont de grandes cellules macrophagiques a mouve-
ment réduit sans membrane ondulante apparente, Ils sont vacuolaires,
I.a cytophagie augmente, Certains histiocytes contiennent plucieurs poly-

nuciaires 2 des stades différents de digesticn,

c) Index de cytophagie.

L'index de cytophagie a &té évalué de la fagon suivante :
le % d'histiocytes ayant phagocytl un ou plusieurs polynucléaires
(Tableau VII),

Nous avons ainsi montré¢ que le pourcentage de cellules
phagocytles est d'autant plus important que le titre du virus inoculé

est plus élevé (TableawxVIII et IX),



Fig. a : Folynucléaire neutrophile

Fig. b : Cellule mononucléée ayant phagocyté

P - -
un polynucléaire neutrophile,

CELLULES D!'SXS5UDAT PROVOQUE PAR LLJADENOVIRUS V

PLANCHE III




1 pF e ve I "Nombrede 77T
7% des histiocytes |

e

L.aps de temps entre

ayant phagocyté iolynuclfealresr I'inoculaticn et la

ides polynucl}éaires pl(?og(;:i:z‘:foscgfzs récolte de 1'exsudat
o A 4 18 h
o 4 % 4 12 h
i 3% 3 20 h
0 4 % 5 20 h
& 6 % 7 70 h
‘Efj 1,5 % 2 44 h
3 9% 3 44 h

" 6 % 6 44h
167 38 % 57 Z7 h

53 9, 26 48 h

21 % 77 Z20 h
4 26 % 32 20 h
10 21 7, 23 7% h
35 % 37 %7 h
= 31 % 34 42 h
> _"”_? 19 %, 71 12 h
o : 15 % 16 R h
- 5 10 % . 18 h
» 10 9 % 12 18 h
2 26 % 30 18 h
" 12 %, 2 20 h
5 g 10 % 13 21 h
o | 25 9%, 25 48 h
R 11 % 14 1¢ h
o . 13 % 15 18 h
< 10 11 % 15 21h
19 % 23 272 h
12 %, 15 4¢ h
5 % 5 12 h
103 i 9 % 17 12 h
| 5 % 5 20 h
7 % 7 48 h

TABLEAU VII

INDEX "E CYTOPHAGIE
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Titre du virus I''2 50/ml
Exsudat de 18 A Z7 heures

TABLEAU VIII
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ADENOVIRUS CHAUFFE 1/2 heure A 56°,

Un chauffage préalable de la suspension virale pendant
1/2 heure & 56° diminue les altérations morphologiques et le pourcentage
des polynucléaires phagocytés, Celui-ci demeure cependant significatif
alors que le pouvoir infectieux du virus est supprimé 2 cette tempé-

rature.

ALDENGCVIRUS CEAUFFE 5' A 100°

Bl

Un chauffage préalable & 10G° vendant 5! fait disparaitre la
cytophagie et supprime également les perturbations cinétiques et les
altérations morphologiques cellulaires constatées chez les animaux qui

recoivent le virus non chauffé,

II - Etude de l'aptitude phagocytaire vis-a-vis des particules de

quartz des leucocytes de 1'exsudat obtenu par injection

d'adénovirus type V.

L'aptitude phagocytaire de ces leucocytes appréciée 'in
vitro'" montre unc diminution tres nette d'activité notamment pour les
neutrophilec. Cette diminution d'activité ne se manifeste qulapres un
temps de latence de plusieurs heures : les polynucléaires de l'exsudat
récolté a la 7Téme heure aprés l'injection intra-péritonéale présentent une
aptitude phagocytaire intense alcrs que les cellules récoltées a la 14eéme

heure sont beaucoup moins actives : 1G 3 20 % de polynucléaires secule-

ment contiennent des particules de quartz,



100 * - Polynucléaires contenant plus de 10 particules,
90 Polynucléaires contenant de 61 10 particules.

80 A D Polynucléaires contenant de 1 2 5 particules.

70
60
50

40

% de poly-
nucléaires
contenant des
particules de quarts

3

Te heure 14e heure 17¢ heure 19¢ heure 24e heure

20
o
10 o
- 2 : X E:g
Index de - 3 Ea Ei 3] X . o
cytophagle Te heure l4e heure 17¢ heure 19¢ heure

APTITUDE PHAGOCYTAIRE VIS-A-VIS DES PARTICULES DE QUARTZ DES POLYNUCLEAIRES DE L'EXSUDAT

DU COBAYE OBTENU PAR INJECTION INTRA-PERITONEALE D'ADENOVIRUS TYPE § (Etude in vitro)

Flg 5

100 100 1
90 " 90
80
70
60
50

40

30 1

20 4

10

% de poly-

nucléaires 1) Liquide de Hanks 2) Surnageant de cultures de cellules
contenant des S —— non infectées

particules de quartz

80 { 80
70 70 ]
60’ ‘ ' 60 -
50 50 4
40

30

20

10

3) Adénovirus de type 5 4) Adénovirus de type 5
chauffé 2 100°

ETUDE COMPARATIVE DE L'APTITUDE PHAGOCYTAIRE DES POLYNUCLEAIRES DE
L'EXSUDAT OBTENU PAR INJECTION INTRA-PERITONEALE CHEZ LE COBAYE DE :
1) Liquide de Hanks ; 2) Surnageant de culture de cellules non infectées ;
3) Adénovirus de type 5 ; 4) Adénovirus de type 5 chauffé 3 100°
(Exsudat récolté entrc la l4e et la lée heure) F i
’j: 2

TARBLEAU X
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Ians les heures qui suivent, la phagocytose est plus
marquée mais il faut noter que parallelement l'index de cytophagic
augmente,traduisant la disparition progressive des polynucléaires alté-
rés par 1'action des adénovirus (Tableau 3 , Fig.l).

L.2a courbe d'aptitude phagocytaire des histiocytes suit
celle des polynucléaires neutrophiles mais les variations apparaissent
moins nettes,

Ces faits semblent bien dus a la particule virale. En effet
lorsque l'on compare entre la l4éme et la 16@me heure l'activité des

clynucléaires obtenus par injection 1) de liquide de Hanks, 2) de sur-
nageant de cultures de cellules non infectées, 3) d'adénovirus viables,
4) d'adénovirus chauffés 3 100°, pendant 5', on constate unc nette di-
minution de la phagocytose du quartz sous l'influenece des adénovirus
vivants : (Tableau I, fig. 2) ce qui recoupe parfaitement les rdsultats
de l'examen cinétique et morphologique des polynucléaires neutrophiles

. .z s .
en microcinématographie en contraste de phase.

