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INTRODUCTION 

- 

Il y a un siècle, l e s  agents responsables des maladies 

infectieuses n'étaient pas encore découverts. La première culture 

pure d'un germe pathogène, l e  bacille charbonneux date de 1877 ; 

elle es t  due aux travaux de Pasteur et Joubert, Depuis, grâce aux 

perfectionnements des techniques de microscopie et  de biochimie, 

nous connais sons non seulement l a  morphologie de ces différents 

agents, mais encore leur structure interne et  leur composition chi- 

mique, 1 
- 

C'est ainsi que nous savons que certaines particules 

infectieuses se  différenciant complètement des bactéries par leur 

t rès  petite taille, leur parasitisme cellulaire obligatoire, leur + 

structure, leur composition chimique, sont responsables de diffé- 

rents désordres organiques : nous les appelons "virus". Les pre- 

mières cultures de virus datent de 1933. Ils ne sont visibles que 

depuis quelques années grâce au Microscope Electronique. Ces virus 

comprennent une part ie  centrale infectieuse faite soit  d'acide ribo- 

nucléique, soit d'acide desoxyribonucléique, et d'une partie péri- 

phérique de nature protidique  os sedant une symétrie déterminée. 



Actuellement, les  connaissances en immunité bactérienne 

sont déjà bien avancées : on sait  quv parallélement à 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 également dans l 'organisme des cellules ayant l e  pouvoir 

d'englober les particules étrangBres : on les appelle des phagocytes. 

Ces phagocytes comprennent les leucocytes du sang circulant et les  

macrophages. C e ~ x - c i  peuvent se  trouver à l 'état l ibre dans les 

exsudats ou fixés dans les  tissus constituant le  système réticulo- 

endothélial. Les microbes phagocytés subissent des modifications plus 

ou moins poussées et rapides selon la  nature des germes et les 

esp&ces animales envisagées. De plus , de nombreuses infections dé- 

terminent une irritation fonctioilnelle des organes hémaéopoïetiques 

ayant pour co~~séquence l'élévation du noi-nbre des globules blancs. 

Peut-on assimiler "immunité bactérienne1' 2 1"'immunité virale" ? 

J, Bordet, en 1938, dans son Traite de l'immunité (1) dans les ma- 

ladies infectieuses assimile l'une et l 'autre : 

- "llobservation ues ph6nomènes", dit-il, qui président à la guérison 

des maladies à virus filtrants est  difficile, mais les renseignements 

dont on dispose suffisent à démontrer que dans le  cas des virus 

invisibles, les facteurs d'immunité sont identiques à ceux qui assurent 

la défense contre l es  bactéries" - . 



L'approfondissement des connaissances dans le  domaine 

viral, rend les immunologistes beaucoup moins catégoriques dans leurs 

affirmations. Raffel, eni 196 0, dans son Trait6 d'immunologie ( 2 )  

reconnait l e  rale t r è s  important des anticorps dans la  défense de 

1' 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 rôle important, dit-il, mais qui r e s t e  

t rès  obscur. 

Malgré leur caractzre fragmentaire, les  recherches 

effectuées depuis le début de ce siècle, ont établi la réalité de l a  

participation des organes hématopûiëtiques, des leucocytes circulants 

et des cellules du système réticulo-endothélial aux processus infec- 

tieux viraux : la leucopénie passagère, l'apparition d'élkments cel- 

lulaire s morphologiquement anormaux, constatées au cours de nom- 

breuses viroses humaines ou animales, la  possibilité d'isoler l'agent 

pathogène des leucocytes sanguins et des macrophages de différents 

organes, suffisent à l e  démontrer, Mais de nombreuses inconnues 

persistent, à peine abordées au cours de ces dernières années : l e s  

conséquences sur l e  comportement leucocytaire de la présence intra- 

cytoplasmique des virus,  l e  rôle respectif des polynucléaires, das 

lymphocytes et des monocytes dans le  transport des particules infec- 

tieuses et  dans la défense de l'organisme , l'intervention du système 



réticule-endothe'lial dans la  S C  n3ibilité ou l a  résis tance de l'organis - 
m e  aux virus demeurent mal  5;ücidés. 

Nace  ne prétendont. pas, dans ce travail ,  apporter  une 

solution B ces diff4rente.j qucs ,ions f andamentales, Notre but, plus 

modeste,  es t  double : 

- dans l a  prerniEre par t ie  de notre Thèse, nous nous 

proposersns de r a s semble r  les  documents actuellement publiés s u r  

l e s  intéractio 1s virus-leucocytes e t  de CSgager l e s  grandes orienta- 

tions des travaux actuels.  

- dans 1s- seconde. par t ie ,  nous rapporterons l e s  résul ta ts  

de recherches personnelles : certaines  constatations nous ont incité 

à étudier l 'action cytotoxique cies particules virales  B 1 1  exclusion 

de l eu r  action infectieuse, Pour  cela : 

dans un p remie r  temps, nous avons appliqué surtout  la  

m i c r ~ c i n é m s t o ~ r a p h i e  en ccntruste de phase,  à l 'observation des  con- 

séquences de l a  p h a j o c y t ~ s e  de virus  d 'espèces différentes chez l e  

cobaye en étudiant l 'exsudat p6ritonéal de ce t  animal apr&s 2 h a ~ o -  

cytose in  vivo des difféicnts visus.  

P u i s ,  nous avons approfondi l a  question en étudiant , i n  

vitro,  l e s  intéractions m y x o v i r u ~ n f l u e n z a ~  - macropha5es alvéolaires  

de cobaye en  microcinématographie, en microscopie électronique, et  

en apparei l  de W a r b u r ~ .  



E R E M I E R E  P A R T I E  
- 

E X P O S E  DZS CCNNAISSANCES A C T U E L L E S  SUR L E S  

Il\TTX:-:ACTICNS VIRUS-LXUCC GY TES 

Pour 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 interat tions virus- 

leucocytes. 

1 - ARGUl,iENTS TEMGIGNANT D'INTERACTIONS 

VIRUS-LEUCGCY TES.  

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. 

A u cours de nombreuses infections virales humaines, on 

observe des modifications du nombre de leucocytes et de la  formule 

leucocytaire accompagnées de modifications cytologiques : éléments 

cellulaire ç anormaux, pré sence d'inclusions. 

-  modifications du nombre des leucocytes. Le chiffre moyen 

normal des globules blancs dans l e  sang périphérique est  d'environ 

3 8.000 -.. par mm , 



Les formules leucocytaires ont été étudikes au cour6 des 

infections virales par de nombreux hématologues dont nous ne pauvons 

citer ic i  tous les noms. Ils sont loin dle"tre d'accord sur  les  réoultats. 

Nous passerons en revue les maladies virales les plus courantes. 

~a question de l'augmentation ou de la diminution des 

globules blancs chez les  rougeoleux a &té l'objet de contradictions 

assez grandes, Four les  uns, il y a leucocytose marquée CU lég'ere, 

pour les  autres cette hyperleucocytose n'existe que pendant l a  p6riode 

d'incubation, elle es t  suivie d 'me leucopénie en période d'état, 

J*RIEUX dans sont trai té d'hématologie (3) panse, que s i  lthyperleuco- 

cytose s'observe en période d'état ou de desquamation, c'est, selon 

toute vraisemblance, à cause de la concomitance d'infections secon- 

daires qui se  rencontrent d'une façon coutumière dans cette maladie, 

Chez ?es sujets atteints de iiubéole, au lendemain de la  

gén6ralisation de l'éruption rubéolique, les hématologistes relèvent 

un chiffre leucocytaire variant entre 2,000 et 4.000 leucocytes 

par mm3. Aux envirens du 8ème jour, le  nombre des leucocytes es t  

à peu prbs redevenu normal, 

Chez les  varioleux, on note une hyperleucocytose avec 

6lévation du nombre des mononucléaires et des éosinophiles ainsi que 

la présence de myélocytes et de globules rouges nuclc'és. Cette 

formule est  caractéristique de la variole mais peut se  rencontrer , 

à un degré moindre, dans la varicelle et la  vaccine. 



Chez l e s  malades atteints de grippe, en  période d'épiddmie, 

on observe au début de la maladie  une leucocytose polynuclbaire avec 

lymphopbnie. (FZZNTZEL-BEYME A.(4), CUKLETTG K.et ,- L ~ C J  3 p  colla- 

bora teurs  (5), JYZANNEXIET C .  et 2'Ao3,AIi~,-ANG F, ( 6 ) )  . 
Une iymshocytose s 'observe au cours des  oreillon.;. 

Au cours  de la  pneumonie à virus  chez l'enfant, 

JAKOVLSL'V T..; i. (7) constate une hy?erleucocytose initiale modér je .  

3GGDANCT;g 1. L,. , AiXi13EEVA N. V. (8) étudient la 

formule leucocytaire de 404 malades atteints de poliomyélite. I ls  

trouvent une leucopénie rnodiroe ou une monocytose ; mais ,  dans l e  

cas  de complications bactériennes,  i l s  observent une leucocytose mo- 

dé rée  i p a r  contre s i  l e  sujet atteint de poliomyelite a subi préalable- 

ment  une au t re  infection virale ,  la 1eucopQnie e s t  accentuée. 

- Eléments  cel lulaires  anormaux. i l e s  hématologistes observent --- 

dans le  sang pt'riplle'rique de malades atteints de d iverses  infections 

v i ra les  d e s  leucocytes anormaux, Ils en  font la  description générale 

suivante : cellules de grande ta i i le ,  à noyau excentrique avec une 

s t ruc ture  chrornatinienne part icul ière  ; la chromatine étant cn r6seau 

i r régul ie r  ou e n  mottes  position excentrique. Leur  protr$asme es t  

hyperbaso:,hile avec une zone pâle j ~ ~ t a n u c l b a i r e .  Ce type cellulaire 

correspondrai t  à des Eldments jeunes de transit ion de la lignge 

plasmocytaiïe.  



C e o cellules ont reçu diverses appellations : SCHIE3 R.(9) 

les  nomme l'cellules mononucléées atypiques hyperbasophiles", 

LITWINS J. e t  LEIBOWITZ S. ( l a )  l e s  désignent sous le  nom de 

J1virocytes". Ce dernier terme a B t C  vivement critiqué entre autre par  

J. BERNAXE (11). En effet pour donner le nom de virocytes à ces  

cellules, il faudrait l e s  rencontrer dans toutes les  infections virales et 

uniquement au  cours de ces  infections. 

:,es formes anormales se  rencontrent-elles dans toutes l es  

maladies virales ? D'après BENALET F., SCHIER R . ,  FEL& 1.I. (12)  

(1956) s i  les  virocytes n'ont pas ét6 observés dans toutes les  infections 

virales, i l s  sont t r è s  frequents au cours des viroses s'accompagnant 

d'une atteinte réticule-endotheliale ou lyrnphoî'de : rube'ole, rougeole, 

hÊpatite à virus. Ln les  rencontre plus rarement au cours de la 

varicelle, du zona, de l'herpks, des pneumopathies virales. En 1932, 

BENJAMIN B. e t  'NARD S . M .  (13) signalaient dans la rougeole des 

formes anormales de lymphocytes ressemblant à celles décrites par 

DOWNEY H. (14) dans la mononuclc'ose infectieuse. Toutefois 

JOKOVLSEV D. ;Si. (15) constate la prCsence de lymphocytes et  mono- 

cytes atypiques dès l e  début de la  pneumonie Cr virus chez l'enfant. I ls  

disparaissent après  la  guérison. 

CURLETTO R. et ses  collaborateurs (16) ont étudié la 

formule leucocytaire de 30 patients atteints de grippe pendant l'épidémie 

de 1957, Ils constatent un polymorphisme lyrnphocytaire allant jusqutà 



6 c l a s ses  de lymphocytes. C 'es t  l a  2réquence de ces f o r m e s  anormales  

rencontrées  au  cours des maladies v i ra les ,  qui a déterminé LITWINS J. 

e t  LEIBOWITZ S.  (17) 'n l e s  appeler "virocytes" bien que leur  proportion 

pa r  rapport  au;; au t res  leucocytes soi t  peu élevée, infér ieure à 10%. 

Mais des cellules étrangement semblables s e  rencontrent 

en dehors des infections virales ,  Des 1907, T U R C K W ,  (18) avait décrit  

de telles cellules chez un malade atteint d'angine associée à des symp- 

t8mes septicémiques,  

DOWNEY H. e t  s e s  collaborateurs (19) désignent sous l e  

nom de leucocytoïdes des cellules semblables qui apparaissent  dans l e  

sang et  que dJaut res  on: trouvées au cours  d'infections e t  de parasi toses  

t r è s  diverses  : rickettsiose,  f ibvre de   mal te, toxoplasmose acquise, et 

surtout a u  cours  de divers ci'tats allergiques.  BENAZET F. (20) s u r  

8769 examens de sang 2 retrouvé 121 fois ces  cellules. 

112 fois dans les  affections v i ra les ,  
5 fois dans les  mûladies bactériennes,  
4 fois a u  cours du paludisme, 

Enfiil, el les existent à l ' é ta t  normal ,  dans l e s  t issus 

lymphoïdes, au  taux de 1 à 2 pour 1000 cellules,  J. BERNARD (21) 

s e  basant s u r  l e  fait  que ces  celluies sont inconstantes a u  cours  des  

viroses  e t  présentes  au  cours  de maladies incontestablement non 
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virales,  appelle ces  "virocytes" des " u s u r p a t e u r s l ~ t  leur prbfère l e  

nom d1 "iminunocyte sl'. 

i-,cu variations de la formule leucocytaire et l 'apparition de 

formes anormales dans l e  sang, semblent à eux seuls des facteurs 

t rop  inconstants ct t r op  géngraux pour permettre  de diagnostiquer une 

infection virale. 

- Prdsence dlinclusions . Certains chercheurs ,  gr$ce au perfec- -- - 

tionnement des techniques décrivent des inclusions intraleucocytaires 

au cours de quelques infections virales.  

Ce simples colorations histologiques montrent des 

inclusions dans les  leucocytes pr6sents dans l'oeil de lapin infect6 par  

scarification avec l e  virus vaccina1 (;\ :Z..<LING, K 39-45 . (22)) .  

3,a ccioration de YJright rnet cn ividence au cours de 

certaines maladies v i ra les  : mononucldose infectieuse, l~e rpès ,  

poliomyélite et ;LU cours  de malacEes dont l e s  symptômes ne pcr - 

mettent s a s  un diagnostic absolil der  granulations dans les  lympho- 

cytes. Ces granulations sont de teinte bleue durant la  phaûc aigüe de 

l a  maladie, elles deviennent rouge au cours de la  convalescence. 

Elles  ne sont pas m i se s  cn évidence dans dlautres maladies. Ce qui 

es t  en faveur dc leur  association avec une condition sp6cifique 

(ISAAC J. A,, 1 9 5 3  ( 2 3 ) ) .  