D - COLIPCRTEMENT DES CELL.ULES DE L'EXSUDAT

PERITONEAL PROVOQUE AR LE MYXOVIRUS

PARAINFLUENZAE III,

a) Caractéristiques morphologiques et cinétiques de

1'exsudat péritonéal,

it

exsudat est de moyenne importance mais riche en

cellules.
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vexamen microcinématographique en contraste de phase
révele divers types dhltérations cellulaires surtout nettes dans les exsu-
dats récoltés entre la l6eme et la Z4eéme heure,

i.es polynucléaires neutrophiles apparaissent sensiblement

; 3 s s A&l
normaux dans les 3 & 5 premieres minutes qui suivent leur prélévement
de la cavité péritonéale, lieur morshologie interne, leur diplacement

sont ceux que 1l'on observe lors des examens d'exsudats obtenus avec les

(LN

cellules du surnageant de cultures non infectées, Mais passé ce court

délai, les polynucléaires neutrophiles s'étalent brusquement sur le
verre, les cellules voisines s'accolent parfois en formations d'allure
syncytiale : les noyaux sont nettement visibles et déployés au sein du
cytoplasme étalé, alors que les granulations en nombre normal sont ani-
més de mouvements tres vifs,

far contre les cellules, ainsi étalées, sont immobilisées,
incapables de se séparer les unes des autrcs lorsqu'elles sont accolées
en formations pseudo-syncytiales, (planche IV)

iies macrophages présentent également des altérations mor-
phologiques nettes : ces cellules ont un aspect arrondi, massif et sont
fréquemment le sitge d'une vacuolisaticn nette, Elles présentent une
certaine tendance 2 l'accolement mais moins marquée que nour les poly-
nucléaires ncutrophiles, I.eurs déplacements sent presque nuls,
L'index de cytophagie s'accroft régulidrement 3 partir de la 16&me heure
mais ne dépasse pas 10 3 15 % , i'index de cytophagie des exsudats entre

O

40 et 48 heures est en moyenne de § %,



FORMATION PSEUDC-SYNCYTIALE

OCBSERVEE DANJS L'EXSUDAT PERITUNEAL PROVCQUE

PAR LE »IYXCVIRUS PARAINFCUENZAK III Souche EA 102

FLANCHE IV
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Lres lymphocytes et les polynucléaires €osinophiles ne

présentent pac d'altérations morpholegiques ou cinétiques notables mais
se trouvent parfois englobés dans une plage de cellules polynucléaires ou
histiocytaires ce qui rend plus difficile leur étude,

b) Aptitude phagocytaire des polynucléaires et des

macrophages vis a vis des particules de quartz.

Lies polynucléaires ncutrophiles, récoltés a partir de la
l6&¢me heure et surtcut vers la 21eme heure présentent une aptitude pha-
gocytaire nettement inférieure 3 celle des nolynucléaires récoltés a la
7eme heure et toujours inférieure a celle constatée chez les animaux
témoins (Tableau XI, Fig.l).

A partir de la 23 eme heure la phagocytose des particules
de quartz est a nouveau plus intense mais il faut noter que parallélement
I'index de cytophagie des polynucléaires par les macrophages augmente,
traduisant la disparition progressive des cellules les plus altérées.
L'apport d'éléments cellulaires nouveaux au niveau de la cavité périto-
néale, qui n'ont pas ¢té soumis A l'action des lLiyxcvirus parainfluenzae III
de fagon durabie, contribue également 3 expliquer cette reprise d'acti-
vité phagocytaire,

l.es variations de la courbe phagocytaire des histiocytes

sont ici beaucoup moins nettes, fait que nous avions d€ja noté dans le

chapitre précédent avec les adénovirus (Tableau XI, Fig, 2).
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Gy m Polynucléaires contenant de 6 4 10 particules.

100 1 I FPolynucléaires contenant plus de 10 particules.
J 1 { [] Polynucléaires contenant de 1 & 5 particules.

60
50
40
30
20
10
">de polynu-
cléaires conte-
nant des particules 7eh - lbeh * 17e h* 20e h * 2te 'k © 23 h* 2bethe
de quartz.

APTITUDE PHAGOCYTAIRE VIS A VIS DE PARTICULES DE QUARTZ DE
POLYNUCLEAIRES DE L'EXSUDAT RECOLTE 7 3 26 HEURES APRES INJECTION

INTRA-PERITONEALE DE MYXOVIRUS PARAINFLUENZAE TYPE IIl CHEZ LE COBAYE,

F.‘f ;1_

Histiocytes contenant de 6 2 10 particules.

D Histiocytes contenant de 1 2a 5 particules,

100 4

90 <

3 i P

80 |

70 4

60 4

50

40 B

30 |

20 4

10 4

7 d'histiocytes
contenant des
p2rticules de * 7e h > lbeh *17eh * 20eh’ 2le h ‘23 h "26eh °

quartz,
APTITUDE PHAGOCYTAIRE VIS A VIS DES PARTICULES DE OUARTZ DES

HISTIOCYTES DE L'EXSUDAT RECOLTE 7 3 26 HEURES APRES INJECTION INTRA-

PERITONEALE DE MYXOVIRUS PARAINFLUENZAE TYPE ill CHEZ LE COBAYE,
Fsg 2

TARLEAT AI
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E - CCLIDCRTELENT DES CELLULES DE L'EXSUDAT FRCVCCUE

PAR LT VIAUS VACCINAL,

a) Caractéristique de l'exsudat de 40 a 48 heures.

: crz oz
it'inoculation du virus vaccinal provoque dans la cavité pé-
: f
ritonéale du cobaye un exsudat peu abondant mais tres épais,

b) L.orpholegie et cindtique.

Les polynucléaires ont un aspect passif avec quelques mou-

"

vements sur place, ils sont analogucs aux polynucléaires décrits avec
1'adénovirus type V. Cn cbserve un certain nombre de noyaux pycnotiques.,

Les histiocytes @pnt sidérés, souvent vacuolaires,

I.'index de cytophagie cst Elevé et on observe quelquefecis de

pe

nombreux polynucléaires par histiccytes. Cn note également un rema-

niement de la chromatine assez important,

.es5 lymphocytes et les &osinophiles ne semblent ag
4 e e

&

5

atteints. Nous avons essayé de mettre ces cellules en survie cn flacons i
lamelle dans un milieu de culture (liquide de Tarle & 1'hydrolysat dec
Liactalbumine) identique & celui utilisZ pour la culture du virus sur
cellules B et Hela, De m&me que les celiules de l'exsudat pdritendal
provoqué par le liquide de Hanks, elles sc fixent sur le verrc au départ,

-

mais contrairement aux cellules témoins, elles se décollent et dégé-
nerent rapidement. Nous avons pu iscler le virus vaccinal sur cellules
Hela ou B a partir des leucocytes d'exsudats de 48 heures ou m&me

d'exsudats de 48 hcures mis quelques jours en survie , siais nous n'avons

pas pu mettre en ¢vidence de multiplication virale. La coloration &



Fig, b : Cellule mononucléée ayant phagocyté

de nombreuses cellules

CELLULES D!'EXSUDAT PRCVOQUL FAR LE VIRUS VACCINAL

PLANCHE V
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1'hémalin éosine de cellules m.ses en survie montre chez certains
cobayes autour du noyau des masses allongées foncées qui peuvent
8tre interprétées comme d:s ri.sses chrom-tiniennes provenant du
noyau et remaniées ou comme ces inclusions type guarnieri analogues
aux inclusions observées dans 1los cellules de cultures de tissus :

HeLa, KB, Amniotiques, RS av:c ce mé&me virus (LEBLOIS J, (141)),

DISCiIJSSION

D'une manigre générale, on peut noter que llinjection
de particules virulentes amene l'apparition d'un exsudat plus riche
que chez les animaux témoins.

Les éosinophiles =t les lymphocytes en petit nombre
dans 1'exsudat ne semblent présenter aucune modification caracté-
ristique, Seuls les polynucléaircs neutrophiles et les histiocytes
montrent des altérations morphologiqugs et cinétiques importantes.

a) Altérations diverses

Certaines altérations morphologiques se rencontrent
avec chaque virus étudié et scnt le signe d'une souffrance cellulaire
banale : cellules arrondies, massives avec déplacement nul ou

. z

limité & des mouvements de rotation sur place., D'autres altérations

bien que non spécifiques comme nous le verrons plus loin, peuvent
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caractériser de préférence telle ou telle atteinte virale : vacuolisa-
tion intense pour le virus grippal, tendance a 1'étalement cytoplas-

mique avec acccllements celluliires pour le myxovirus parainfluenzae

III, cytophagie importante et p.écoce pour l'adénovirus type V et le

virus vaccinal,

Les accollements cellulaires ont retenu particulierement

notre attention, le virus EA 102 provoquant l'apparition de syncy-
tiums en culture de cellules FeLa, En fait, les aspects que nous
avons rencontrés ne correspondent pas a de véritables syncytiums :
les granulations ne passent jamais d'une cellule 2 l'autre au cours
de leurs deplacements et l'observation prolongée entre lame et
lamelle montre qu'apres 24 heures le cytoplasme cellulaire se ré-
tracte, laissant réapparaftrc des cloisons intra-cellulaires nettement
individualisées, Il est toutefois possible que les accollements obser-
vés soient li€s 2 une altération de la membrane cellulaire dont le
mécanisme reste a préciser,

Cette tendance a l'accollement et a 1'étalement cellu-
laire ne saurait cependant &tre considérée comme spécifique ; de
tels aspects sont parfois observis a l'examen d'exsudats provoqués
par le virus de la grippe ou a la suite d'injection de tuberculine
dans le péritoine d'animaux allergiques par exemple, Dans ces cas,
seules quelques cellules présentent des altérations alors que celles-
ci intéressent la guasi totalité des polynucléaires de 1'exsudat pro-

voqué par les myxovirus parainfiuenzae III,
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La cytophagie intense des polynucléaires par les histio-
cytes ne peut également &tre considérée comme spécifique d'une
atteinte virale car elle a été signalée en outre par STEWART F.,W.,
LONG P.H, et BRADLAY J.I. des 1926 (142) lorsqu'ils étudiaient
I'exsudat pleural provoqué par llinjection de tuberculine chez l'animal
allergique, BORDET J'. (143) la signale également lorsqu'il étudie
I'exsudat péritonéal provoqué par du bouillon,

Il est vraisemblable que la cytophagie des polynucléaires
représente un témoin indirect de 1'altération de ces cellules sous
'action de facteurs divers, et soit, A ce titre, un &élément intéres-
sant pour l'étude de 1l'atteinte virale.

En effet, l'activité phagocytaire vis a vis du quartz,

étudiéeavec l'adénovirus type V et le Myxovirus parainfluenzae III,

montre qu'a un certain moment : vers la l4dme heure pour l'adé-
novirus type V, vers la 20&me heure pour les myxovirus, alors que
la cytophagie n'est pas encore importante, il y a dans la cavité
péritonéale du cobaye une réduction tres nette de l'activité de ces
polynucléaires qui sont alors une proie toute trouvée pour les his-
tiocytes qui commencent a2 affluer dans la cawvité péritonéale,

b) Les modifications morphologiques et cinétiques sont-

elles dues aux virus phagocytés ?

Pour montrer que les modifications morphologiques et
cinétiques sont bien dues 2 la présence du virus dans ces cellules

péritonéales, nous avons tenté de réisoler le virus des exsudats,
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Isolement du virus a partir des exsudats péritonfaux provoqués par
P

le virus grippal B, Lee,

Le tableau XII montre que : 22h apres llinoculation du

virus dans la cavité péritonéale :

- on peut facilement réisoler le virus des leucocytes
sur oeufs de poule embryonnés, Le premier liquide de Hanks ayant
servi 2 laver les leucocytes de l'exsudat est quelquefois positif en
hémagglutination (hémagglutination des hématies de poule). Le liquide
du deuxieme lavage est toujours négatif par la m&me méthode. Par
contre, les cellules lavées, congelées et décongelées sont positives
en hémagglutination et les titres aprés inoculation dans la cavité
allantofque d'oeufs de poule embrycnnés peuvent atteindre 1/160 ;
ce qui montre que le virus associé aux leucocytes possede toujours
son pouvoir infectant en m&me temps que son pouvoir hémagglutinant,

: 44h apres llincculation du

virus dans la cavité péritondale
- on ne retrouve plus de virus en dehors des leucocytes

et il semble avoir perdu son pouvoir infectant,

Isolement de virus des exsudats péritonéaux provogués par le virus

vaccinal,
Le virus vaccinal a pu &tre isolé sur cellules HelLa et
KB 6 fois sur 12 2 partir des leucocytes soit d'exsudats de 48h, soit

d'exsudats de 48h mis quelques jours en survie, Mais nous n'avons



pu noter de montée du titre du virus pouvant apporter une preuve de
multiplication virale 2 llintérieur des leucocytes. Le virus a &té
retrouvé 3 fois sur 10 du premier liquide de lavage.

Chez le cobaye, animal réfractaire 2 beaucoup d'infec-

tions virales (entre autres, aux myxovirus influenzae et parainfluenzae,

aux adenovirus, au virus vaccinal), l'atteinte cellulaire ne peut 8tre
mise sur le compte de la multiplication virale, Il semble plus logi-
que dl'incriminer une toxicité propre des particules virales s'exercgant
a 1l'échelon cellulaire, Les altérations cellulaires morphologiques et
cinétiques variant suivant 'agent pathogeéne étudié, laisseraienfentre-
voir l'existence de modalités d'action toxique différentes.

Cette action toxique est thermolabile et un chauffage
préalable la supprime, Le chauffage de la suspension grippale 1/2h,
a 56° suffit a détruire le pouvoir toxique de ce virus et paralléle-
ment abolit les altérations des leucocytes de cobaye.

Un chauffage a 100°, pendant 5' supprime complétement
les altérations cellulaires dues 3 1l'adénovirus V tandis qu'un simple
chauffage & 56° pendant 1/2h supprime le pouvoir infectieux de ce
virus mais l'effet toxique est encore significatif,

L'immunisation préalable de l'animal contre le_myxo-

virus influenzae B prévient de mé@me les effets du pouvoir toxique

de ce virus tout au moins partiellement,
Le pouvoir toxique des virus a déja été étudié par dif-
férents auteurs., En 1951-1953, BORDET P. et QUERSIN-THIRY L.

(144) étudient l'action du virus grippal sur le cobaye, L'inoculation



intrapéritonéale du virus grippal provoque un exsudat abondant, des
images de pycnose des polynucléaires et un accroissement considé-
rable de la réceptivité a diverses infections bactériennes. Cette
influence est abolie par chauffage préalable du virus 2 60° pendant
30 .A Cette influence favorisante qu'exerce le virus grippal sur cer-
taines infections associées reltve, disent-ils, également, d'une action
toxique du virus grippal, Elle se manifeste sans délai apres llinjec~
tion d'une dose massive de virus au cobaye non réceptif 2 llinfection
grippale, Cette augmentation de réceptivité est nulle vis a vis du
pneumocoque, considérable 2 1l'égard du streptocoque hémolytique et
surtout vis & vis du bacille de Pfeiffer, Cette action pro~infectieuse
du virus grippal est bien connue en pathologie humaine, Une suite de
travaux expérimentaux ont été publids 2 ce sujet : le streptocoque
(CARLISLE H.N., HUDSON P, (145) ) (WILSON H.E, et son équipe
(146) ), le staphylocoque (DACHY A, (147), GALEAZZI F,

VISCO (148) , le pneumocoque (HARFORD C,G. et son équipe (149) ),
le bacille tuberculeux (VOLKERT M, et son &quipe (150) ), et surtout

hémophilus influenzae (BUDDINGH G.J. (151), FRANCIS T.,

TORREGROSA M,V, (152a)) ont un pouvoir exalté lorsqu'ils sont
associés aux virus.