Des inclusions fluoresccntcs sent observe'es dan:: les  

polynucléaires neutrophiles du sang circulant de chiens atteints de la 
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m W J e  de C a r r é  . Elles  sont analogues aux inclusions obtenues p a r  l a  

coloration de  schorr  dans l e s  neiltrophiles. du sang de chiens atteints de 

cette maladie  (CELLC ;<. , i.;OULTCI? J., hiac FARLAND S., 1952 (24)). 

L a  coloration fluorescente à lJacridine-orange révèle  

dans llépithkliurn t rachéal  e t  bronchique, dans l e s  cellules alvéo- 

l a i r e s  du poumon, dans l e s  leucocytes au  cours d'infections grippales 

provoquées expérimentalement d e s  inclusions de la couleur carac té-  

rist ique d e  11A3N. Par contre un t rai tement  préalable avec l a  

ribonucléose montre  l a  disparit ion sraduel le  des  inclusions. 211es 

seraient  donc d'origine grippale (virus  à A ~ N )  (:IAxI~ ;CUICH N . A . ,  

]F'ETROVS~<JL "I . G. , 1962' (25)). 

Le  ..Iicroscope Electronique =et en évidence des  

inclusions clans l e s  leucocytes de malades atteints de monoqLcléose 

infectieuse. Ces inclusions ne sont pas décelées dans l e s  leucocytes 

de sujets sa ins  (PAEGLE K . ,  1961 (26) ) .  

Si l 'origine des inclusions e s t  reconnue virale ,  et, en c e  

sens e s t  une preuve inilirecte d'une interaction virus-leucocytes, 

l'identification de c e s  particules avec l e  v i r u s  r e s t e  discutable. 

b) t e s  arguments  d i rec ts  dkrnontrant Ilexistence d'inte'ractions - 
leucocytes-virus : m i s e  en évidence du v i rus  dans l e s  leucocytes. 

Cepuis plusieurs anndes des moyens cl t~bservat ion d i rec te  

te ls  que llimrnunofluorescence et  la ; ;icroscopie Electronique per -  

mettent de m e t t r e  en évidence la >résence du virus dans l e s  ieucocyteç 
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e t  complètent l es  techniques plus courantes d'isolement du virus à 

partir de cca cellules sur  animaux, sur oeufs ou en culture de t issus.  

- Observations en Ii,/i2fUNOFiIULKL3CENCE. - 

La technique dlimmunofluore scence a Qté décrite par 

COONS A. H, et ICAFLAN M. H. en 1950 (27). Elle permet par colo- 

ration des anticorps avec une substance fluorescente de détecter l es  

complexes anticorps-virus dans les  frottis e t  les tissus. C'est par 

cette technique quelquefois modifiée que l'on a pu mettre en dvidence 

la présence du virus dans les leucocytes d'animaux infectds. Le virus 

grippal A, souche FR a été décelé dans les  cellules mononucléées 
8 

présentes dans les  déjections nasales du furet infecté par ce virus. 

Ces macrophages montrent à l'intérieur une fluorescence jaune-verte 

à la  fois dans le  cytoplasme et le  noyau a lors  qu'aucune fluorescence 

n'est obscrvée dans les  tissus non infectéaitraités de la meme ma- 

nière, ni dans les t issus infectés, t rai tés avec un sérum homologue 

non marqué (LIU G. 1957 (28)). 

E e  même HERS J. F. Ph. en 1963 (29) a étudié en immuno- 

fluorescence , en vue d r ~ e  méthode de diagnostic rapide,les dé- 

jections du tractus respiratoire des malades atteints de grippe, de 

pneumonie primaire atypique et d'ornithose : il trouve une fluores- 

cence dans les  cellules 6pithéliales du tractus respiratoire et égale- 

ment dans des cellules rondes indifférenciées probablement, dit-il, 

des macrophages alvéolaires. 



Ces expkriences sont recoupées avec d'autres tes ts  : 

isolement du virus, tests  sérologiques, L e s  résultats obtenus montrent 

la  valeur de cette méthode. 

Le virus grippal A, PR a été révélé su r  les  leucocytes 
8 

de l 'exsudat péritonéal de souris  normales et immunisées, provoqué par 

ce virus purifié. Les  auteurs observent su r  les leucocytes, normalement 

présents dans la cavité péritonéale de l a  souris,  un halo de fluorescence 

qui es t  interprbté 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 l ibre es t  adsorbé su r  ces cellules et 

les  agglutine. La phagocytose apparai2 au  bout de 16 heures mais  le  virus 

es t  présent  dans la  cavité péritonéale pendant 28 heures. Chez la  souris 

immunisée, la  phagocytose du virus apparai2 8 heures aprbs lJinjection 

de ce virus.  Celui-ci est  pyésent dans la  cavité péritonéale pendant 12 

heures (HANSON R. J, , KEMPF J.E. et BOAND A. V ,  , 1957 (30) ). 

Le vi rus  de la maladie de Carré se  rencontre dans les  

monocytes du sang périphbrique de la souris  inoculée pa r  voie nasale, 

l e  3ème et l e  4'eme jour de l a  maladie. Ce stade virémique précède de 

peu la mort  de l 'animal (LIU C. e t  COFFIN D, L., 1957, (3 1) ). 

De même,  l e  visus poliomyélitique type III es t  décele' par 

cette technique dans l e s  leucocytes du sang périphérique de singes à qui 

on a inoculé l e  virus par  voie intracérébrale . Le sang est 
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recuei l l i  de 5 S. 20 jours ap rès  l e  début de la  paralysie.  La f luores-  

cence n'existe qu'en utilisant l 'ant isérum homologue. L e s  préparations 

témoins fai tes  avec des l e u c o c ~  t e s  de singes normaux ou de singes 

infectés m i s  en présence de lTant i sérum poliornyLlitique type 1 et 

type II ne montrent aucune fluorescence ; 2reuve  de plus à l'appui : l e  

v i rus  es t  isolé de ce m ê m e  lot de leucocytes s u r  culture de  rein de 

singe (KoVACS E., BARATAJYIDJAJA 2. I.,. , YiALluiSLEY -NZ\i<L;GN A. 

e t  LABZOFFÇKY N.A., 1963 (32)) .  

2,4INS C. A. (33), dans un récent  a r t ic le  (iviars 1964) 

faisant suite à des travaux antér ieurs  ( 1959 -1960 ) ,  souligne l ' impor-  

tance des macrophages dans les  infections v i r a l e s ,  Ceux-ci s e  trouvent 

disséminés un peu partout dans l 'organisme. I ls  bordent l e  foie, la 

ra te ,  l e s  sinus, l e s  capi l la i res ,  l e s  cavités pleurales e t  péritonéales, 

l e  t r ac tus  resp i ra to i re ,  L e s  particule s virales tendent à ê t r e  cap t j e s  

pa r  l e s  macrophages comme le  sont l e s  autres  particules étrangères .  

Du résul tat  de cette rencontre,  dit-il,  dépend la course à Ilinfection. 

En employant l a  technique des anticorps f luorescents ,  il montre  en 

part icul ier ,  que l e  virus inoculé pa r  voie intraveineuse e s t  retirÉ d e  l a  

circulation sanguine par  l e s  macrophages du système réticule-endothé - 
lia1 en particulier ceux du foie 

BKUNNEX K .  T. 3t  son Qquipe (34)  ont montré  en 1960 

que l e  v i rus  de la stomatite vésiculaire et l e  Yirus Newcastle marqués  

avec P 3 2  et  purifies,  inoculés par voie intraveineuse à des  souris sont 
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e nlevgç de l a  circulation sanguine par l e s  cellules réticulo -endoth6- 

l ia les  du foie. 

- - Lbservations -- en ivlicroscopie Elcctronique. -- 

Il ne semble pas qu'il y ai t  jusqu'à présent  beaucoup d'obser- 

vations rapportSes en  microscopie Clectronique de v i rus  à l f int6r ieur  de 

leucocyte ç, rS sultant d'une phagocyto se in-vivo. 

Zn  1963 et 1964 NELSCN E . ,  HAGER H, , kiOVACS E. (35) 

observent d e s  particules v i ra les  dans l e  cytoplasme d e s  polynuclaires de 

sour is  encgphalitiques inocule'es avec l e  v i rus  poliomyClitique souche 

Columbia SI<. L i e s  particules v i r a l e s  sont associ6es aux granulations 

O smiophiles, e l les  sont bien c i rconscr i tes  et  quelquefois entour Ces dlune 

membrane,  Beaucoup de ces  leucocytes montrent des  altdrations ultra- 

s t ructurale  s telle s que formation de pseudopodes, de vacuolc c, in t ra -  

cytoplasmiques, accumulations lipidiques, ; e s  leucocytes dSgEnCr<s ou 

prcnotiques montrent une perte  des membranes  nucléaires  avec soit une 

concentration centrale soit une diminution g6nérale des  granulations 

caractér is t iques.  

Le virus  de l a  rnosarque du tabac radioactif injectS pa r  voie 

intraveineuse à la souris  se  retrouve dans l e s  cellules de  Kupffer 

(cellules r6ticulo-endoth6liales de  foie). Ceci a Lit6 confirm6 pa r  l a  

hieicroscopie Electronique ( E R I C K S ~ C J . Q . ,  HENSLEY T. J ,  , FIELDS 14, 

et LIBRY LX. LI. 1957 (36)).  



- Pouvoir infectieux des leucocytes. 

F Z N N E R  F, en 1948 (37) d'après l e s  r6sultats dlune vaste 

expérience chez la souris infectée avec le virus ectromélia montre l e  

rôle des macrophages et en particulier de ceux du foie e t  de la rate 

dans le de'roulernent de l'infection. Sa mCthode consiste ?L t i t rer  des 

suspensions d'organes et de tissus à diffdrents temps après  l'infection. 

- - Isolement sur  animaux. 

U n  certain nombre d'isolements de virus ont QtS faits à 

partir de sang total, décelant ainsi la  p6riode virémique de la maladie. 

Les  auteurs constatent peu à peu que seuls,dans l e  sang l e s  leucocytes 

sont virulents, En 1902 NICGLLE F. et AIJIL-BEY (38) avaient de'jà 

émis l'hypothèse du sibge intraleucocytaire du virus de la peste bovine. 

Cette hypot'nèse s'appuyait d'une part, sur llexpe'rience de KDLLE W. 

qui, en 1899, centrifugeant du sang de'fibriné d'un animal atteint de . 

peste bovine avait constaté que le sCrurn demeurait inoffensif tandis que 
, . 

le  culot tuait les animaux, d'autre part, sur la constatation du fait 

qu'il n'y a jamais de lQsions au point d'inoculation, et que les humeurs 

pauvres en e'lc'ment s figurés (comme le  liquide céphalo-rachidien ou la 

sérosité oculaire) se montrent moins riches en virus que l e s  humeurs 

oh abondent les  cellules du sang. 

Le virus .' ,+liomyélitique a 6té isolé, dBs 19k0, du sang 

de singes infectds expérimentalement (FLEXNEK S ,  et LZVI5 F'. A. (39)), 

et en 1947, du sang total humain par inoculation à l a  souris 

(KGPRCJV~KI .H. et son Êquipe (40)). 
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Si 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 l e s  

globules rouges lavÉs (TcDD C.,  197.8 (41)). 

Lie mgme le pouvoir infectieux de leucocytes d'animaux 

infectCs avec le virus vaccina1 a souvent été démontré (SMITH, W. ,  

1929 (~Z)),(DCUGLAS S . R .  et SI./IITH W . ,  1930 (43)) (LONG 1l.H. et 

OLITSKY F.K., 1930 (44)), (SABIN A.B., 1935 (45)). 

Le comportement du virus vaccina1 a été étudié chez le  . 
primo-vaccine' ( G I L D E ~ ~ ~ E I S T E ~ ~  E. et HILGERS P. , 1930 (46)). Il e s t  

déce16 6 foin sur 15 dans l e  sang entre l e  3ème et le  9ème jour, par 

inoculation intratesticulaire. Des recherches plus approfondies ont 

montré que le  virus vaccina1 se fixe surtout sur l es  leucocytes, 

La faible quantité trouvde dans l e  plasma correspondrait 

aux virus 2chappCs aux phagocytes (GILD~I,~;EISTEK E. et HILGEZS P, 

1930 (47)). 

Z e  même le virus rnyxomateux est isolé de la couenne 

leucocytaire du sang de lapin inoculc' 5 jours plus tat avec ce virus. 

- Isolement sur oeuf, 

Les essais  d'isolements du virus grippal dans l e  sang soit 

des animaux infectés expérimentalement, soit au cours de différentes 

épidémies n'ont pas toujours donné des r6  sultat s concluant s . 
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Cans l'cxpbrience de HEiIZDELIG K. et s e s  collabcrateur s 

en 1960 (-cg),  l e  virus grippal es t  isol; dans 17 % des ca s  du sang de 

souris  24 heures à 95 heures après  inoculation par voie nasale des  

souches  nian nia an ou A/FR 
8' 

Ces  ine^mes auteurs n'ont pas rGussi, au cours  de llc'pid@mie 

de grippe k 2 en 1960, à mettre en Cvidence l e  virus dans le  sang prÉ- 

leve' 24 heures ap r è s  le  début de la fièvre a l ~ r s  que ce  v i rus  &ait d4- 

celé dans le liquidc de lavage de gorge. Les  tentatives d'isolement de 

ce v i rus ,  à part ir  du sang, fai tes  par  iINUSE E. (50) au  cours dt6pi- 

de'mies en 1960,  n'ont 6galement donnE aucun résultat. Ceci est en 

faveur de la conception suivante : Lans l e s  grippes sans complications, 

l'infection grippzle se propage dans l16pith6liurn des voies respiratoires  

et non par voie sanguine. 

C'après LIPPZLT H. et 1.IULLEIl. F. (5'1) e n  1954 l'dchec 

de l'isolement du virus dans le  sang circulant au cours de certaines 

maladies virales,  entre autres l e s  oreillons, est  dQ 3 une insuffisance 

technique. Ils soulignent l'importance d'un d6tail confirm6e par 11 isole- 

ment du virus grippal sur  oeuf : il es t  nécessaire de réfr igdrer  lc  sang 

à - 70°, immédiatement après  le prc'lèvement, 

- Isolement su r  culture de t issus.  

 isolement sur  culture de t issus a d'abord 4tE tent5 à 

part ir  du srrng total : quelques virus isolés. du sang humain : le  v i rus  
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de  la rougeole ( ~ N T ' E R S  J.F. et 13@EBLES T. C, i . i 9  $4, (5211, le  virus 

ECHG 9 (Y OSHICIZA 1. W, HCRSTI..:ANE\I D. M., 1966, (53)) le virus 

poliomyélitique (pour la première fois en 1946 chez une fillette de 9 ans 

au  début de l a  maladie l o r s  de la  rhino-pharyngite (WARD X., 

HCRSTLVIAI~N DI~~2/.LELNICK J ,  L. , 1946 (54)). 

Une vaste expérimentation est entreprise en 1954 par 

HORST;,,IANN E, i:i. (55) à partir de o prélèvements rectaux, pharyngé s 

e t  sanguins de personnes en contact avec des cas  graves de poliomyélite. 