En 1946, HENLE G. et HENNLE W, (152) constatent
que, injecté a forte dose par voie intraveineuse ou intra-abdominale,
le virus grippal A PR8 sans se multiplier de fagon apparente tue la

souris avec lésions au bout de 9 a 96h, alors que llinfection grippale
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n'a pas eu le temps de se développer.Cet effet est neutralisé par
l'antisérum PRS8 et non par llantisérum B.

De m&me ZAKAY-RONESS et son équipe (153) montren’
que llinoculation intraveineuse 2 haute concentration du virus vaccinal
chez la souris cause la mort des animaux en 12 & 24h sans qu'aucune
multiplication virale soit décelable, Les faibles concentrations de
virus sont sans effet,

Le virus purifié au fluorocarbone donne les m&mes effets
que le virus brut,

Parmi les changements pathologiques observés, on note
surtout des hémorragies séveres dans le foie, dues aux lésions des
capillaires endothéliaux, Ceci serait en accord avec les travaux de
BRUNNER K.T. et ses collaborateurs (154) qui, en inoculant 2 la
souris les virus de la Stomatite Vésiculaire et le virus Newcastle
purifiés et marqués avec du P 32, par voie intraveineuse, observent
que ces virus sont enlevés de la circulation sanguine par les cellules
réticulo-endothéliales du foie., Ces auteurs concluent qu'il s'agirait
d'un effet toxique,

En 1961, KATC N. et HARA H. (155) montrent que
I'injection intraveineuse d'une suspension concentrée de virus grippal
A PR8 cause également la mort des lapins, animaux non récepteurs
a ce virus, par action toxique au bout de 8 & 16h. De plus, la mort
survient également aprés injection de virus ultrasongé lh (virus qui

a perdu beaucoup de son pouvoir infectieux chez les embryons de
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poulet) avec 1lésions identiques 2 celles du lapin infecté avec le virus
intact, Les suspensions de virus inactivés par la chaleur et les UV
perdent leur effet lethal sur les lapins, c'est a dire leur pouvoir
toxique et leur pouvoir infecticux chez les embryons de poulet,
tandis que leurs titres hémag-lutinants sont maintenus.

NISHMI M. et BERNHOPF H., en 1958, (156) devant
l'absence de multiplication du virus vaccinal en culture de leucocytes
de souris et les lésions cytoplasmiques observées, font une série
d'expériences en traitant ce virus soit par la chaleur soit par les
UV. Le chauffage 3 56° pendant 40' diminue les effets cytoplasmi-
ques sur les cultures de leucocytes de souris mais le pouvoir infec-
tant demeure en culture de cellules amniotiques, Le chauffage a 60°
inhibe complétement les deux effets,

L'exposition aux UV pendant 5' abolit completement les
modifications morphclogiques dans ces mé&mes cultures mais le
pouvoir infectieux demeure en cellules amniotiques,

Ces auteurs aboutissent aux mémes conclusions : les
propriétés toxiques du virus grippal accusent une résistance au
chauffage intermédiaire entre celle du pouvoir infectant et du pou-
voir hémagglutinant et sont spécifiquement reutralisées par les
immuns-sérums correspondants. Les &léments responsables des
effets toxiques sont indépendants 2 la fois du pouvoir infectant et du

pouvoir hemagglutinant que possede le virus.
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Le pouvoir infectant et le pouvoir toxique des virus
dépendent de constituants différents & 1l'intérieur de la particule
virale,

Le 'facteur toxique' des adénovirus a pu &étre séparé
de la particule infectieuse par centrifugation, C'est un facteur solu-
ble de nature protéique, Il est détruit par llaction de la trypsine
mais résiste au chauffage 2 56°., En cultures de cellules épithéliales,
on note deux effets cytopathogenes distincts du virus : le premier,
d@ a la multiplication du virus, est caractérisé par le développement
d'inclusions intranucléaires et une destruction cellulaire tardive., Le
second, plus précoce, se traduit par un arrondissement et une agglu-
tination des cellules sans perturbations de leur métabolisme, C'est
ce second effet qu'on qualifie de toxique. Nuaus ne pouvons cependant
pas conclure de nos expériences, que lleffet des adénovirus sur les
cellules de l'exsudat péritonéal provoqué chez le cobaye est lié 2 la
particule virale elle-m&me ou 2 la "protéine toxique' étudié par

PEREIRA (157).
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II - ETUDE DE LA CYTOTOXICITE IN VITRO DU MYXO-

VIRUS INFLUENZAE B LEE SUR LES MACROPHAGES

ALVEOLAIRES DE COBAYE,

1 - Etude en microcinématographie en contraste
de phase.

2 - Etude en Microscopie Electronique

3 - Répercussion sur leur métabolisme en appareil
de Warburg.

.

- MATERIEL ET METHODE

i
<
&
c
w

Le virus grippal est le Myxovirus influenzae B,

souche Lee, inoculé dans la cavité allantoidienne d'oeufs de poule
embryonnés de 10 jours, Le liquide allantoidien est récolté 48h plus
tar d, Il est fixé sur des hématies de poule puis élué soit dans du
liquide de Hanks, soit dans le milieu nutritif utilisé pour 1l'expé-
rience, Cn obtient ainsi des suspensions & 1280 - 2560 - 5120 unités
hémagglutinantes par ml,
Une partie des virus est mise en ampoule

scellée et chauffée 1/2 heure a 56°, Un liquide témoin est préparé

de la mé&me facon 2 partir d'un liquide allantoidien non infecté.
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- MACROPHAGES ALVEOLAIRES

Des cobayes d'un poids moyen de 500 grs sont
sacrifiés a 1'éther et le bloc cardio-pulmonaire prélevé apreés occlu-
sion préalable de la trachée, 5 ml de liquide Hanks chauffé a 37°
sont ensuite injectés par voie trachéale et le tissu pulmonaire est
massé doucement avant réaspiration du liquide. Cette opération est
répétée 4 fois (technique de Myrwick modifiée (158) ). Le liquide de
lavage pulmonaire est centrifugé, le culot cellulaire remis en sus-
pension dans le liquide de Earle a l'hydrolysat de Lactalbumine addi-
tionné de sérum de veau 10% et d'antibiotiques & raison de 1 million
de cellules par ml, Les cellules sont mises en flacons de 250 ml
(50 ml par flacon) ou en petits flacons & lamelles de 25 ml (2 ml par
flacon), suivant leur emploi .

Le nombre des cellules récoltées varie de 20 2
40 millions par animal, L'examen microscopique révele un mélange en
proportions variables d'un animal 3 l'autre de polynucléaires neutro-
philes et éosinophiles, de cellules bronchiques et de cellules mono-
nucléées, ces dernitres sont d'origine alvéolaire, seules, elles se
fixent sur le verre et constituent notre matériel d'étude, Elles re-
présentent 40 3 60% des cellules récoltées, les autres sont éliminées
au premier changement de milieu,

—— ————— — — ———— — — — — — o T— — — — —

La suspension de macrophages alvéolaires



obtenus par lavage des poumons de cobaye, est placée dans un flacon
de 250 ml 2 fond plat., Apres 3h de sédimentation, le milieu est
changé et remplacé par le milieu de survie,

Les macrophages alvéolaires fixés au verre sont
placés dans ces conditions pendant 24h & 37°, Les cellules sont alors
détachées de leur support par une solution de verséne dont la compo-
sition est la suivante :

EDTA (sel sodique de 1'acide éthyl¢ne diamine tetra acétique).,. 1,25 g

i 12 2 G5 L e R $38 % is) g Alte) N5 e a] e S Gk T e b

€ 1 P e 5 nw G 5 Bk 3w B BIE i SE S .. 0,20 ¢
Na,H POguuinnennnnnnn.. e N o B i R R ... 1,15 ¢
BHIPOsvusvavsesn wn o w HE N Ly R B SR B . 0,20 ¢
H20' q 2 BuDlas s o o 655 %0 5 o aral as o B E e S e S e S R e e e . 1 litre