Le type poliomyélitique 1 est  isolé du sang de 6 individus sur 33 dont les  

prélsvements pharyngés e t  rectaux sont positifs, Dans les  échantillons 

de sang, le  virus est présent à la fois et au mgme t i t re  dans le plasma 

e t  dans le  mglange leucocytes -hématies partiellement hémolys6es conte - 
nant un peu de plasma tandis qu'aucun virus n'est associé aux hématies 

lavées, L'expbrience n'a pas été tentée avec les  leucocytes lavés, Les 

auteurs attribuent la difficulté d'isolement du virus au fait que la virémie 

chez les  humains est suivie d'une réponse prompte d'anticorps. 

- l'isolement des vi rus  es t  effectué maintenant à part ir  des 

leucocytes seuls lavés, 

Le virus poliomyélitique est  isolé des leucocytes sanguins 

6 fois / 6 chez des sujets atteints de paralysie infantile entre le  5ème et  

l e  20ème jour après le  début de la paralysie, sur  culture de rein de 

singe de 5 jours (ICÇEHLER H, , 1960 (56)). 
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F arallèlement aux expériences dlimmunofluore scence ci- 

tées  plus haut KLVACS E, (57) et son équipe ont isolé le  virus polio- 

myélitique type III sur  rein de singe à part ir  des leucocytes du sang 

périph8rique 5 à 20 jours après l e  début de la  paralysie chez des 

singes inocul6s par voie intracérébrale (1963). ixtiais ICCiEI-I::,XR E-3. et 

S P R I N G S 3  P. en 1962 (58) signalent plus particulièrement llisolement 

du virus poliomyélitique à partir des lymphocytes du sang p6riphé- 

rique de singes infectés. Ils isolent en même temps le virus Simien 

L'isolement du virus de la rouseole des leucocytes de 

malades n'est possible que si l e  prClèvexnent de sang est  fait au plus 

tard  2 jours après  l'éruption. ( G ~ ~ E S S E R  1, et CHANY C., 1963 (59)). 

- Isolement sur l%omme. 

En 1937, P A P P  K, ( 6 û )  transmettait la  rougeole à t ro is  

humains volontaires en inoculant des leucocytes obtenus dana l a  

période d'incubation de cette maladie. 

B - Expérimentation in v i e .  

a) Arguments indirects en faveur de la  p6ngtration du 

virus dans les  leucocytes. 

- Difficult; dtélution du virus grippal adsorbé sur les leucocytes. 

Certains virus, comme le viEus grippal, poss&dent la pro- 

priété d'agglutiner l e s  hématies et les  leucocytes de certaines espèces 

animales ; on les  appelle pour cette raison : virus hémagglutinants. 
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Tandis que l e s  erythrocytes placés dans certaines conditions de tempé- 

ra ture  37' éluent spontanément et presque complètement le  virus grippal 

adsorbé, l e s  leucocytes éluent peu ou pas d~ tout ce virus. Il s'agirait 

donc d'un lien plus intime qu'une siz-nple adsorption. (GINSBSXG E. S. 

et BLACLCILICI'J J..<. , 1956 (61)) (LA PLACA A<. , 1958 (62 ) ) ,  II4GLC.T D.A.  

et  D A V E N P C 3 T  F. Ir:, , 1962 ( 6 3 ) ) .  

- - Inclusiol~s intraleucocytaire s, ---- - 

Des inclusions spécifiques du virus vaccina1 (corps de 

guarnieri)ont été dkcrites dans l es  leucocytes d'exsudat péritonéal du 

lapin mis en pr6oence in vitro avec le virus, L,lais rien ne permet 

d'affirmer encore l'identification inclusions, virus. (BA XSLI G. , 

ivIESSCbE G., FZPINE 1'. , 1955 (64)). 

b) Arguments directs de la  phagocytose in vitro clü .--- - 
virus par l e s  leucocytes, 

- Irnmuno-fluorescence. 

BLANC A .  V., XE; IPT J. E. et HANSON K. J., 1957 (55) 

ont égalemcnt étudid in vitro l'action du :<yxovirus influenzae A PJ 
3 

sur les  leucocytes du sang cirnulant de lapin. Ils observent: le complexe 

vi rus  globuline fluorescente en taches de tailles variables, disséminées 

irrégulièrement à l 'intérieur des leucocytes. Lorsque l a  pliagocytose 

es t  inhibée p,ar l'alcool, l e  virus apparafi seulement à la périphérie, il 

n'y en a aucune trace à l 'intérieur de la cellule. En fractionnant l es  

leucocytes contenant le  v i rus  par broyage et centrifugation diff&rentielle, 
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i 1 s isolent différents composants qu'ils identifient ensuite par colo- 

rations spQciales. Ils montrent ainsi que l e  virus est  associé aux gra-  

nulations cytoplasmique s. 

Cette m6thode d'immune-fluorescence, montre les  diffé- 

rences  qui existent entre l a  phagocytose in vitro du i',lyxovirus 

influenzae A PR8 par l e s  leucocytes et celle des cellules de cultures de 

t i ssus  (Hela, reins de poulet) (INGLLT C, A. et DAVENFORT F. L ;. , 
19b2 (66)). 

Avec les leucocytes, on peut distinguer les  complexes présents à l a  

surface de l a  cellule, et  l e s  complexes localisés à Ifintérieur de la  

cellule, l a  majorité d'entre eux se-mblent ê t re  intra-cellulaires,  indiffé- 

remment distribugs mais  uniquement dans l e  cytoplasme 2. l'exclusion du 

noyau, F a r  contre, les  cellules de c-clture de t issus ont une couche 

complète de fluorescence su r  leur  surfacc ; ce  qui rend impossible 

l'identification dlunitSs infectantes à l ' intbrieur de la  cellule. 

?,LINS C. en 1961  (67) suit en i7licroscopie A.. fluor-eS_c:ence 

des polynucléaires obtenus à part ir  de la cavitd péritonéale de la  souris  

par inoculation de bouillon stgrile ct mis  en prgsence du virus 

ectromélia. 

Après deux heures de contact cellules-virus l a  phagocytose 

est  intense chez certains polynucléaires tandis qu'elle n'est pas déce- 

lable dans d'autres, Il nry a aucune réduction signifioztive dans l a  fluo- 

rescence entre 4 et 8 heures. A 18 heures l a  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 j pense- 

t-il, à l'action du virus ca r  les polynucléaires sont difficilement gardés 

en survie in vitro. 

- Observations - en Microscopie Elec-nique. 

Eeu d'observaticns ont Bté faites jusquth présent au Micros- 

copie 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 premières heures aucun changement dans la 

structure cellulaire nJ est constaté, mais une heure après l'addition du 

virus, l e s  vacuoles contiennent un matériel  analogue au virus te l  qu'il 

appara-tt en coupe de liquide allantoikpe concentré. 5 heures après 

l'inoculation, l 'aspect des macrophages change ; la  structure finement 

détaillée du cytoplasme disparaft, de grandes inclusions amorphes et 

rondes apparais sent. A l 'intérieur de ces  inclusions, on retrouve des 

particules rcs~ernblant  au virus, 

Les auteurs de cette expérience font de ces inclusions des 

mitochondries detruites (HCTL: Cr. et BANG F.B.,  1957 (68)). 

D e s  particules ressemblant au virus Coxsaclcie type h 4, 

sont observées en coupes ultra-fines de leucocytes de cobaye, incubés 

in-vitro avec ce vi rus  (KANTCICH - ,A. ,  Y A P F  K. , 1959 (69)). 
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Ces particule s 

1) s e  différencient des aut res  éléments structuraux de l a  

cellule par leur  forme globulaire . 
2 )  ressemblent a u  éléments vus dans une goutte de sus- 

pension de virus coxsackie seul. 

3) ne sont pas vus dans l es  coupes de leucocytes normaux 

en absence de virus. 

Ces auteurs en déduisent que ces éléments sont des parti-  

cule s virale s. 

Des leucocytes humains ont &galement été m i s  en présence 

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

JERUSHALilII 2. , KGHN A. et D E  VXIES , 1961 (70)) 

2311 195 7 JEf%USIiALj\/lY et  ses  collaborateurs (7  1) mont raient 

que les  hématies humaines traitees au périodate et sur lesquelZe5 IL 

Myxovirus influeneae est  adsorbÊ en présence du sérum humain débarras-  

s e r  des agglutinines par le périodatc sont phagocytées par l e s  leucocytes. 

Far  contre les  h4maties su r  lesquelles l e  virus es t  adsorbé sans trai te-  

ment préalable au périodate ne sont pas phagocytées par ces  mêmes 

leucocytes. Ces auteurs postulaient que les  leucocytes phagocytent le  

virus absorbé sur  l a  surface des erythrocytes ; mais  lorsque ces der-  

niers  sont t r a i t j s  au périodate, le virus es t  fortement attaché B 

llhématie, les  leucocytes ne pouvant détacher le  virus de Phématie, pha- 

gocytent l e  tout. 
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UANCN Li. e t  s e s  collaborateurs (72) vont donner lkxpl i -  - 

cation de  ce  ?hSnornène gr$ce aux observations combinées du Micros- 

cope Electronique e t  de la microcinématographie. 

1'5 a p r è s  l'incubation leucocytes, erytl-irocytes-virus en présence de 

sérum, If observation en microcinGinatographie montre  l e s  leucocytes 

englobant l e s  erytl-irocytes, Ceux-ci reatent à l ' intérieur des  leucocytes 

quelques instailt.; e t  sont ensuite rejetGs : quelquefois l 'érythrocyte r e s t e  

simplement en contact pendant un temps  t r è s  court  et  s e  détache. Ljob- 

servation au ;Licroscope Electronique quelques minutes plus tzrd, 

10' CL 3 0 f ,  ne montre  aucune phagocytose df6rythrocytes,  Cn obscrve d e s  

particules virales  adsorbées  su r  l e s  erythrocytes,  d 'autres  à l a  surface 

des  leucocytes, d 'autres  dans l e s  vacuoles des  leucocytes. Les  par t i -  

cules v i r a l e s  en suspension dans l e  milieu sont r a r e s .  L e s  auteurs 

concluent que lco particules v i ra les  sont phagocytées par  l e s  leucocytes 

à par t i r  de  l a  surface des érythrocytes.  

L e  : licrosmape Electronique a pe rmis  d'identifier des par t i -  

cules v i r a l e s  dans l e  pus de d iverses  formes  d'acné hormonal, maladie 

due à un v i rus  de grande ta i l le  appartcnant à l a  famil le  de  la psit tacose 

(MELCZEP. N., ELA,,iAR i v i . ,  KI3V S., RGKA E., 1962 (73)).  

- Pouvoir in.£ ectieux des  leucocytes. 

Une expérience faite en  1955 par  GARABEDJAN G.A.  e t  

SYVERTCN J. T .  (74) montre  que l e s  macrophages e t  l e s  microphages 

péritonéaux de lapins,  m i s  en évidence i n  vitro avec l e  v i rus  herp&tique, 



restent infectieux pour la souris après 10 lavages successifs, alors que 

l'inoculation du dernier liquide de lavage n'amène aucune mortalitc'. L4e 

virus est donc soit adsorbé, sait ~hagocyté par les leucocytes. 

II  - DEVENI-Z DES VIRUS FFIAGCCYTES -- P A R  LES LEUCOCYTES. 

:lue deviennent les virus shagocyté s par les  leucocytes ? 

Des expkriences, in vivo et in vitro, montrent que le comportement du 

virus dans les leucocytes varie avec l'esp'ece animale et le  virus btudié. 

Certains animaux sont sensibles à te l  virus et r4fractaires B tel autre,  

A - Expériencesin vivo. 

- Diversité des résultats : 

Les cellules de lrexsudat piritonéal de la souris permettent 

la  multiplication du ~~~fyxov i rus  influenzae A (AGKEWVIIANN i3. 'C!. et  

ICURTZ N, , 1952 (75)) ainsi que celle du virus de la vaccine (ALTZNBERG 

Dans ces deux expgriences les auteurs notent que la multi- 

plication virale aboutit à l a  mort  cellulaire, 

BORDET P. et QUXRSIN-THIRY L. , en 195 1 - 1953 (77) étudient l'action du 

virus grippal sur le cobaye, en inoculant ce virus par voie intra-pdritonéale ; 

ils constatent Ilapparition d'un exoxdat abondant avec des lzsions leucocy- 

ta i res  (images de pycnose dans les polynucléaires) mais ne mettent pas 

en Cvidence de multiplication virale dans ces leucocytes. 

Les expe'riences de HANSCN R. J. ,KEiaPF J. E. et BCAND A, V. 

(78) citées à propos de llimmuno-fluore scence démontrent la  phago- 



cytose in  vivo du v i rus  gri;3;-al par  l e s  leucocytes p6riton6a1.1~ de sour is  

normales et  immunisées,  mais  ces  au teurs  ne ccnstatent aucune multi- 

plication v i r a l e  dans c e s  leucocytes. 

1,cs ~ x ~ é r i e n c e ç  de GII'\TSSZ XG 'i;. S .  et T~LRCI~I,,LT\T J. 2. (79)  

concernant l1ad3ûr?tion du virus  grippal A 3;.. sur  les  leucocytes dc 
C 

cobaye montrent  que t r è s  peu de v i rus  s161ue s;>ontan6rnent des  leuco- 

cytes. ,cioins dc 1 Gjo du virus qui-, n'a ?as  Gtr; '  élu6 peut ê t r e  dGtect6 l a r  

t i trage dJinfcctivit5 ou dfh6magglutination quand l e s  cellules sont complè- 

tement rom-ucs. Ceci n'est pas e n  favcur  d'une multiplication virale.  

;LINZ C .  (80) montre la diversit6 d'action du v i rus  su;. l e s  

macrophages du foie : 

a )  cer ta ins  virus  nc sont pas ;"rlagocytés l e s  ma-  

crophages : cxemplc ,. l e  virus  -polic;ny~litique 1, à l a  diffCrencc des v i rus  

poliomyélitiques II e t  III. La  chute du t i t r c  du virus dans l e  sang circulant 

e s t  due à l 'inactivation ya r  l a  chaleur. 

S )  cer ta ins  virus  sont gl.iagocyt&s et dige'rgs : l e  virus  

vaccina1 e s t  rctrouv6 dans l e s  r n a c r o ~ h a g e s  du foie quelques minutes 

ap rès  l'injection intraveineuse ; dans l t h e u r e  qui suit l 'antigène diminue 

et  d isparaa .  L c  ;,:yxovirus influenzac (dose subtoxique), l e  v i rus  du my- 

xome chez la souris ,  l e  virus  ectro-mélia chez l e  r a t  suivent l e  mGine 

chemin, 
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c)  D ' a u t r e ~  sont englob6ç e t  t r ans fé rés  passivement h 

t r a v e r s  l e s  inacrophages jusqulaux cellules hépatiques : Le Myxovirus 

influenzae -- e t  l e  virus  - Rift Valley f e v e ~  chez la souris  passent à t r a v e r s  

l e s  macrophages bordant l e s  sinusoide s pour atteindre l e s  cellules hépa- 

t iques sans un cycle prél iminaire  de multiplication dans l e s  macrophages. 

d) D'autres enfin sont englobés et  s e  m u l t i ~ l i c n t  dans 

l e s  macrophages ce qui conduit 3 l 'infection des cellules hépatiques : 

exemple l e  v i rus  dis temper du chien, l e  virus  de la f ièvre  jaune du singe, 

l e  v i rus  ectromélia  de la souris.  - 
hiIFC3 C. conclut que l'une des fonctions naturel les  des  ma-  

crophages du foie e s t  de sélectionner l e  matCriel pouvant passer  du sang 

aux cellules I16patiques. 

B - Expér ienceabvi t ro .  ---- 

expériences dé,montrant l a  multiplication intra-  

leucocytaire - des v i rus ,  

En  1908, ;VI, E. JIAliCI-iC,UX (81), dans une note présentée 

à l 'Académie des Sciences par  2\11, E. KGUX indique qu'un cer tain nombre 

de  microbes invisibles s e  multiplient çurement dans l e  sang et décri t  l a  

technique employ6e pour cultiver l e  v i rus  de l a  peste av ia i re  sur  sang de 

poule d8fibrinG ; depuis l e s  cultures c z l u l a i r e s  s e  sont d6velop?6cs et de 

nombreuses exp6riences démontrent la multiplication intraleucocytaire 

des  virus  en  culture i n  vi t ro de leucocytes du sang circulant et  de cel- 

lule  s réticulo-endothéliale s , 



- 2 5  - 
C 1 c s t CARREL A., en 1926 (821, qui r6ussit  la première 

de ce s  exp6riences avec l e  virus du sarcome de Rous mi s  en culture sur  

des cellules mononuclh6es provenant du sang circulant de poulet, ernball6es 

dans un filln de plasma. Il constate une multiplication virale  et observe 

une certaine modification des cellules caus&e, dit-il, probablement par 

le  virus à l a  surface ou à lrintgrieur de ces cellules. Le  d6veloppement 

viral  es t  fonction du nombre de leucocytes, il es t  nul lorsque ceux-ci 

sont préalablcmcilt congelés. 

Le  virus vaccina1 se  multiplie dans l e s  cellules de iiupffer 

(BEARD 3.  VI. et >GUS5 P., 1938 (83 ) ) )  dans les  cellules mononucl6Qes 

du sang circulant de lapin (FLC)_",I\;AN A. 3-,, et ENDERS J, F. , 19-52 (84)) 

et dans les  ccllules de l'exsudat pZritonGa1 de lapin (BARSKI S., 

L\IESSC7-<13 G. , L ~ L & - I N E  E'. 1955 ( ~ 5 ) )  

Sur ces dernières cellules l e  t i t rc  du virus vaccina1 

s1accroi2 de 2 log  en 5 jours tandis que parallèlement se  développent et 

s 'accroissent dans les  leucocytes des 1Lsions sp6cifiques de l a  vaccine 

fype --- Guarnicri. Ces mêmes auteurs cultivent dgalement su r  ces ccllules 

le v i rus  herpe'tique. Celui-ci centuple en 5 jours. Les leucocytes ~ l a r r o n -  

dissent, il se fo rme  des lésions nucl.5aircn typiques : disparition des nu- 

cléoles, margination de l a  chromatine, inclusions acidophiles, Ce même 

virus ee multiplie également en culkure de leucocytes humains en pr6- 

sence de phyto-hGmagglutinine (NAH~J~IAS A .  J. , KIBRICK. S. , 

ROBERT C. R, ( 8 6 ) ) .  
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L e  virus Hog Cholera s e  multiplie dans l e s  leucocytes du 

sang de porc pendant une période de plus de 10 semaines 

ave. 20 changements de milieu avant que les cellules ne  s e  dStériorent : 

aucun effet cytopathogène n le  st observe pendant cette période (DUNNE H. W. 

et  s e s  coll., 1957 (87)). Ce virus  s e  dGveloppe également en sub-culture 

de leucocytes de  porc (GUSTAPSL?~~ L). 2. et s e s  coll., 1963 (88)). En  

1959, une culture pr imai re  de leucocytes de porc es t  inocul8e avec l e  

v i rus  Hog Sholera.  Dans l e s  cubcultures l e s  cellules continuent de libé- 

rer une grande concentration de virus .  Ce v i rus  e s t  tes t6  par  inocu- 

lation au  porc. En note une rdduction graduelle de la virulence, ~n peut 

l 'utiliser a p r è s  3 années de culture pour immuniser  des  po rcs  par voie 

intramusculaire  ou par aLrosol, L e s  derniers  ne montrent aucun signe 

clinique particulier sauf une leucopSnie t ransi toire  et  mod6rc'e. Les 

animaux sensibles,  en conta*: avec de t e l s  animaux, deviennent souvent 

immuns. 

Ces  mêmes leucocytes multiplient &galement le  virus de l a  

fièvre du porc d'Afrique (:.~LALINQuI~T ;7. et ZAY I... 1960 ( 8 9 ) ) .  ~"ia,is 

des fa i t s  qui distinguent c e  de rn ie r ,  du virus Hog Gholera sont la  mise  

en évidence dans une telle culture : 

1) I'h6madsorption dlCrythrocytes à l a  p6riphérie et  à l a  surfacc des  

cellules qui l e  contiennent. 

2) Ibcyto?yse des cellules infectées. L1hbmadsorption dépend de l a  

concentration v i ra le  et es t  observ6e d è s  la 18ème heure,  pendant 

10 jours.  



L e  v i rus  Newcastle ---- s c  multiplie dans l e s  cultures de leu- 

cooyte s de sang périphérique aviaire ,  multiplication qui sf acco-npagne 

d'une d6gdnGreocence leucocytaire (CUNNE K. W. et  s e s  coll., 1958 (90)). 

Le v i rus  ECHC 9~ernul t ip l ie  dans l e s  suspensions de leuco- 

cyte s humains. Idais de nombreuscs pr6parations colorées  avec 1' anti- 

corps  fluoreccent ou l 'acridine orange n'ont pas pe rmis  d'indiquer l e s  

cellules qui , parmi l e s  leucocytes, supportaient l a  multiplication 

virale  (BEXG 2. B. , 1961 (91)). 

L e  v i rus  poliomyÉlitique type I s e  multiplie dans l e s  

cellules d'exsudat de singe (BARSKI G. ( 9 2 ) ) ,  BAI.SI<I G. et i i t 3 B E -  

FGSSAT F., 1/57  (53 ) )  et dans l e s  leucocytcs du sang circulznt humain 

 GRE ESSE-^ I., CHRKY C .  , 1964 (94)). Dans ces  deux expériences,  la 

multiplication 11' est accompagnée d'aucun effet cytopathggènc dans l c s  

l imites  d'observation de l'exp6riencc. 

Les sussensions de leucocytes humains du sang circulant 

permettent 6galement l a  multiplication du virus  de l a  rougeole (B"P Y-LG K.B.  

et  Ei"sSENTE-;ALM.SEh , 196 1 (95)). I les  t i t r e s  infectants sont comparables 

à ceux trouvLs en culture de t issus.  La mükiplication virale  a l ieu s p i -  

cialement dans les  cellules mononuclSées, ma i s  l a  pos sibilite' d'une 

prolifération virale  a u  sein des  polynucl6aires ne peut ê t r e  SliminGe. 

R G 3 2 2 T S  J.A. , en  1964 (96) étudie l e  v i rus  ectrom6lig - 
virulant e t  attSnu6 s u r  l e s  macrophages pc'riton6aux de sour is  n o r n a l e s  

et  immuns : i l s  ne constatent aucune différcnce d'infectivité chez des 



s O u r i s  diff2remmcnt sensibles à l a  souche virale.  Les inacroyhages 

péritankau;: dc a o u ~ i s  immun% sont plus rapidement infectés que l e s  

macl-ophagcs de souris  normales ,  

Le viru:: de l a  i-nyxosnatoae sc 1-,?ultiplie dans les  cellules 

de 11 exsudat p i ï i tonéa l  de lapin. Les ccllule s infectLes ne rnontrent pas 

de signes de d6g6nércscence ma i s  dcs alt6ïations-inclusions cytoplas - 
mique;, cellu1.e~ plasmodiques rnultinuclE6e S .  ( ~ I A R A I ,  (96a)). 

;,c vi rus  fowl-plaguc sc  rnuitiplie en culture clc ,-;~acropl-iages 

de poulet. Le.; Studcs :montrent quc ltantigè;lt: solubles  se  multiplie dans 

l e  noyau, et ci; t  sfStendrz à traver:, l a  cc l l i~ le  d'un noyau à un autre. 

L'antigène hGmasgiutinant es t  t r a m [  seillcment dans l e  cytoplasme e t  e s t  

détect6 pixo t a rd  que l 'antigène ;; (F.,A~\J~.,LIN, 1 Y58 ( 9 7 ) ) .  

L c  virus  meningo -pneumot iq~e  s e  multiplie dans l e  s mono- 

cytes de cobayes normaux ; aucun cffet cytopathogbne n'est obcervL: pen- 

dant 5 jour 2. i 'nr contre dan:< les  i?ionscyte:; dc cobayes immuns, il n'y 

a pas de multi$ication v i ra le  (BE?,TET~ICT A . ,  1958 ( 9 8 ) ) .  

h) Ex;l<riences ----- ou 12 multiplication du virus dans l e s  .- 

leucocytes n : ~  pu ê t r e  m i s r  en Cvidence. - -- - 
- A  

,,,t einc in  vi t ro,  t o u t c ~  Ics c::p&ricnces n'aboutis sent pas  à 

une rnu1tip;ication virait, dails l ~ s  1,-ucoiyteç. KIÇHi\III M. et BEI:NI<C FF H., 

en 1958 (99) ni- constatent aucuns xultiplicatior, du v i rus  vaccinal dans 

l e s  leiicocyter. de sour is  soit en snçpcnsion dans l e  n i l i e u ,  soit en cul- 

t u re  su r  ve r rc .  Liais i l s  observent des offets cytopathiques ccstains.  



E n 1961, BERG R. B. et  -iOSENTIIAL, :)i. S, (100) ayant 

r éuss i  commc nous l 'avons signal5 plus haut, à cultiver l e  virus  de la 

rougeole s u r  leucccytes du sang circulant humain et de singe, essayent 

de multiplier cc v i rus  en culture de leucocytes du chien, du lapin, du 

cobaye, de  la souris,  et  du poulet. ILccrs expériences &chouèrent avec 

c e s  animaux. 

BLREC1;Y LA. , IIACXCVIC V . ,  1964 (10 1) ne  constatent 

aucune multiplication dti 1L1yxovirus - influenzae souche -- A 1 (adaptLe aux 

oeufs et à la souris) dans l e s  cul tures  de cellules p6ritonc'ales dc souris  

a p r è s  48 heures .  C e  qui démontre,  pensent-ils, que c e s  v i rus  ne se  mul-  

tiplient pas  dans ces  macrophages.  

Les arpér iences  in v i t ro  montrent que l a  multiplication vi- 

r a l e  n'est pas  obligatoirement suivie de la  de'génc'rescence cellulaire. 

1x1 - ZTZTjZ D E S  PERTURBATILNS =IYBIOLûGIC;UES E T  .\1ETA- -- .----- 

BLiJIGUZÇ CES LEUCdGCYTZS R Z X E S  PHAGC;CYT(;SE DES ----------- ---p..---- 

VIE US. 

Cornimc nous venons de l e  voir,la pl-lagocytooe du virus  avec 

multiplication virale ou non, entraîne des modifications morphologiques 

importantes pouvant m ê m e  al ler  jusquJ à ?a mor t  cellulaire.  

Divers au teurs  ont StudiC in  vitro l e s  perturbations consé- 

cutives à la p:îagocytose du virus .  L e s  kucocytes  @tant avant tout ?hago- 

cytaires ,  i l s  ont observé l e s  modifications de leur  aptitude phagocytaire 

v is  A vis d e s  bnctsries a p r è s  contact plus ou moins prolong6 avec l e  virus  

et  i l s  s e  sont attach4s à l 'étude du mbtabolisme cellulaire. 



a ) 1,iodification - dc lla&tude - phagocytaire des 

leuuocytes. 
--p. 

Les v i rus  ourlien e t  m x o v i r u s  --- influenzae A PR inhibent 
-3 

l e  pouvoir phagocytaire des  leucocytes de cobayes vis à vis des bactér ies  

i n  vitro. LJantiç5ru- ourlien neutralise l 'effet inhibiteur du viruç mirlien 

m a i s  n'a aucune action sur  celui du ivfyxovirus influenzae A PAX - ---- -- 3 

( ~ r a v a u x  de ;,;EI'iCFIANT f.. J. et  hlCAIGAN H. R. , 1950, (102)). 

Les  leucocytes mis en  sr;'sence i n  vitro de bactLk-iophages T2 

ont leur  aptitude phagocytaire inhibze vis à vis  des  bactcr ies  hLtLro- 

logues. Cette action inhibitrice désend du temps  de contact phages Leuco- 

cytes ainsi  que de l a  concentration de l a  suspension de virus .  i c  degr6 

d'inhibition sera i t  plus grand avec les bactLriophages inactivGs par  le 

se'rurn antiphage qu'avec l e s  bactsriophages yivants ou inactivGs par l a  

chaleur.  i, 'inhibition se ra i t  a lo r s  due au complexe phage-anticorps f o r m é  

durant l'inactivation (KANTOGW ..%I. , SI<LJT',ST<I A. et NIE C ZCXEX Z, , 

1958 (103)). 

D e s  expériences analogues ont ét6 faites avec les  virus  

Coxsackie type A4 et 3 3  et des leucocytes de cobayes e t  de chevaux 

(KANTOCS i ,, et 61.ITG1,OT Cd. A. , 1960 (104)). 

C e s  auteurs  déduisent de leurs expériences l e s  fai ts  

suivants : 

1) 1 'inhibition e s t  indgpendante de l a  nature des  leucocytes et  des 

bact6rie s ernploy5e s ,  m a i s  var ie  avec la concentration virale ,  !a tempé - 
r a tu re  ambiante et l e  temps  de contact leucocytes -virus,  



2 )  l'inhibition de llactivit& phagocytaire ne dSpend pas  de la  p rd -  

sence du v i rus  l ibre  dans la suspcnsion ma i s  e s t  bien due B l 'action du 

virus associC a m   cellule^ ca r ,  lorsque les  lcucocytes sont lavLs 3 fois, 

ap rès  5 hcurcs  de contact avec l e  v i rus ,  on constate la  m ê m e  inhibition 

qu'avec l e s  leucocytes non lav6s. 

3 ) Le vi rus  Coxsackie inactiv6 par  un antisérurn inhibe 11activit6 

phagocytaire dcs leucocytes au m3me t i t r e  que l e  v i rus  actif. 