Les cellules sont numérées et remises en sus-
pension dans le milieu de survie 2 raison de 1,000,000 de cellules
par ml en tubes siliconés, On ajoute alors, soit le virus grippal a
raison de 50, 200, 320, 400 unités hémagglutinantes par ml soit le
virus chauffé, soit le liquide témoin,

Apres 2 heures de contact, les cellules en sus-
pension sont placées dans de petits flacons sur le fond plat desquels
est disposée une lamelle,sur laquelle les cellules se fixent apres sé-
dimentation,

Cette lamelle est prélevée a des intervalles de
temps réguliers, montée en cellule de Barski, et le comportement
cellulaire est filmé en microscopie en contraste de phase, en chambre

C. Zeiss maintenue 2 37° centigrades, Les prises de vue sont
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effectuées 2 raison d'une image toutes les 4 secondes, et le film
obtenu projeté a 16 images seconde (accélération d'observation : 64),

Les macrophages alvéolaires sont mis en pré-
sence du virus grippal dans les m&mes conditions que préalablement
mais demeurent en tubes siliconés : les cellules sont prélevées & des
intervalles de temps réguliers aprts llintroduction du virus, et
immédiatement fixées & l'acide osmique 2 2% en tampon Dalton (au
bichromate de potassium), & 0° pendant 1 heure.

Apres déshydratation suivant la méthode clas-
sique, llinclusion est faite dans 1'Epon (Epikote 812),

Lies coupes sont effectuées a l'ultra microtome
Porter Blum sur couteaux de verre et montées sur grilles nues,
Elles sont ensuite colorées a l'hydroxyde de plomb pendant 10!,

L'examen est effectué au microscope électronique Hitachi H,U, 11 A,

S — — o —— — . —— —— — — ——— — —— —_—— — o o —_— o ot oo s

Les macrophages alvéolaires sont obtenus dans
les m@mes conditions que précédemment.
Apres 24 heures de culture, les cellules sont
versinisées, Le virus grippal souche B Lee, soit non traité, soit
s

traité par chauffage a 56°, pendant 30', est utilisé 2 raison de 200

unités hémagglutinantes pour 106 macrophages,
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- Les mesures de consommation d'oxygeéne sont

effectuées en appareil de Warburg., Les fioles, munies d'un intermé-
diaire contenant un filtre de cotoa stérile, sont autoclavées au préa-
lable, Les cellules sont mises en suspension dans lml de milieu
nutritif dont la composition est donnée ci-dessous (pour 1 ml) :
Cl, Ca anhydre 1,75 x 103M ; S0,Mg, 7 H,0 5,9 x 10%4M ;
ClNa 8,5 x 103 M ; CIK 3,9 x 104 ; glucose 1,1 x 103M “
NaoH 5 x 104 M ; Hydrolysat de lactalbumine 3660 g ;
levure 732 g ; vitamines 6,6 sditres (Biotine lg,, acide fo-
lique 1 g., acide nicotinigue 1 g,, acide panthotenique 1 g.,
thiamine 1 g., ribofljdvine 0,1 g, Mesolnositol 2 g., choline
1 g., eau bidistillée 1000 ml) ; sérum de veau 66 ~litres;
Antibiotiques 2,6 litres (Pénicilline 500 U; Streptomycine
50 +g, Néomycine 50 ( g, eau bidistillée 1 ml),
La composition d'une fiole est la suivante :
-~ 1 ml de milieu contenant 4 106 cellules auquel on ajoute
0,2 ml d'une solution de glucose marqué soit uniformé-
ment (glucose U4 C, CEA), soit sur le carbone 1 (glucose
114c, Amertsham), soit sur le carbone 6 (glucose 614C,
Amertsham) (0,2 microcuries/0,2 ml H,0 bidistillée).
- 0,2 ml de KOH décarbonatée dans le godet central,
- 0,2 ml d'une solution de TCA 10% dans une anse latérale,

- 0,4 ml de suspension virale (milieu ci-dessus) dans 1l'autre
anse,



Au temps zéro, la suspension virale est versée
dans le milieu contenant les macrophages., Les mesures manomé-
triques sont effectuées toutes ies 30 minutes, puis toutes les heures,
Les résultats sont exprimés en micromoles d'oxygeéne consommées
en 24 heures par 4 106 cellules,

Mesure du C0» marqué,

En fin d'expérience, on verse le T.C.A, dans la
suspension cellulaire pour libérer le CO02 total dissout, L'appareil
est laissé en mouvement pendant 30 minutes, puis on recueille le
carbonate de potassium contenu dans le godet central de la fiole,

Ce godet est rincé 6 fois de suite a l'eau tridistillée décarbonatée,
Le CO0, est précipité sous forme de CO3Ba par addition de 1 ml

de Cl; Ba a saturation en présence de CINH4. La suspension est
passée sur filtre (millipore, 0.45 i ), lavée 3 l'eau. Les filtres
sont séchés sous lampe infra-rouge, fixés sur plaques métalliques
et la radioactivité est évaluée a l'aide d'un compteur Geiger a faible
bruit de fond.

Les résultats sont exprimés en pourcentage de
14C. du C0p dégagé par rapport au 14¢ . total du glucose utilisé,
Compte tenu de la quantité de slucose marqué mis en jeu en début
d'expérience et de la quantité de glucose froid présent dans le mi-

lieu réactionnel, il est facile de calculer la quantité de glucose

utilisée par les cellules d'une fiole durant l'expérience,



RESULTATS

A - MORPHOLOGIE ET CINETIQUE DU MACROPHAGE ALVEO-

LAIRE - STRUCTUEE DU VIRUS GRIPPAL B, LEE

- Macrophage aivéolaire

Un grand nombre d'expériences sur les macrophages
alvéolaires de cobaye ont été réaliségs par nous (350 animaux) et
ont servi a d'autres buts, Cette technique permet, en effet, 1'étude
non seulement de la toxicité des virus mais celle de bien d'autres
substances entre autres des poussitres de charbon et de silice.

Le jour de la récolte, les macrophages ont un aspect
massif et ne présentent qu'une faible activité cinétique interne., Les
inclusions sont nombreuses et <le taille variable et 1l'on note llexis-
tence fréquente de larges vacuoles cytoplasmiques, Les cellules
possedent habituellement un noyau arrondi, parfois polylobé, rare-
ment 2 ou plusieurs noyaux (plamche VI - fig a), A partir du 2&¢me
jour de culture d'importantes mnodifications morphologiques et ciné-
tiques surviennent., Les cellules émettent des prolongements adhérents
au verre, les inclusions cytoplasmiques deviennent moins nombreuses,
les vacuoles disparaissent, La microcinématographie révele un voile
périphérique dépourvu de granulations, doués de mouvements amples
et d'une intense activité pinocytaire (Planche VI - fig b), Le nombre

des cellules décroit chaque jour. On ne note pas de multiplication
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PLARCHE VI




Macrophage Témoin en survie depuis 24 h :
aucun signe d'altération nucléaire ou cytoplasmique
Grossissement : ¥ 21,000

PLANCHE VII
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cellulaire, Nos expériences ont ¢tZ réalisées avec des cellules de

24 heures de survie, Ces cellules apres versinisation et séjour en
tubes siliconnés de 2 heures se recollent dans une large proportion.
Cbservées quelques heures plus tard elles sont 1égerement vacuclaires
mais ne présentent pas de signes de souffrance.