4 ) D a n s  les  expbriences où la phagocytose des bacthr ies  e s t  nulle, 

l e  d iamètre  des leucocytes a diminu6 de moiti6, la s t ruc ture  cLt noyau 

devient plus dense c t  celui-ci s e  coiorc davantage. F a r  contre  l e s  t rans-  

formations morphologiques sont moins marquées lorsque l e  virus  

Coxsackie e o t  préalablement inactive par  un ant isérum homologue. 

L e s  auteurs  concluent que l'inhibition de l a  phagocytose des 

bact-ries p a r  les  leucocytes dépend 2r6alablernent de celle du virus  par 

ces  cellules. 

KANICCH ui. (105) va c o ~ f i r m e r  cette conclusion à 13 

suite d1 une c :rie d' expcrience ç avcc Ic s hdyxovirus influenz,zc 1'~ i-i: -- 8 '  

Coxsackie . . A4 et l e s  leucccytes dc cobaye, en 1 9 6 2 .  Il dcmontre que l e  

s6rum a pour effet d'augmenter lc  phagocytose du virus  par  l e s  Icuco- 

cytes en exer lan t  uiie action opsonisantc. 

En pru'sence de sgrum, l'inhibition de l 'act ivi t l  phagocy- 

t a i r e  des leucocytes v i s  à vis des bactc'rics e s t  plus importantc qu'en 

absence de s6rum ou qu'en présence de s6rum et de tanin en  proportion 



,_., . . . - - ---- - 
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d o  pour ne -pas a l tQre r  l e  pouvoir infectieux du virus, ca r  le tanin s e  

cornbine à l a  prot6ine du sgrum qui perd a lors  son activit6 opsonisante. 

b) ;iiodifications du m6tabolisme cellulaire. 

Cette question a surtout fait  l'objet des travaux de E'IYEER T. N. 

et  GINSBERG E. S .  , 1956 (106). Ils Studient d'abord l e  mStabolisme 

leucocytaire lors  de l a  phagocytose de bactê'ries et de levures et h5ta- 

blissent l e  fait suivant : l a  phagocytose des leucocytes requiert  une 

source active dlEnergie : telle une source drhydrate de carbone. En 

milieu d'eau physiologique tamponde,  la  phagocytose des levures par 

l e s  leucocytes de cobaye est  faible ; son degré augmente en fonction du 

glucose ou des hexoses monophosphaté s ajout6s au milieu. L'utilisation 

de 0 par l e s  leucocytes de cobaye en s resence  de glucose es t  minime. 
2 

En employant l a  technique de Siarburg avec l e  glucose 

comme substrat,  une quantité im2ortante de CC es t  liberSe bicar-  
2 

bonate tamponnb, sar les  leucocytes, il se  forme 2 molécules d'acide 

lactique (CH CWCI-1 CCIClH pour une rnol6cule de glucose (C I-! C ) 
3 6 13 6 

métabolis6e). La glycolyse est  donc une source importante dl énergie. 

Ils 4tudient ensuite l e s  leucocytes en contact préalable avec 

ib4yxovirus influenzae A P R  et constatent que le  glucose et l e  glucose 6 
4 .  8 

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

de glycolyse dans l e s  leucocy-tes. En prdsence de fructose 6 phosphate, l a  

phagocytose des levures par  l e s  leucocytes ou par  une suspension de 



leucocyte a m i s  en L senc e pr 4ala5lel-nent avec le  i~ iyx?x i r~ r ;  ilzfluenzae 

diffbrc t r è s  pca. Le  blocage du r n ~ t ~ b o l i s r n e  induit par  l e  virus e s t  pro-  

bablement une rt2duction de 1'activitL du ~ h o s p h o h ~ x o i s o m ~ r a s c ,  c a r  la 

glycolyse e s t  inhibdc par  l e  virirs quand l e  glucose et  l e  glucose 6 phos- 

phate sont utilisLs comme substrat  ma i s  pas  quand l a  fructose 6 pllos- 

phate e s t  ernploy6c. Lie v i rus  inactiv6 par  l a  chaleur dont l1activitC 

enzymatiquc a St6 d6truite es t  incapable d'inhiber l a  glycolyse des  leu- 

cocytes. 

Paral lè lcment  l e  Ileceptor Destroying Enzyme (IIDE) du 

vibrion chol~5riquc en  prEsence de calcium rLduit la  formation de CC, et  
L, 

d'acide 1actique;lc XGE inactivé par  l a  chaleur à 10û* pendant 30' n'inhibe 

pas la glycolyse ceci  montre  que lee-vlyxovirus influenzae ct le  XDE 
.- L 

inhibent l a  glycolyse pa r  un m@caniome similaire .  

De m3me que l e  .Lieceptoï Ccctroying Enzyme d i t ru i t  l e s  

récepteurs  viraux muc~zprotSiniquer, des hLmaties, dc même il a l t è r e  

l e s  r8ceptour s iriucoprot6iniques des Icucocytes. Le virus  aizrait un r61e 

analogue et Ic rLduction de l a  glycolyse rLsulterait  de la  rCaction du 

v i rus  sur  des  substances localis6es à l a  surface de leucocytes. 

Le virus  influerait donc l e  mCtabolisme cellulairc des  leu- 

cocytes, notablerncnt au  cours  de la glycolyse ana6robie. 

Ceci provoquerait une perturbation de l'aptitude phagocy- 

t a i r e  de  ces  cellules v i s  à vis des bact5r ies  et  des levures ,  



WYPCTHESES EWlISES SUR L E  ROLE DES LEUCOCYT_ES --- 
DANS LA DEFETUSE DE L'ORGANISME CONTRE LfINF@TION -- -- 
VIRALE. 

Le rôle attribué aux leucocytes dans la défense de l 'orga- 

nisme contre l'infection virale fait l'objet d'hypoth'cses assez contra- 

dictoires : pour certains le  leucocyte aide à disséminer la maladie, pour 

d'autres, il joue un rôle actif dans l a  défense de l'organisme. 

A - - Rôle des leucocytes dans la dissémination virale. 

Les partisans de cette théorie attribuent aux anticorps 

neutralisants le rôle essentiel dans la défense de l'organisme vis-&-vis 

de l'infection virale. INGLOT D.A. e t  DAVENPORT F. M. dans l e  Journal 

of Immunology de 1962 (107) pensent que les  leucocytes interviennent dans 

le  transport des virus,  en protégeant ceux-ci de l'action 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 s e  fixer et 

de pénétrer à l ' intérieur des cellules réceptives ; il reste extracellulaire 

e t  ne peut se multiplier. Or le virus extracellulaire est  détruit à la  

température de 37-38  OC, par la présence d'inhibiteurs thermolabiles 

dans l e  sérum normal des animaux réfractaires au virus. A l ' intérieur 

des leucocytes, le  virus n'est pas détruit aussi bien chez les animaux 

réfractaires que chez les animaux immunisés, e t  s e  multiplie. 
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B - Rôle de clLfense des leucocytes vis à vis  de l lagroesion virale .  ----- - - 

a) du fait  de l a  phagocytose -- - 

-c"ALR131<OTE-iER, en 1930 (109) avec l e  virus  vaccinal, 

JAL,lUNI A. et  EI-TCAJ~EN ;LI. , en 1934 (1 10)  avec l e  virus he r~è ' t i que  d6- 

montrent que l e s  leucocytes augmentent apparemment 1' effet neutralisant 

des  anti- s6rums spe'cifique S. Ces au teurs  inoculent intra-czrc'bralcment 

aux lapins soit du v i rus  seul, soit du v i rus  en pre'sence d1imrni;ns6rurn, 

soit du v i rus  et  de l . l immuns~rum m i s  en p r i sena2  de leucocytes normaux 

ou immunisLs, ct e'dudient l e s  effets lethaux de ces  différents inoculats 

s u r  ces  ani:iaux. Ils  en d6duiseilt que l e  sCrum sensibilise l e  virus  e t  l e  

rend susceptible d 'ê t re  d6truit par l c  phagocyte. 

I<C.XIIf_lER H. , en 1960 (1 I l ) ,  dans un ar t ic le  intitul6 

"le rôle des  leucocytes en tant que porteur de virus",  attribue aux leuco- 

cytes un r6 le  pr imordial  de d6fensc. Le v i rus  se ra i t  phagocyt6 par  les 

leucocytes ma i s  ne s'y multiplierait  pas. 

L'apparition de la maladie d6pendrait du rapport  par t icules  

virales/leucocytes.  

Si l e s  leucocytes ne viennent pas à bout des particules vi- 

r a l e %  celles-ci  s e  multiplient l ibrement et il se  produit une vir6rnie au  

cours  de laquelle on peut me t t r e  en <h idence  l e  v i rus  dans l e  sang total. 

Suivant l a  virulence e t  l e  pouvoir pathogène du virus  pendant e t  après l a  

viremie,  il sc  prcduit directement ou indirectement une affoction clinique 

idais  KbZIlr-E.9 I I .  ( 1 1 2 )  n 'a  pas ClucidL le problème du devenir du v i rus  



dans le  leucocyte. Combien de ter-~ps le virus reste-t-il infectieux dans 

l e  leucocyte ? Aprèc l'infection e::pErirnentale d'animaux chez leoquels 

une maladie ne s 'est pas déclar6e, KC:EHLER H. a pu, quelques jours 

après l'infection, re t i ré  du virus encore infectieux des leucocytes. 

b) p a r  production d'interfe'ron. 

L'interféron a ét6 d6couvert par ISAAGS A. et 

LINDENXANN J. , en 1957. Cette substance antivirale est produite par 

l es  cellules de l'cl-nbryon de ?oulet qui a Ctb inoculé avec du 

hiiyxovirus influenzae inactiv6 ?ar les rayons ul t ra~viole ts  (EAI-~CN 5. et 

ISAAC5 A, ,  1960 (1 13)).  

Ges expdriences ?lus rCcentes montrent que beaucoup 

d'espèces animale.; , y compris l'homme, produisent l'interfbron en 

réponse à l'infection de divers virus. Son mécanisme d'action a bté étudié 

en particulier par ISAACS A. et son Qqui?e, 1961 ( l l 4 ) ,  . de UOrLiER P. 

et son Qquipe, 1962 (115), WAGNER R. , 1963 (116). 

Jalinterféron est une ;>rotéine non globuline, produite ?sr les 

cellules infectdcs elles -mZmes. 11 apparaft t6t au cours de l'infection, 

avant les  anticorps. Il n'est pas spGcifique, il n'a pas d'action sur  l e  vi- 

ru s  extracellulaire ou sur le  virus absorb6 mais il inhibe la multipli- 

cation virale à 11int6rieur des cellules infectees. L'interféron inhibe la 

synthbse du virus à condition qu'un certain délai existe entre llassarition 

de l'interféron dans le  milieu et l'infection ultérieure par le virus ou 

l'acide nuclCique viral infectieux. ISAAC3 A. et HITCHCGCX 3. , 1960 ($1 7) 
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en 6tudiant l e  taux de virus  , d'anticorps et  dtinterfe'ron dans l e s  poumons 

et l e  sgrurn de sour is  inoculées 2ar  veie nasale  avec différentes doses  

de v i rus  p;ri;qc?? s-mche A P R  ~ b s e r v e n t  que l e  t i t r e  du v i rus  dans l e s  
8 ' 

poumons commence à diminuer quelques jours avant que l 'anticorps soit 

décelable dans l e  sé rum ou dans l e s  ;>oumons et au m ~ m e n t  cÙ l ' in ter-  

féron e s t  ;>re'sent au maximum dans ceux-ci ; l a  multi;?lication v i ra le  

es t  l imitée avant l a  f c r m a t i ~ n  des anticorijs. L' interféron joue dcjnc un 

raleim,->crtant dans I 'n r rê t  de I'infecticn gri; )ale. Gt1EL;.3Zz? I . ,  en 

196 1 (1 18) d6miintre la  production dlinterfEron ,:ar les  leucocytes 

humains en culture inccul6s avec C'LU virus  Uendai' à haute cancentration. 

GLASCCW L. A . ,  HAE3.TL A. montrent,  en 1963 (1 19) que 

les  leucocytes des scu r i s  ex,\üsZs auss i  bien in  vivo (dans l a  czvitd p6ri- 

tonéale) qu'in v i t re ,  au virus  vaccinal ;>rotggent l a  souris  ccntre  l e  v i rus  

de l a  stomatite v6siculaire. Ces au teurs  &mettent i 'hypsthèse suivante : 

"l'intéraction v i rus  -leucocytes aura i t  p u r  rdsultat  la  production de 

11interf6roi~. Celui-ci se ra i t  a l* , r s  ca~sable de ixe'venir l'extension du 

virus  à de n ~ u v e l l e s  cellules sensibles et contribuerait de cette façon à 

éliminer l e  v i rus ,  La i3ersistance des  ;>articules virales observees dans 

l e s  leucocytes ccntribueraii  à l a  gudrison en effectuant une stimulaticn 

continuelle de 2roductic;n d' interferon, " 3 k l > C N  S. , en 1963 (120) man t re  

que 11interf6ron es t  decelable dans l e  sc'rurn de souris  1 h a ~ r è s  l'injection 

intraveineuse de diff6rents ty;>es de virus  ; l e  taux diinterfCran es t  

- 
maximum 4 11 a ~ r è s  l'injectidn. Les  leucocytes s ~ n t  A~rubablen.rent les 

c 

premie r s  res;~bnsables  de l a  ;>ruductic;n de cette substance. 

I 
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G ;-IEZSER 1. et CT3t-i2iY J. 7, , en 1564 (121) ,nt dzmzn t r i  

qu'une petite ;1-:,u?ation de cellules ecnuibleç, iJeut mudifier la cc:urbe 

de llinfecti;n virale  dans cette cultrire. Ceci apiuie l lhyycihèse Gn-ise 

;3ar GLASSON L.A. et HAL;EL L<. (122). 

? - E N L N  lx.,  . , DdL,AUNAV A. (123) à l a  suite de c e s  

ex2ériences ccncluent en 1966 que l e s  celliiles qui 2articipent à ?a 

dbfense de Ilorganisme cantre l e s  aifecticms bactériennes,  sclynu- 

cléaires ,  rnoncnucl6aires, cellules du sys tème r6ticulo-endcth6lisl 

peuvent participer [galement à l a  défense de ll,rganisme cant re  une 

affecticn virale  . Leur  nlvde d'action scul différe. Ces cellules 

freinent l e  d&velo?;iement de 1' ay res  seur  ;?ar l 'élaboration d'une subs - 
tance p r t i c u l i è r e  : interféron ou substance &truitement a;qarent6e". 

Une aut re  façon d 'aborder  le  pr-iblème se ra i t  d'e'tudier à 

quels fac teurs  on ;eut attribuer la  scnsibil i ts  i,u la résis tance a u  virus .  

EURAND R .  P. , Sr'i,tiiETT J. I. , en 1963 (124) attribuent 

la  sensibilitx naturelle ou la  rdçiçtance ais virus  B l 'absence de ty;>es 

cellulaires ~ a r t i c u l i e r  s ; de sirn;jles diffGrenccs dans l e s  coin;;lcxes 

enzymatiques hCtes >cuvent changer la r<-lique ccmplète en rxplique 

incamslète,  m a i s  i l s  ajoiitent que dans une i~v;3ulaticn hôte de mGme 

potentiel ggndtique, le  milieu, l 'âge, l a  température du c,rps Z l l i t a t  

normal ,  la  ;)r6sence d'inhibiteurs viraux dans le  s4rum normal  seuvent 

influer sur  l a  rEplique virale .  Le  r61e de 11activit6 ~ h a g o c y t a i r e  peut 

ccnduire soit à 6liriliner l e  virus ,  soit à le  s C p r e r  des cellules 

sensibles,  soit à t ranspor te r  le  virus  v e r s  c e s  cellules sensibles.  
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i,..lT\JY C .  , 1964 (125) danr ocn ar t ic le  silr l a  pathogLnèse 

des  maladies  virales  intitule un de ses  p r a g r a 2 h e s  : macrophages e t  

sensibilit6 aax inf ecticns virales  : 

dAcs riiacrsshage s s ~ ~ i l t ,  dit -il, dans une position cl6 quant 

à la sensibilitb 6es  animaux aux infections v i ra les .  I ls  contrôlent 

11entr6e des virus  dans l e s  ~ r g a n e o  csmme le  foie, l a  rate.. .Or ncus 

avons vu à propcs de la multiplicaticn virale  que la réaction 

virus-macrs2hageci du fclic e s t  t r è s  variable d'un virus  à l 'autre.  

3 A N G  F, 3, et % r f i X ~ d I C X  A. , 1960 (126) msntrcnt  que 

l a  diffsrence g(n6tique dans la sensibilit6 de deux slJuches de cc-uris à 

lthi;',>atite de Pa souris  s e  t r ruve  au niveau des macraphages : l es  ma- 

crophages du foie de sour is  sensibles déy4nèrent quand ils sont 

infectés in vitro,  tandis que l e s  macr3phages de scu r i s  re'sislantes 

survivent. THEIS G. et i<OFRO'tVLtIlI H. , 1961 (127) montrent que la 

sensibil i té des  scur i s  au  virus  - :Vest-Nile . - -- - de la sour is  dé2end de l a  

r 6 p ~ n s e  des  macro-hages : peu ou p a s  de v i rus  sont aroduits ;>ar l e s  

macro2hages ;~6ritcnéaux et sple'niqucs de sour is  de souche résis tante  

a p r è s  infection in vitro tandis qu'un taux &levé de virus  e s t  ;;iroduit 

par  l e s  macrophages de sour is  sensib!es. 



D E  UXTE M E  P A R T I E  

-- 

R E C H E . R C H E 5  I ' E ; R U C ? N N E I ~ L E S  

ETUDE DE L'ACTICN CYTCTOXIZUE DES PARTICULES VIRALES 

A L'EXCLUSION DE LEUR ACTIObT INFEC TIZUSE 

Cette étude cornpoi'tera deux part ies  : 

1) Ettide en ?~Licrocinématograp:riie & c o n t ~ a s t e  de phase 

de ltactivit6 cytotoxique in  -- vivo de différents virus sur  les  cellules de 

l'exsudat péritonéal provoqué chez l e  cobaye. (MYXO-~irus influenzae 

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

II) Etude en Microcinérnatographie à cozîtraste de phase, 

de lfactivité cytotoxique -- in  vitro du Myxovirus i n f l u e i i z ~  B ( ~ e e )  su r  

l e s  macrophages alvéolairc3s de cobaye, Cette étude a étE couplSe 

d'observations en Microscopie Electronique et de l 'étude biochimique 

de la  consommation dloxyg'cne e t  de ;a dé~raclat ion du glucosc en 

apparei l  de Warburg. 

Nous avons choisi comme animal d'expkrimentation l e  

cobaye. Celui-ci présente une résis tance naturelle à certainos infec- 

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

influenzae, aux adenovirus, au  virus vaccinal, virus pathog'enas p o u ~  

l 'homme. Cette particularité nous permet  d1 étudiez l 'action cyto-. 

toxique de ces virus su r  la cellule à l~exclus ion  de leur action 

infectieuse. 



1 - ETUDE DE -- L'AGTIVITE CYTOTOXIQUE IN VIVO : OBSERVA- - -- --- 
TIONS DES -- LEUCOCYTES DE LIE;CSUDAT PROVOQUE CEEZ --------- ----- 

LE COBAYE PAR INJECTICN INTRA-PERITONEALE DE DIF- -- -------- 

FERENTS VIRUS. ------- 

- Ori&e des exsudats inflammatoires.  
F ---- - 

Chez l e s  mamnif'eres adultes à l 'état  normal,  on trouve 

dans l e s  grandes cavités,  une cer taine quantité de liquide séreux. 

Chez l e  cobaye, on observe quelques r a r e s  polynucléaires 

des lymphocytes e t  des cellules mononucléées. 

Lorsqu'on inocule un liquide quelconque : eau physiologique, 

liquide allantoïque, liquide de lnanlcs dans la  cavité péritonéale,  on pro- 

voque une réact ion inflammatoire qui e s t  constitu6e pa r  deux phénombnes : 

- un afflux de leucocytes sanguins so r t i s  des vaisseaux p a r  

diapèd'cse et qui sont en grande majori té  des polynucléaires. 

- e t  une réaction de toutes l e s  cellules fixes et  particuliè- 

rement  des  cellules endothéliales qui s e  mobilisent et  dans lesquelles 

l ' i r r i ta t ion dSveloppe de nouvelles proprié  tés et  en part icul ier  un pouvoir 

phagocytaire considérable. 

- îVIRTERIEL E T  IS4ETHODE 

A - TECHNIQUE GENERALE 

a)  Inoculation intra-pgritonéale du virus  suspendu dans du 

. Hanks ou du liquide allantoïque. Les  animaux sont d'un poids moyen de 

7 

500 g .  



L'injection intrapéritonéale e s t  effectuée a u  moyen d'une 

aiguille à biseau court  30 x 12 sous un volume variable de 3 à 10 ml  sui- 

vant l e  virus  employé et l e  laps de temps dés i ré  entre  l'inoculation et 

l a  récolte.  L'animal e s t  ensuite l a i s sé  à jeun et  l 'exsudat e s t  récol té  de 

2 à 48 heures  ap rès  l'inoculation. Après sacr if ice  de l 'animal par  anesthé- 

s i e  à l ' é ther ,  l 'abdomen es t  immédiatement ouvert, et  l e  liquide péri-  

tonéal e s t  récolte' à l a  pipette sous contrôle de la vue. Une goutte de 

l 'exsudat e s t  utilisée pour un frot t is  coloré au  May Grunwald ou à 

lJhémalun éosine.  D'autres gouttes sont disposées sur  des lamelles ri- 

goureusement propres  et  préalablement chauffées su r  lesquelles on applique 

des lames  de façon à obtenir un f i lm  liquidien tr'es mince propre  à 

l 'é ta lement  leucocytaire. La lamelle  e s t  ensuite fixée à l a  paraffine et la 

préparat ion placée immédiatement à 37 OC. 

b) Examen microcin6matographique 

L1 examen microcinématographique commence apr  hs 10 ' de 

séjour à 37°C. Durant toute l 'observation la  préparation e s t  maintenue à 

cette température.  Nous utilisons la chambre microcinématographique 

C . Zeiss  avec pr i ses  de vue sur  f i lm 16 m m  inversible KODAK PANATO- 

MIC et PLUS 1'L ; l ' intervalle entre  deux p r i se s  de vue e s t  de 1 sec.  et l e  

temps de pose de 1/2 sec .  De cette façon nous pouvons étudier l e s  leuco- 

* 
cytes a p r è s  action du virus  non seulement a u  point de vue morphologique, 

. mais  surtout a u  point de vue dynamique e t  c 'es t  là toute l 'originalité de la  
T 

méthode d'observation. 
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Conjointement à cette observation purement qualitative, 

nous avons étudié d'une part ,  l'aptitude phagocytaire de ces cellules vis- 

à-vis de particules minérales,  d b u t r e  par t ,  leur index de cytophagie, 

méthodes plus mathématiques. 

c )  Aptitude phagocytaire 

L'aptitude phagocytaire a été  appréciée vis -à-vis des par - 

ticules de quartz. 0,25 ml d'exsudat sont mis en tubes siliconés à 37°C 

en présence de 1 mg de quartz, Le  quartz  utilisé présente les  caracté- 

ristiques granulométriques suivantes : 

particules inférieures à 1 ,L 
," 

particules de 1 à 2 , , ~  

particules de 2 à 3,5, lc 0,97 % 

particules de 3 , 5  à 5,,& 0,09 % 

Après 45' de contact, l e s  frottis sont réal isés su r  lame,  

fixés à l'alcool absolu à basse tempgrature. Les préparations sont ensuite 

montées entre lame et lamelle en présence de glycérine (1 part  de gly- 

cérine pour 9 par ts  d'eau physiologique tamponnée à pH 7). 

La lecture est  effectuée en contraste de phase e t  l'aptitude 

phagocytaire des polynucléaires e t  des macrophages appréciée pa r  numé- 

ration des cellules contenant des particules de quartz. I 

Le compte es t  effectué su r  200 cellules. L'expérience es t  

faite avec des cellules récoltées à des laps de temps différents ent re  

l'inoculation et l a  récolte afin de déterminer l e  temps de contact 
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n écesça i re  Four que l e  vlrus  a g i ~ s c  sur  1:::; leucocytes. 

6) &Ac:; de c y t o - ~ ~ ; - a ~ i ~ -  : 

.7,c?irique ilouç avons adoptf: ~ e ~ ~ t  Ctie defini coinme suit : I.c $J 

des hiotioc)rtes a:-nnt pilagocyté u-, 1 i. ~~!ur;ic;rrs polynücléaireu ; il c a t  

établi s3Jr ?!observation d.e 209 cellui2s. 

c.c'le:nent du virr.s c) I L 2  

i'sfin i!e ver if ier  :ji l e s  !.C;ic;ns s ~ n t  bien secondaires 5- ?a 

p!lagocyto: e des 2rrrticules viral e s ,  ?ICCJ a v m ç  cherciié à démontrer  

cette phagocytose en réisolant l e  virrir; cies corps cel lulaires .  Nous avons 

utilisé l a  tcchniciue suivante : l a  cavitC ritongale est  lavée avec 13 ml 

tic liquidc: t!e T-Ianks inoculé au .moye:l cl1uxe s(:ringue r incé 2 i1h6parine. 

Les cellulcs obtenuer sont lavges deux fois  Zans du I-Ianks, r emises  en  

silspension, congel6es et d6congel6es ?o.izr l ibérer  leu v i rus  des cellules 

et m i s e s  en cirlturc soit sur  oeufs  de poule cmbryonn6s pour l e  v i rus  

grip2al, s3 i t  sui- cellules l<D ou iie!.a ::onr lc: virus vaccinal. 

, -- L ~ L - A  uovir~:s influenzac 2, souclic iee 

En milieiî ~ ~ i i a n t o i t : ~  e . - --- 

L,c virus gri;>;>ai es t  cultivL sur  ~ ieufç  de ; ~ ~ ~ l e  ex'bryonnés 

- 5 incubds depuis 10 jours (inoculum 0 ,  ?*S m l  cl'une diluticin 10 d'une sus - 

;?ension clc v i rus  t i trant 1 /6  10 à 1/1280 en h6rnaeglutination). Le v i rus  est 



- ~ $ 5  - 
récolté après une incubation de 48 heures à 36.C. 11 est  stockS à 4 OC. et 

utilisé dans un &lai inférieur à une semaine. Avant l'injection à l1ani- 

mal i l  est  à nouveau t i t ré en présence d1h6maties de poule et son t i t re  est 

ramené au 1/160 par  dilution dans du liquide allantofque non infecté. Nous 

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

En milieu de Iianks. -- 
Tour certains animaux nous avons étudié ce virus en liquide 

de Hanks. La suspension de virus grippal en milieu de Hanka est  pré-  

parée de la façon suivante inspirée de la technique de BORDET P. e t  

QUERSIN-THIRY L. (128) : des hématies de pnule lavées à 3 repr ises  

en eau physiologique stéri le  sont ajoutées à du liquide allantorque infecté 

de façon à obtenir une concentration en hématies de l 'ordre de 2 5. 

Après un séjour de 2 heures à 4OC., on agite doucement de façon B r e -  

mettre en suspension les  hématies agglutinées. Une centrifugation courte 

de 4.000 t/m. est a lors  rhalis&e. i , ~  surnageant prelevé est remplac6 

par du liquide de 1-Ianks à volume Egal. La suspension globulaire es t  

ensuite placdc au bain-marie à 3 7 " .  !.,es globules sont élimin6s a r  une 

courte centrifugation. Le surnageant qui codfent le  virus 61ué est  t i t ré  et 

son t i t re  dth4magglutination ramens au 1/160 par addition de milieu de 

Hank S. 

Virus inactive's . 
Un certain nombre d'animaux ont ét6 inoculés avec du virus 

inactivé par chauffage 1/2 heure à 56'. 



Animaux immunisd ç 

Nous avons immunis6 des animaux vis à vis de la souche 

B lee par 3 injections sous -cutane'es à huit jours d'intervalle de 3 in1 de 

virus en milieu de Hanks titrant 1/640 en hQmagglutination, additionn6 

d'adjuvant de Frcsnd. Nous avons obtenu une immunisation variable : 

le taux d'inhibition de 11h6magglutination variant entre 1/ 160 B 1/ 1.280. 

Les expdriences temoins ont ét6 faites avec des animaux 

injectés avec dk liquide de Hanks. 

Adénovirus type V. 

i_,e virus est cultivé sur cellules Hela et KB. Nous obtenons 

5 
un titre infectieux de 10 D E  50/ml, titre determiné par la méthode de 

XEED L. S. et i,lUZNCH H. (129). Tour disposer de suspension d'un 

7 
titre plus blevc' (10 DE 50 par ml), nous extrayons le virus des cellules 

en présence dc fluorocarbone ( ~ r 6 o n  113) (technique de GZSSLER A. E.(130) 

Des expdriences témoins sont 6galement faites avec des cellules de cul- 

tures non infectdes traitées par le fluorocarbone. 

Virus inactivi-, 

Le chauffage 1/2 heure à 56" C. de lfAd6novirus V supprime 

le pouvoir infectant du virus mais garde en partie son pouvoir toxique. I 
L'Ad6novirus V chauffé 5' CL 100' perd son pouvoir infectant 

et son pouvoir toxique. 



îv~yxovirus parainfluenzae III - 

Le virus a été isolé par CHANY C. et ses  collaborataurs, 

en 1952 (131), au cours dlaffectiorr respiratoires aigCtes du nourrisson 

(souche EA 102). Ce virus est cultive sur cellules Wela et  utilisé a u  

4 
t i t re  de 10 G E  50 par ml. Il est inject6 par voie p6ritonéale sous un 

volume de 5 ml. 