L'étude au .dicroscope Xlectronique des coupes minces
de ces macrophages montre un noyau limité par une double mem-
brane avec un nucléole, des mitochondries avec crétes bien visibles,
'ergastoplasme, de nombreuses inclusicons, L'es prolongements
entourent la cellule correspondent a la membrane ondulante formant

des replis (Flanche VII),

Structure du virus grippal B Lee

La mdéthode de coloration négative de Brenner et
Horne, 1957 a permis 1'étude détaillée de ce virus au Microscope
Electronique (HCYLE L., HORNE R.W., WATERSUN A, P,, 1961 (159)).
Nous avons examiné par ce moyen notre suspension virale : Les par-
ticules ont unc forme sphérique exceptionnellement allongée., On
observe une membrane bien définie recouverte de projections régu-
litrement disposées autour de la particule. (planche VIII), Nous
n'avons pas observé de structure hélicoidale & l'intérieur du virion
mais nous nous sommes bornés qu'a 1'observaticon du virus complet,
Certaines particules ont un centre opaque aux électrons, montrant la
pénétration de l'acide phosphotungstique & l'intérieur par une fissure

probable de la membrane, Nous allons retrouver ce méme virus en



contact des macrophages en coupe ultra-fines, Certaines particules

montrent nettement la membrane et les projections périodiques.

. LLLE
riyxovirus-influenzae B Lee, (Coloration en contraste\hé.géif).

Grossissement : 2L 105.0C0

FPLANCHE VIII




Macrophage fixé aprés I h de contect
avee le virus. Les particules virales sont agglutinées
& la membrane cellulaire, CGrossissement : X I5.000

PLANCHE IX
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3 - ETULE LE LA PHAGCCYTOSKE.

- des particules virales,

La .licroscopie Electrunique permet seule de suivre les
différentes Stapes de la pénétration des particules virales dans la cellule
alvéolaire. Dans un premier temps, et dés la premieére heure de la mise
en contact des macrophages et du virus grippal, on note la fixation sur la
membrane cellulaire, de nombreuses particules (planche IX),

I'Mautre part, des amas de virus sont visibles dans les replis
de la membrane ondulante (planche X).

Des.la premieére heure,m note €également, dans le cyto-
plasme cellulaire, la présence de virus rassemblés dans de petites
vacuoles (planche XI).

A cc stade, aucune altération morpholegique des infra-
structures cytoplasmiques, ni du noyau cellulaire n 'est- wvisible .,

i~ endant les heures qui suivent, la phagocytose va se pour-
suivre , et l'on trouve encore i la 7éme heure et mé&me plus tardivement,
des particules virales facilement identifiables fixées 3 la membrane cellu-
laire (planche XII). A ce stade cependant apparaissent les premiers sigaes
de souffrance du macrophage alvéolaire,

- des particules virales ehauffées préalablement 1/2 heure

a56°,

Lorsque le virus grippal a été préalablement chauffé
1/2 heure 2 56°, on cbserve au icroscope Electronique qu'un petit
nombre de particules se fixent en piriphérie de la cellule. La phagocytose

se produit cependant mais n'entrafhc aucune altération morphologique des
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cellules (planche KIII) qui apparaissent en tous points semblables aux

cellules témoins (planche VI),

- des particules virales chez les animaux vaccinés,
IL'observation a été faite en ..icroscopie Electronique
apres 24 heures de contact virus-cellules, Cn observe des débris
cellulaires contenant de nombreuses particules virales mais aussi
des cellules intactes avec des particules virales en périphérie,
En Microcinématographie les macreophages de cobayes vaccinés mis
en présence de virus B Lee montrent également d'importantes

1ésions, comme le montrent les résultats suivants,

[
Titre d'inhibition UH/”‘ fillion de ’ Cbservations
de 1'hémagglutination c:;lAlubs Microcinéma-
sérum de cobaye © tographiques
1/40 100 UH | lLésions importantes
en 24 heures
| Vacucles -~ Lésions
1/80 10 I 5
/ Lo | de quelques cellules
1/160 100 UH I.ésions importantes
en 24 heures
1/160 100 UH Lésions importantes
en 48 heures
1/160 100 UH quelques lésions
h h cellulaires
1/320 100 UL destruction cellulaire
en 24 heures
_ Lésions importantes
1/320 100 UH
/ en 24 heures

Si le virus est mis en contact préalablement 1/4 h avec

du sérum immun décomplémenté 1/2 h 3 56°, on ne constate aucune



fixé I h apres la mise en contact

Debut de le phagocytose : les
les

Macrophage

avec le virus.
particules virales sont entonnees par

pseudopodes., CGrossissement : X 27,000

PLAOCHE X
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de contact
T5 000

Particules virales dans une Vv
macrophage (macrophage fixé aprés
avec le virus). Crossissement : X
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Macrophage fixé 7 h
avec le virus. Début de dé

PLANCHE

X1l

& en contacﬁl

nce cytoplasmique
toplasmigues. Le
ssement : X I2,000
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Macrophage alvéolaire fixé 2
mise en contact avec des particules virales chauffées
I/2 h & 56°, On trouve des particules dans une vacuole
Grossissement X : 27.000

apres la




1¢sion (4 cobayes). Si le virus est préalablement chauffé 1/Z2 h & 56°,
les cellules ressemblent en tous points aux cellules témoins (5 cobayes).

C - CCNSEQUENCES DE LA PHAGCCYTCSE LE VIRUS,

1) Sur le compcrtement cinétique des macrophages alvéclaires,

a) ...acrophages en contact in vitro avec le virus gripnal,

l.orsque les cellules scnt mises en contact avec le virus

B Lee, on observe des signes nets de scuffrance vers la l2éme heure

o]
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intéressant d'autant plus de cellules dans la préparation que la quantité
de virus introduite dans les tubes siliconés a été plus importante., Les
macrophages ont un aspect massif, al:rondi sans preclongements cyto-
plasmiques visibles, le voile disparait, au fur et 2 mesure que le temps
de contact virus-macrophage s'allonge, les modifications morphologiques
et les perturbations cinétiques s'accentuent. On assiste un peu 2 la fois

a la mort cellulaire, le cytoplasme ne concentre dans la cellule, le
noyau subit des modificaticns importantes (planche XIV, Fig, a), enfin

il y a ballonisation et mort cellulaire.

b) ilacrophages en contact in vitro avec le virus grinpal

chauffé 1/2 h & 56°,

Le virus chauffé 2 56° pendant 1/2 h perd son pouvoir
infectieux et son pouvoir toxique mais il garde en partie son pouvoir
hémagglutinant, Les cellules en contact avec le virus B Lee chauffé ne
montrent aucun signe de souffrance et ressemblent en tous pcints aux

cellules témoins (planche XIV, fig, b):
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Fig. a = Macrophage ayant phagocyté des parti=
cules virales 24h avant.

..“'S
A\ Lil g

Figs., b = Macrophage ayant phagocyté des parti=
cules virales chauffées I/2h a 56°
2Lh avant.

PLANCHE XIV




Macrophage fixé IlU h aprés la mise en contact
avec le virus. La chromatine forme des mottes plaquées
contre la membrane nucléaire. Grossissement X I2,500

PLANCHE XV
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c) izacrophages alvéolaires de cobayes vaccinés ¢cn

contact in vitro avec le virus gripral,

Les cobayes ont été vaccinés par incculaticn intra-mus-
culaire de virus grippal B souche lce purifiée (128 UH) avec adjuvant

de Freund, Yo Fobleaw P loe

2) Sur les infrastructures cellulaires

1'examen en microscopie électronique complete ces
données : les premieres altérations morphologiques interprétables
apparaissent des la 7éme heure, et s'accentuent au cours des heures
suivantes jusqu'a aboutir a la destruction cellulaire complete. Il
semble que l'on puisse établir la successicn suivante, dans l'apparition
des 1ésions :

- gonflement des cisternes orgastoplasmiques, avec vacuolisation
cytoplasmique progressive (planche XI1) .