Virus vaccina1 

La souche de virus vaccin&l;est une souche entretenue ini- 

tialement par Calmette sur g<nisscç et lapins, utilisée 21 l'Institut 

Pasteur de Lille pour ~ repa ra t i on  du vaccin antivariolique. Cctte souche 

a e'té adapt6e à la culture sur cellules Hela et 1 .B sans passage préalable 

sur la membrane chorio-allantorque de l'oeuf embryonné. Le virus a été 

4 
utilisk au t i t re  de 1rJ DE 50 / ml t i t re  rncsuré par la mgthode de XZED L. J, 

et I'AUENCH Il. (132). Il a étG injecté par voie péritonéale sous un volume 

de 5 ml. 

I 'cxs6rience a été faitc sur 275 cobayes. Les  tableaux 

ci-joints montrent la r6partition des animaux pour chaque expérimcn- 

tation. 



Laps de temps entre ' 1 Nature de l'inoiittlum 
l l 

I j 
Nombre 

inoculation et r6colte , d'animaux l --+ - - 
16 à 20 heures Liquide allantornue non infect6 1 

(T 6moins) j 2#9 
I 

1 16 à heures 

I / Myxovirus influenzae A P R  
1 en liquide allanto.lue 8 
l 

Aiyxovirus influenzae A F M  I en liquide allantofque 1 i 

13 

1 Myxovirus influenzae B lee 1 

hiYXOVIRUS INFLUENZAE 

1 en liquide allanto%ue 

1 

Animaux non immuni s 6 s 

TABLEAU 1 

?. 7 

1 

1 
i 

Myxovirus influenzae A P R  I inactivé 1/2 h 56' 8 

1 en liquide allantofque 
16 à 2S heures 

1-tyxovirus influenzae S lee 
inactivé 1/2 h à 5 5 "  
en liquide allantornue 





" Laps de temps entre  1 
I J Ncinbrc 

Nature de lîinoculum 
inoculation et rgcolte [---- d'ani nawr --------.--- -A.-" ---- --- 

16 à ' 7  heures 

I 
~T%moins 
r------- 
1 Liquide de Hanks 
i 

l 4G à 4C heures  i Liquide de Hanks l / 7 & - 4 h e u r e s  1 Surnageant cellules 

i ! noninfectées 
l 

/ Cellules non infectées 1 1 16 à -7 Leures I 

I , t ra i tées  au Fréon i 
j Cellulennoninfect6es 

4 C  à 46 keures / t ra i tées  au Fréon 
-- ---A--- -.--- -- --.--- 

7 h p.& heures Adénzvirus type V 10 7à 10 -4- 4 2  
i 
I 

1 
40 Z 4e heures ' Adénovirus type V  IO-^^ 10 T1 

l 
i ., 

/ --- --- - --- .-̂ - --c -- - - - - --- . --- ----.-- ------ -- 
i Adgnovirus type V 

16 à 4 U  heures 
inactivé :/? h à 56" 

I 
j Adénovirus type V 

7 i 4,; heures 
inactivij 5' 3, 3 C C  O 

TABBSAU III - --- - ---- 







PJTICVLGUE P A R  LE LIQUI I J2  J - L T ~ N T O I C U E  QTJ I,iS LIclUIPE ---------------- -- 

L'injection intra-pdritonGale de  c e s  solutions provoque un 

exsudat peu abondznt m a i s  r iche cn celluleo. 

l 'a  forrnule leucocytaire var ie  suivant l e  laps dc temps  entre  

l'inoculation e t  Ie prclèvernent, Ainsi quc: l 'on pouvait lcgiqucmcnt s'y 

attendre,  lcu l3olyn-aclgaires pr.2dorninent ail cours  des  premières  I-icures, 

m a i s  leur pc-~rcentage  dccroit  sensiblement à par t i r  de l a  20 ième I-icure, 

s l o r  s que colui des histiocyteo augmente sensiblement. Les  lyrnpi~ocytes 

n'apparaioseat qu,: tardivement et  demeurent toujours en  petit nombre. 

Ijicn que l 'on note des  diff l rcnccs appr6ciablcs d'un animal  

à l 'autre ,  il e s t  possible de d r e s s e r  un graphique du pourcentage relatif  

des diff ércnt  s typc s cel lulaires  suivant l l l icure du prélèvement en 6tablis - 
sant une moycimc de 5 cobayes. ( v o i r  tableau V1 ) 

Histiocytec 
El 

2 2 42 4 3  6 2 77 7 3 
+_____ -- 

l 

Lymphocyte ç l 2 2 44 3 10 14 17 9 





b) F;iorphologie et cinbtique. 

Le coinportement g6nGral des cellules de lrexsudat p6ïitoneal 

provoqué par lc  liquide allantoique ou le liquide de Hanks correspond au 

comportement ?hysiologique habituel des leucocytes tel que 1' ontddcrit 

PCLICARL" A ,  et BESSI; 2 :. ( 133 ) L-'CidICkA<D A. et CCLLET A ,  ( 134 ) 

ROBINEAU;: 3.. (135 ). 

1 - Les polynuclLaires neutrophiles. ( Planche 1 fig. a ) 

Douées d1 une mobilité et  d'une plasticité remarquables, ces 

cellules pr6scntcnt dans l'ensemble des mouvements vifs et  rapides, 

s'étirant avec souplesse et e'légance et se d6plaçant. 

La morphologie génbrale des polynucléaires neutrophiles 

est aujourd'hui bien connue. La partie antérieure supporte l e  voile l-ryalo- 

plasmique, aux replis  disposés de façon grossièrement radiaire, dépourvu 

de granulations et  animC d'un bouillonnement caractéristique. En bordure . 

de ce voile se distinguent de nombreuses granulations anim6eç d'un mouve- 

ment rapide qui suggère une grande fluiditc' du milieu cellulaire à cc niveav. 

le  noyau plurilobc', dépourvu de mouvements propres, est  d'une plasticité 

tr'és marquc'c. Les  isthmes des lobes sont t r è s  fins et quelquefois à peine 

visibles. A l'intc'rieur du noyau l'on voit des masses  relativement sombres 

en contraste de phase qui paraissent correspondre aux masses  ckromati- ' 

ques de la cellule fixde et colorée. Le noycru est entour4 d'innombrables 

granulations animGes d'un mouvement incessant et rapide. Gans les  condi- 

tions dtobservation où nous nous sommes placés, l e  centre cellulaire es t  
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souvent difficile à situer. Les vacuoles sont r a r e s  dans ces  cellulcs 

normales. La rGgion caudale est t r è s  variable dans sa  morphologie : 

tant& t rk s  courte, elle es t  susceptible de s'allonger dt5meusur@rnent; s a  

partie distalc adhc'rant au support par l'intermédiaire d'un pctiî renfle- 

ment terminal. 

Le deplacement de ces  cellules est l ié b deux proceasus 

cellulaires d6crits par  ;\lTii/l. A. PCLICAZD et A. COLLET ( 136 ) : 

d'abord une dmission rapide sur l a  lame d'un pseudopode en voile d'hyalo- 

plasme génQralement large, sans granulations, suivie d'un Gcoulcment 

dans ce voile du granulo-plasma entrainant souvent l e  noyau. Cet écoule- 

ment amène le  d6placement de la  cellule. Après un temps dlarre"t, un 

nouveau pseudopode se  forme à un autre endroit de la cellule, changeant 

la direction du déplacement; la  causc et la signification de ces  brusques 

changement.; de direction nous échappent complètement. 

2 - Les polynuclc'aires dosinophiles. 

Leur nombre varie d'un animal Ci l'autre, la cause en est  

encore inconnue. E n g6nL:ral peu nombreux, les  polynucléaires c'osino- 

philes sont facilement identifie's grâce à leurs volumineuses granulations. 

D'aspect gbnc'rai plus massif que les  polynucléaires neutrophiles, leur 

déplacement cst un peu moins rapidc et s'effectue le  plus souvent gr$ce 

à l 'émission de pseudopodes de petite taille qui surgissent à la  périphérie, 

puis se réunissent pour ê t re  envahis par le  cytoplasme cellulaire et les  

granulations. 



3 - Les cellules mononucl66es dc type histiocytaire. 

Dans les  20 premières heurcs les  histiocytce ont un com- 

portement diffCrent des p olynucldaires en ce sens qu'ils se déplacent 

lentement et se  d5forment peu au cours de leur dgplacement. (planche 1 

fig. b ). 

A leur p61e antérieur, la  membrane ondulante, dépourvue 

de granulations, animée de mouvements amples est  facilement visible. 

Immédiatement en a r r i è r e  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 denses de 

petite taille et parfois de petites vacuoles. Après ZOh, apparaissent de 

grandes cellules macrophagique s sans voile apparant avec un noyau 

presque central. Leurs déplacements sont nuls. 

4 - Cellules - d'allure lymphoçytair e 

Ceaucoup plus petites que les  précédentes, elles sont en 

petit nombre. Zlles ont un noyau arrondi avec une ou deux encocl~es e~ 

quelques masses cl~romatiniennes ;ilal linlit6es. Le cytoplasme est peu 

abondant et homogène. 

3 - CC1.-,LC 2T.5>w-ENT CES CELLULES C.E LtE:<ÇUDAT FEI7,ISCNEAL 

PXCVC1r.U;3 FAR LES I,,;Y XSVI..:U3 I N F L U E N  Z A 3 .  . - 

I:YlCLVIXUSINFLUXi\ILAEA i-2 A 1 F h ,  BLee. 
8 ' 

a)  Caractéristiques d e  l'exsudat. 

l''e;cçi-dat récolté 1 6  à Li Leures après  l'injection intrapéri- 

tongale de virus grip2al en suspension dans le liquide allantofque est t r è s  



Fig a : I-')olynucléaire s neutrophile s 

Fig, b : Cellule mononucléée 

CELLULES D'EXSUDAT PROVOQUE l'Ax LIQUIDE DE HANICJ 

P L A N C H 3  1 



abondant, fluide et contraste avec celui obtenu après injection de liquide 

allantolQue non infecté. Nous avons constaté ce fait, ~ j à  signalé par 

BORCET P. et QUERSIN-THIRY L. (137), avec une quantit6 de virus re- 

lativement faible (1 920 unités hémagglutinante s) comparée à celle qut ont 

utilisée cer derniers auteurs (20.480 unités hémagglutinantes ou davan- 

tage). 

L'examen des frottis ne nous a pas montré de particularités 

notables de l a  formule de l'exsudat. Nous n'avons pas noté, lors de 

l'examen des frottis colorés au Giemsa, de lésions cellulaires caractél* 

ristiques, et cela confirme les constatations de BORCET P. et QUERSIN- 

THIRY &. (138) qui nront observQ que 24 heures après l'injection du virus 

des aspects de mcnose,' " . -. 
,>L.; -;.;, . ,r , , , . i . ,  ..I 1 . -.Y" 

j3, r. G2,, L- in.* -j , .  ,, 
.m. 8. r i  -- 8?!: -1-  , , - '  . a .- 

. , br-h<orphologie. et cin6tique des leucocytes en microciné- 

L a  microscopie en contraste de phase révèle de t rès  iinpor- 

tantes lésions cellulair $ml que soit le type de virus 

grippal utilise', Toutefois ces lésions sont plus fréquentes et ?lus marquées 

avec la souche B lee qu'avec les souches A 1 FA et A FR 
8 * 

1 - Les polynucléaires neutrophile s . 
L es altérations sont de deux ordres, morphologiques et 

cinétique S. 

L e s  polynucléaires neutrophiles ont un aspect massif, sont 

ramassés sur eux-mêmes. Ils ont perdu leur souplesse et leur plasticit6 



h abituelleç ; leurs  contours se  déforment peu. La partie caudale est  

souvent impossible à distinguer (Slanche II, fig. a). Il s'y ajoute d'im- 

portantes perturbations de l a  mobilit6 cellulaire. L'émis sion de voiles 

hyaloplasmique s est t rks  ralentie, d'une ampleur moindre qu'au niveau 

des cellules normales. Ils sont réduits à une mince frange qui se d6place 

le  long du bord cellulaire. Les  dLplacements de la  cellules sont peu 

marqués, souvent limités à un mouvement de rotation sur place. 

La structure interne es t  e'galement modifiée : le  s granu- 

lations sp6cifiques sont diminuées en nombre, fait que . ROBINEAUX K. 

et FREEEKIC J. (139), et  plus récemment TGLICARD A. , COLLET A. 

et  PREGERMAIN 3. (140) ont observé après phagocytose de bactéries 

charbonneuses ou dans l es  foyers inflammatoires aseptiques. Gn dis- 

tingue parmi elles des formations arrondies denses, plus volumineuses, 

dont nous ignorons la  signification exacte. Le noyau n'apparaît altCré que 

dans l e s  cellules l es  plus atteintes : disparition des mottes chromati- 

niennes et accentuation des limites nucléaires. Enfin, des vacuoles de 
;' . .-(%-,-n.qqT 

!, ,- 8 + r, .% z& " - 

petite taille, aux limites get tes  et 'à contenu clair apparaissent dans l e  

cytoplasme, refoulant et ddformant l e  noyau lorsqulelles sont particu- 

lièrement nombreuses. Certaines dlcntre elles apparaissent en cours 

d'observation, concEquence d'une pinocytose exag6rtSe. 

Ces altérations précèdent de peu la  mort  cellulaire. Celle-ci 

se produit parfois en cours d'observation, caraat6risee par llarr@t brutal 

de tout mouvement interne. 



Fig. a : Polynucléaire  neutrophile 

'W 
: Ir ig ,  b : Cellule mononucléée 

CELLULES D'XXSUDAT PROVOQUE PAR LE VIRUS GRIPPAL B ( lee) 

PLANCHE II 



2 - Les polynucléaires éosinophiles. 

Au contraire des polynucl6aire s neutrephileta, l e s  p'qlynu- 

clésires éosinophiles que nous avons pu obierver ne montrent pas de 
- > '  

modifications morphologiques sensibles et leur activité cinétique nous 

est apparue normale. 

3 - Les cellules mononucléées, 

. . L e s  mouvements sont relentis, limités % une simple os- 

cillation ou à une rotation sur place pour les  cellules plus atteintes. 

Par  contre l'activité interne est peu modifié. 

Ces cellules présentent, en outre, de t r è s  graves alté- 

rations morphologiques, ainsi qul en témoignent l es  reproduction photo- 

graphiques de la  planche II, fig.  b : l'aspect massif,  la  tendance marquée 

b la vacuolisation, l e s  lésions nucléaires terminales caractérisées par 

une tomogénéisation avec disparition des mottes chromatiniennes rap- 

pellent beaucou?, par  leur aspect, l e s  lésions des polynucléaires neu- 

trophiles. Ces modifications morphologiques sont surtout marquées avec 

le  virus grippal B lee. 

De nombreux cadavres sont visibles : i l s  ont un aspect 

figé, la membrane ondulante immobilisée, tout mouvement interne ayant 

cessé, 

4 - Les cellules lymphocytordes sont trop peu nombreuses, dans l es  

préparations que nous avons examinées, pour que nous puissions en ana- 

lyser de façon valable leur altérations éventuelles sous l'influence du 

virus grippal. 