- gonflement des mitochrondries, aved diminution des crétes
aux dépens de la matrice (nlanche V),

- vacuolisation extr@me du cytoplasme et lyse cellulaire par écla-
tement de la membrane cellule,

- le noyau résiste plus longtemps : alors que le cytoplasme présente
déja des altérations majeures, la chromatine, la substance inter-chro-
matinienne et le nucléole ont encore un aspect normal, ivMais finalement,
la chromatine devient op@que, forme des mottes plaquées contre la mem-~
brane nucléaire (planche XV), alcrs que la substance interchromati-

. 12 . , : - .
nienne s'éclaircit, le nucléoplasme apparaissant optiquement vide.
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DPendant que les 1ésions celulaires se développent, l'iden-
tification des particules est tres difficile au sein des structures altérées.,
Cependant, lorsque la destruction du macrophage est achevée, on re-
trouve des particules nettement visibles dans les débris de la cellule.

Lorsque le virus grippal a été préalablement chauffé
1/2 heure & 56°%onu'cbserve en Microscepie Electronique qu'un petit
nombre de particules se fixent en périphérie de la cellule. L.a phago-
cytose se produit cependant (planche XII), mais n'entraine aucune alté-
ration morphologiaue des cellules, qui apparaissent en tous points sem-
blables aux cellules témoins,

I'examen en microcinématographie en contraste de phase
confirme cette notion, ne révélant aucune altération de la cinétique

cellulaire.

3) Sur le métabolisme cellulaire.

a) Influence du virus grippal sur la consommation

d'oxygene du mocrophage alvéolaire,

Les ¢tudes de consommation d'oxygene sont réalisées en
appareil de Warburg. La durée de l'expérience est de 24 heurecs.,

Au cours de travaux antérieurs faits au laboratoire de
Biochimie a 1'Institut Pasteur, il a ¢té montré que la quantité d'oxygene
consommée est proportionnelle au temps d'agitation en ficle de Warburg

et au nombre de cellules introduites dans ces ficles.
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Dans le tableau XIII sont rappertés comparativement les
4
% 1 ~ . _ P S JET T
nombres de consommation d'oxygene en micromoles par 4-106 cellules,
en 24 heures, de 3 séries de cellules,
1° - macrophages témoins
2° - macrophages en présence de virus grippal

3° - macrophages en présence de virus grippal traité

par chauffage 3 56°, pendant 30 minutes,

Lies nombres sont donnés pour la moyenne de 3 expériences,
réalisées a la fois en micro et en macrofioles, On constate une con-
sommation d'oxygene plus grande en macroficle, provoquée par llagi-
tation plus importante des cellules dans les ficles,

Au bout de 24 heures, on note une augmentation de la con-
sommation d'oxygene des cellules mises en présence de particules vi-
rales traitées par chauffage.Cette augmentation est liée a la phagocytose

et correspond a des faits analogues qui ont été observés lors de la

phagocytose des Mycobactéries par le macrophage . D'ailleurs des

(@28

cbservations du méme ordre avaient 4&ja été signalées nar
BALBRIDGE‘ C.W. et GERARD R. /. (160) & propcs des leucocytes.,
Par contre, en préscnce de pai’ticules virales non traitées, les macro-
phages présentent une diminution de la respiration globale de 1'ordre
de 50 % par rapport aux cellules témoins, La cinétique de la consom-
mation d'oxygene (Tableau XIV) mentre que cette baisse survient 2 la

7&éme heure et atteint son maximum 2 la 12&¢me heure. Ensuite la con-

sommation d'Cz reste stable jusqu'a la 24eme heure,



hiacrophages et
virus grippal traité

par chauffage a
56°C pendant 30!

Macrophages
Macrophages et
virus grippal

iMicrofioles 5,63 Y 5,73
Macroficles 7,30 4,81 7,59

INFLUENCX: LU VIRUS GRIFPAL JUR LA CONSCMMATICN
DIOXYGIEINE DU MACROFHAGE ALVECLAIRE

x . , 6
Micromoles d'oxygene consommées en 74 heures par4.10 cellules,

(les nombres sont donnés par la moyenne de 3 expériences)

TABLEAU XIII

‘,j
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Cinétique de la consommation d'Oz par le macrophage alvéolaire
en présence du lyxovirus influenzae B lee

TABLEAU XIV

3 |
—
/
Micromeles L gt
/4 106 1 :14 A Témoins e
k’—., e N - - o2 . P , ~
z 2 : 12 A + virus chauffé 56°C 30 -
3 : 5 A+ virus e
-
/'//
/4 —
B femps
o ‘ ¥ ok _“_
5 10 15 20 heures
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b) Etude de la dégradation du glucose par le macrophage

lors de la phagocytose du virus grippal,

Dans le tableau XV sont rapportés les chiffres de con-
sommation d'oxygene exprimés en micromoles, par 4-10" cellules,

14
en 24 heures et le pourcentage de OZ dégagé par rapport au C

o
total du glucose.
- en présence de virus grippal inactivé par la chaleur on note une
- - 4 : # o
consommation accrue du glucose : le pourcentage de CUZ dégagé vpar
1/_1:' 1 z Z
rapport au ~C total provenant du glucose est plus ¢levé,

De plus on constate une augrmentation tres significative de
la quantité de CC? provenant du glucose 1 "C, suggérant unc utilisation
préférentielle par la voie de la phosphorylation cxydative,

- en présence de virus grippal non traité, la dégradation du glucose
¥ B* S ’
par le macrophage est beaucoup meoins importante et comparable a la
L £ I % X
diminution de la respiration des cellules observées en appareil de
Warburg, dans les mémes conditicns. Si l'on compare les pourcentages

14
L S &
glucose 6 C par rapport 2 celui provenant

&

de CO2 dégagé, provenant du

14 oy .
du gluccse 1 "C, on constate €¢galement une augmentation, encore plus
significative, du passage par la voie des pentoses,

Ainsi, il n'y a pas de modifications qualitative dans le
métabolisme du macrophage alvéolaire lors de la phagecytose du virus
grippal suivant que ce dernier soit non traité cu inactivé par la chaleur.
Lors de la phagocytose du virus grippal non traité la diminution de la’

respiration du macrophage est liée 2 la diminution quantitative du mé-

tabolisme cellulaire sous llaction directe du virus. Elle traduit une
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v éritable altération des structures mdétaboligues de la cellule,

¢) Ttude de la multislication virale A 'intérieur du ma-

crophage alvéclaire in vitro.

Za réappariticon de particeles virales ncmbreuses ct bien
individualisies apres 24 heures de contact veut laisser supnoser gutil
e R P
y ait multiplicaticon virale in vitrc. Cette multiplication serait faible et
cantonnée dans un laps de temps trés court.
Ncus nous sommes bornés dans un premier temps au
¥ &

titrage de 1'hémagglutinine.

1) Expérience clu le surnageant contenant les particuics

A

virales n'est pas enlevé apres 2 heures de contact,

. Nombre d'unités
Temps de |Nombre d'unités . ; . )
L. . Nombre de | hémagglutinantes
contact hémagglutinantes i1 . N P
. . . celluics apres congélation
virus~cellules au départ L .
et décongélation
i
10 heures 768 UH i1 millicn 1040 UH
22 heures 3200 UE 18 millions 1660 UH
24 heures 480 UH Z2 millions | 196 UH
!
24 heurecs <80 UH %z millions l 480 UH




-

2) Exoériences ol le

surnageant confenant au dérart la to-

retiré du flacon anrés 2 h,de contact,

talité du virus est
! i
!

Nombre
de

Temps de [Nombre d'unités !
|

hémagglutinantes e

au départ cellules |

contact

s

v

vres

&

virus-cellules

isurnageant:

! T
' o
| Titrage apres |
| congdlation et

décongdlation

i i

4 heures | 512 UH & 4 millions 44 UH 60 UH

6 heurcs 512 UH } A x im@ns} 48 UH 12 UH |
8 heures ; 512 UH | 4 millicns 24 UH 30 UH

24 heures ’ 512 UH } 4 znilli’;:-ns‘f 24 UH 6C UH

¢ heures 400 UH {, 2 milliens; 320 UH | 44 UH

8 heures | 4006 UH ‘; 2 miniona 320 UH 24 UH
l0hewres 400 UH 2 millicns% 320 UH 50 UH

15 heures 400 UH 1 ? millions 320 UH 14 UH

18 heures ! 400 UH 2 millionsi 320 UH ! 30 UH

21 heures ‘ 400 UH 2 millionsE 320 UH 30 UH

| 2

22 heurcs | 56 UEH | 2 millions} 8 UH 0]

22 heures 100 UH |2 millions 16 UH 0

22 heures | 200 UH | 2 millions% 42 UH g UM

30 heures | 50 UH | 7 puillions] B 0

30 heures 100 UH t % millions% 20 UH 0

30 heures i 200 UH 2 millionsi 42 UH 0 |
48 heurcs 50 UH 2 millic u{ 8 UH 0 L
48 heurecs 100 UH |2 1nillions% 16 UH | ¢ |
48 heures 200 UH 2 mmionsj 42 UH i 18 UH }

L'lincculaticon & des ceufs embryonnés de

10 jours de sur-

nageant de cellules ccngelées et décongelées de 48 h n'a pas permis de

118

réisoler de virus . Ncus n'avons donc pas pu mettre en ¢vidence de mul-

tiplication virale dans ces cellules,



- DISCUSSICN -

i.es travaux de NUNGEITER W,J., GCRDON J.D. et
CCLLINSK.E{161), de GINSBEKXG H.53.et BLACIMCN 7,1, (162), de
BOAND A.V., REVEF J.E.et HANSCN R, J.(163), de La PLACA 1., (164)
ont montré que le virus grippal peut se fixer a la surface des leucocytes
de cobaye. Ce stade précede la péndétration du virus dans la cellule, qui
a été depuis plusieurs années démontrle, pour les polynucléaires neu-
trophiles par BCAND A.,V.et ses ccllaborateurs (165), puis plus ré-
cemment par INGLCT D, A, et DAVENTPGRT F. M, (166).

L.a Microscopie Electronique nous a permis de suivre avec
précision cette péndtration, en deux phases, en ce qui concerne le ma-
crcphage alvéolaire, compleétant le travail de DANGCGN D, et ses colla-
borateurs (167) qui avaient étudié, avec la m&me méthode, la phagocy-
tose par les leucccytes des particules virales fixées sur les hématies,

L'lexamen répété de la morpholeogie et de la cinétique
cellulaire, dans les heures qui suivent la phagccytose, nous a en outre
confirmé les effets cytotoxiques des particules virales, qui inhibent
I'activité normale du macrcphage, et finissent par entrafner la mort
cellulaire, comme nous l'avions déja constaté 2 1'examen des cellules
de l'exsudat péritonéal provoqué par injection du virus grippal chez le
cobaye.

Cette action cytotoxique est thermolabile, et le chauffage

préalable du virus 1/2 heure % 56° la supprime totalement,
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Les expériences sur le métabolisme cellulaire démontrent
enfin que, chez ic macrophage alvéclaire, la phagocytose requiert
ticn aéroble, alors que de nombr ux

'utilisation des processus dloxvda

travaux montrent que les autres phagocvtes tirent leur 2nexgie de la

glycolyse anadrobie (OTAHELIN H, |

" ; - ¥ - T /4 3 W on YT e Lo
SBARERA A,J. et WARNCVERY M, 7, (159, BAZLT &, et AVICE O {(170),
CCHN Z. A, ct v iTRIE <, 1, (171 ; RNGVERY Iw, L. (172), Cette

o]

particularité d vtose chen le macrophage alviolaire nent &ire

& rattacher 2 la situation de cette callule au sein des structuves alvice-
laires pulmonaires. en un iieu &mirermment favorable aux €changes
gazeux,

Lia phagecytose du virns grippal par les macrophages
alvéclaires de cchbaves en survie in-vitre, entraine une diminution de

-

la consommation dioxvgene netfe a partir de la 7e:1¢ heure, ¢t un arrét
de cette comsommation & partir Jde la 15 eme neure, La Gégradation du

glucose est diminuée paralldlerient. Ces {aits ne e produvisent pas

lorsque le virus a ¢té préalablement traité par chauifage & 56°, mais

on note des modifications ¢ les voies de catalolisme du glucose,
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CCNCLUSIONS

Nos travaux montrent les faits suivants @

I -~ La réalité de la phagocytose des particules virales

par les leucocytes, spécialement par les macrophages : nous voyons
dans les deux heures qui suivent la mise enprésence du virus et des
macrophages, des particules virales dans les vacuoles.

II - IL'absence de multiplication virale dans ces cellules

aussi bien in vivo qu'in vitro : le virus grippal B Lee n'a pu &tre
isolé, sur oeufs de poule embryonnés, ni des cellules de l'exsudat
péritonéal 44 h apres l'inoculation, ni des macrophages alvéolaires
en survie apreés 48h de contact avec le virus, Le surnageant de ces
dernigres cellules congelées et décongelées, ne montre aucune élé-
vation du titre hémagglutinant dans les laps de temps allant de 4h a

48h apres la mise en présence du virus,

IIT - L'action cytotoxique des particules virales sur les

cellules leucocytaires aussi bien in vivo qu'in vitro : les cellules

phagocytaires, polynucléaires neutrophiles et macrophages, présen-
tent des altérations morphologiques et cinétiques importantes variant
avec chaque type de virus étudiés, Ces altérations ne sont pas spé-

cifiques, mais cependant peuvent caractériser de préférence tel ou
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tel virus, par exemple la tendance a l'accollement cellulaire observé

avec le Myxovirus parainfluenzae III et la vacuolisation intense pro-

voquée par le Myxovirus influenzae B Lee,

IV - La traduction de cette toxicité sur le métabolisme

cellulaire (Etude de la consommation d'oxygene).

L'appareil de Warburg montre que les macrophages al-
véolaires utilisent l'oxydation aerobie., La phagocytose du virus en-
traine une diminution de la consommation dioxygeéne nette a partir de
la 7&¢éme heure et un arr@t de celle-ci a partir de la 15éme. La
dégradation du glucose est diminuée parallélement,

V - Les altérations morphologiques et les perturbations

métaboliques enregistrées sont dues & llaction toxique du virus,

Le chauffage 3 56° pendant 1/2 heure pour le virus
grippal, a 1060° pendant 5' pour l'adenovirus, détruit ce pouvoir to-

xigque des particules et prévient l'apparition des altérations cellulaires.

Nos recherches mettent donc en évidence i l'échelon cel-
lulaire, une toxicité virale indépendante du pouvoir infectieux, dont
la réalité avait été démontrée antérieurement a 1l'échelon de l'orga-
nisme, par injection massive de particules virales a des animaux

réfractaires 3 l'action infectieuse de ce mé&me virus.
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