IV: YXGVIKUS INFLUENZAE INACTIVE FAR CHAUFFAGE 

A 56'. 

3 ~ u r  rniew comprendre le  inécanisme d'action du virus 

grippal, nous avons procédé à l'inoculatio~i intra-péritonéale de virus 

grippal inactivé prc'alablement par chauffage 1/2 heure Li 56 O .  

L'examen microcin6matographique montre que les alt@ - 
rations des  polynucléaires neutropkile s et  des cellules mononucléée s ca- 

ractéristiques de l'action du virus vivant, ne se  produisent pas avec le  

virus chauffe'. La vitesse de déplacement est semblable 3 celle de cellules 

normales. La souplesse et l a  plasticité cellulaires sont conservées, le  

nombre des  granulations spécifiques identique à celui noté sur l es  pré- 

parations témcins, at il n'existe pas de vacuolisation. 

L X  I.4YXCVIXUS INFLUENLAE CHES LES ANL.*AU;C 
- 

D\L\<UNISES, 

Chez l e s  animaux immunisés, le virus grippal est inoculé 

par voie intra-péritonéale, en üuspension dans du milieu de Hadcs, de 

façon B Bviter les effets d'une éventuelle sensibilisation de l'animal aw 
. . 

protéines du liquide allantorque . Nous avons préalablement vérifié que le 

milieu de 1-Ianks non infecté provoque llai?arition d'un exsudat en tous 

points comparables à celui observe après  infection intrapéritonéale de 

liquide allantorque. 

La vaccination protège les  cellules phagocytaires contre les  

effets toxiques des particules virales. 



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 no rrnale s . 
Chez 5 autres animaux, cette protection n'est que partielle : 

on note en effet la présence de cellules vacuolaires, aux mouvements 

ralentis, dont l 'aspect rappelle, à un moindre degré, les  observations 

effectuées chez l'animal non immunisé. Chez ce s  animaux, la réaction 

de Hirst ktait positive respectivement à 1/1260 dans 2 cas, à. 1/640, 

1/320 et 1/160 dans l es  3 autres cas. 

C - COA./ i ILXTE~.IENT DES CZL~LULES LiE .L'EXSUDAT 

1 - Etude des leucocytes de l'exsudat. 

ACENOVIRUS V 

a) Caractéristique de l'exsudat. 

L,texsudat provoqué par l'adénovirus V en suspension dans 

l e  liquide de Hanks es t  moinS abondant que l'exsudat obtenu avec le  

virus grippal. Il es t  toutefois plus important que celui obtenu avec le  

rlanks seul. Far contre il est plus visqueuu que dans l es  deux autres 

cas. La formule leucocytaire est  sensiblement l a  même que dans l es  

exsudats témoins. 



b) 2,:orphologie et cin4tique des leucocytes. 

- Exsudats cbtenus 16 à Z? heures après  l'inoculation. 

Nous avons observ6 pour les  cobayes ayant reçu les  doses 

6 
l e s  plus for tes  d1addnoviruo type V (?c7- 10 CE 50/ml sous cn volume 

de 3 ml Leur les exsudats de 24 heures et 5 m l  pour les exsudats de 

48 heures), unc ;>erte de la mobi1it.u' cellulaire. 

1) Les polynucléaires ont un aspect massif,  avec quelques mouve- 

ment s sur ?lace. Certains sont vacuolairec , Les mottes cliromati- 

niennes sont remaniGes et l e s  contours nucléaires plus rnarquos 

(planche III, Fig. a). 

2) Les cellules mononucldEes sont vacuolaires et leur mouvement 
m.. 

à peu près nul, mais un certain nombre d'entre elles oat englobd des 

polynucléaires , Cette cytophagie intensc et pr6coce des polynucl6aires 

par ces cellules, constatee à la  20ème heure confère un aspect t r è s  

particulier aux prdparations obtenues après  infection pe'ritonbale 

d'adénovirus. Certains polynucl6aires phagocytas sont directement inclus 

dans le cytoplaomc de l'histiocyte, immobiles et déja nettement rdduits 

en volume et  quelquefois fragment&s, D'autres sont contenus dans de 

vastes vacuoles où i ls  subissent un bras  sage continu (planche III, Fig. b). 

C'autres enfin sont encore aniinxs de rnouvements de rotation sur  eux- 

mêmes à llintLsieur de la cellule macroshagique et leurs granulations 

cytoplasmiques conservent une activit6 normale. 
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3 ) Les c'osinophiles et l e s  lyrnplrocytes ne présentent pas dJalté- 

rations morphologiques et cinéticp~es notables, 

- Exsudats entre 40 et 48 heures après  l'inoculation. 

La formule leucocytaire est  alors changée, Les  histiocytes 

sont en majorite' : ce sont de grandes cellules macrophagiques à mouve- 

ment réduit sans membrane ondulante apparente, Ils sont vacuolaire s, 

1,a cytophagie augmente, Certains I~istiocytes contiennent slucieurs soly- 

nuclkaires 9 des stades diffsrcnts de digesticn. 

c) Index de cytophagie. 

L'index de cytophagic a 6t6 bvalué de la  façon suivante : 

le  % dlhistiocytes ayant phagocyt6 un ou plusieurs polynuclEaires 

 a able au VII). 

Nous avons ainsi montré que le pourcentage de cellules 

phagocytdes .est d'autant plus important que le t i t re  du virus inocul6 

est plus 61cv6 (TableauxVI11 et Ix), 



w 
Fig. b : Cellule mononucléde ayant phagocyté 

un polynucléaire neutrophile. 

PLANCHE III 



.-- --- - - - . - - - -- - -- 
T $ des histiocytes de temps entr 

polynucléaikes 1 ayant phagocyte llixioculation et la 
l des polynucf &aires récolte de l'exsud -- -- 7---- 

4 % i l % ,  
4 18 h 

G? 4 %  . 4 113 h 
d 3 % 3 .. .. . 20 h 

4 % "- 5 
E 

20 h 
6 % 7 

\P) 
7 C  h 

1,5 % 2 44 h 
3 % 3 ' 4 4 h  

6 44 h - 
57 2 2  h 
96 - ----- 48 h 

l 2 1  % 7 7 20 h 

6 2 6  % 3 2. ;C h 
1 O 7 1  $ 23 ? < 

+ 11 

35 % 37 - - 
y* j4 h 

> ---A- 31 19 % % - 7 34 1 4? h 
18 h 

al 
a 15 % 16 '8  h 
s 10 % 17 
C, 

&?h 
1 O 9 % 12 18 h 

26 % - 
;. . - .  .20 h 

10 '$3 ' 21 h 
25 % 4 25 " 2 ,  4 48 h 
1 1  % 14 18 h 
13 % 18 h 
1 1  % 21 h 
19 % 22 h 

I A- l? % 15 
I 

46 h 
5 % 5 7 1 8  h 
9 % 7 ++ 17 18 h 

I 5 % 5 20 h 
7 '% 7 1 48 h 

TABLEAU VI1 

INDEX TE CYTOPHAGIE 



Index de 
Cytophagig 

0 % 

L-___-- 

103 104 105 10 6 18 
'! 7- 

Titre  du virus T1.2 5 ~ / m l  
Exsudat de  18 h 22 heures 

TABLEAU VI11 -. - 





ADENOVIRUS - CHAUFFE 1/2 heure A 56'. 

Un chauffage préalable de la  suspension virale pendant 

1/2 heure à 56" diminue les  al térat io~is morphologiques et l e  pourcentage 

des polynucléaires phagocyté S. Celui-ci demeure cependant significatif 

alors que le pouvoir infectieux du virus es t  supprimé à cette temsé- 

rature. 

ACXNGVIRUS CHAUFF,T 5' A 100" 

Un chauffage préalable à 10GO pendant 5' fait disparaitre la  

cytoshagie et supsrime égaleinent l es  pr turbat ions  cinétiques et les  

altérations morpliologiques cellulaires constatées chez les  animaux qui 

reçoivent le virus non chauffe*, 

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

guartz des leucocytes de l'exsudat obtenu par injection 

d'adGnovirus type V. 

L'astitude phagocytaire de ces leucocytes appr6ciée "in 

vitro" montre une diminution t r è s  nette d'activité notamment sour les  

neutrophileo. Cette diminution d1activit6 ne se manifeste qu'après un 

temps de latence de plusieurs heures : les  polynucl6aires de l'exsudat 

récolté à la  7ème heure après l'injection intra-péritonéale présentent une 

aptitude phagocytaire intense a lc r s  que les cellules récoltées à l a  14ème 

heure sont beaucoup moins actives : 1 O à 20 $ de polynucléaires seule- 

ment contiennent des particule s de quartz. 



APTITVDE RIAaOCTTAlU VII-A-= D I .  PAXZItULCd DE O W T Z  DES WLIMUCLSAMXd DR U 

DU COU= O B T ~  PAX mmnm ~TEA-PUITONEALE D~ADENOWRUS TTPE s (- il 

3 Ad6novirus & type 5 

30 

20 

10 

2)  SurMgmant & ColtUr.. d. se 
non infectle8 

80 

70 

60 

50 

40 

30 

20 

10 

ETUDE COMPARATIVE DE L'APTITUDE P H W Y T A l R E  DE$ POLYNU 

L'EXSUDAT OBTENU PAR IN=%- 
1) LlqUi40 da- ; &) 

3) Ad6wvirun da type 5 ; 4) Ad6novirus de type 5 chauff6 i 100s .; 
(Exsudat r6coltC e n t r ~  la 14e et la 16e heure) 

TARLEAU" X 
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D a n  s l e s  heures qui suivent, la phagocytose est plus 

marquée mais il faut noter que parallèlement l'index de cytophagic 

augmente,traduisant la disparition progre s sive des polynucl6aires alté - 
r é s  par l'action des adénovirus  a able au >< Fig, 1). 

La courbe d'aptitude phagocytaire des histiocytes suit 

celle des polynucl6aire s neutrophile s mais l e s  variations apparais sent 

moins nettes. 

Ces fai ts  semblent bien dus à l a  particule virale. En effet 

lorsque l'on compare entre la 14ème et la  16bme heure l'activit6 des  

polynucléaires 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 à 10O0, pendant 5', on constate une nette di- 

minution de ln phagocytose du quartz sous l'influence des adCnovirus 

vivants ':  a able au X, fig, 2) ce qui recoupe parfaitement les  rdsultats 

de l'examen cin6tique et mor2hologique des polynucléaires neutrophiles 

en microcinbmatographie en contraste de ?'nase. 

D - CCi,iTG;tTElviENT DES CELLULES D E  L'EXSUDAT 

PERIIONEAL PROVCiQUZ ?AR LE IJ~YXOVIRUS 

PAL~AINI'LUENZAE III. 

a) Caractéristiques morpholo~iques et cinétiques de 

J a  
1' ex suaat périton6al. 

L'exsudat est  de moyenne importance mais riche en 

cellule s . 



Lr examen microcinématographique en contraste de phase 

révèle divers tyyô%dkltératiuns cellulaires surtout nettes dans l es  exsu- 

dats récoltés entre la  16ème et la 211êine heure. 

Les  polynucléaires --- neutr ophile s asparai s s ent ç ensiblement 

normaux dans l es  3 3 5 p e m i è r e s  minutes qui suivent leur ;x-Llèvernent 

de la  cavit6 :>éritcn6ale. Leur mer-?;ologie interne, leur d2;~lacenlent 

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

cellules du surnageant de cultures non infectées. iviais pass6 ce court 

délai, les  polynuclBaires neutrophiles s '  ktalent brusquement sur le  

ver re ,  les  cellules voisines s'accolent parfois en formations d'allure 

syncytiale : l e s  noyaux sont nettement visibles et déployés au sein du 

cytoplasme etal@', alors que les granulations en nombre normal sont ani- 

més  de mouvements t r è s  vifs, 

F a r  contre les  cellules, ainsi &talées, sont immobilisées, 

incapables de se se'parer les unes des autres lorsqulelles sont accolées 

en formations poeudo-syncytiales . (planche IV) 

L e s  rnacro~hages  pr6sentent Bgalement des altérations mor-  

phologiques nettes : ces cellules ont un aspect arrondi, massif et sont 

fréquemment le  siège d'une vacuolisation nette. Elles présentent une 

certaine tendance à lraccolement mais moins marquée que Tour les poly- 

nucléaires neutrophiles. Leurs déplacements sont sresque nuls, 

L'index de cytophacie slaccroiTt régulièrement à i ~ a r t i r  de la 15ème heure 

mais ne de'passe pas 10 A 15 Ifo , L1index de cytophagie des exsudats entre 

40 et 48 heures est  en moyenne de 8 F/;1, 



5 FGXMATIGN PSEUDG-SYNCYTMLE 

OBSERVEE DAN3 L'EXSUDAT PERITONEALt PROVOQUE 

P A R  LE i.IYIT.VIXUS PAKAINFGUENLAE III - Souche EA 102 

P L A N C H E  IV - 



i e s lymphocytes et les  polynucléaires éosinophiles ne 

présentent ?as d'altérations morphologiques 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 à vis des particules de quartz. 

L e s  polynucléaires neutrophiles, r4coltés à partir de la 

16ème heure et surtout vers  la 21ème heure prdsentent une aptitude pha- 

gocytaire nettement inférieure à celle des solynucléaires récoltés à la 

7ème heure et  toujours inférieure à celle constatee chez les  animaux 

témoins co able au XI, Fig. 1). 

A partir de la  2 3  ème heure la  2hagocytose des particules 

de quartz est  à nouveau plus intense mais il faut noter que parallèlement 

l'index de cytophagie des  polynucléaires par l es  macrophages augmente, 

traduisant la disparition progressive des cellules l e s  plus altérées. 

L'apport d1él4mento cellulaires nouveaux au niveau de la cavitd 2érito- 

néale, qui n'ont ;-as kt6 soumis à l'action des I.,iyxovirus parainfluenzae III 

de façon durable, contribue également à expliquer cette reprise t$'~+stj.-- , 
- 8  - z 

vit6 phagocytaire. 

Le s variations de la courbe phagocytaire des histiocyte a 

sont ici beaucoup moins nettes, fait que nous avions déjà noté dans l e  

chapitre précédent avec les  adénovirus  a able au XI, Fig. 2). 





E - CCi.lICI:TEI,;ENT - DES C.T;LUi8ES DE L'EXSUDAT iailCVCC..UE 

-PAF. ï Z  VI2US VACCINAL. - 

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

L'inoculation du virus vaccinal srovoque dans l a  cavit6 pé- 

ritonéale du cobaye un exsudat >eu abondant mais t r è s  épais. 

Les polynucl6aires ont un a s p c t  passif avec q ~ e l q u c s  mou- 

vements sur place, i ls  sont analoguc,s aux polynucléaires décrits avec 

lladénovirus type V. Cn observe un certain nombre de noyaux ~3ycnotiques. 

Les I~istiocytes oont sid8rbs, souvent vacuolaires. 
_ . I. 

Sdlindex de cytophagie est  Elev6 et on observe quelquefois de 

nombreux polynucl6aires par histiocytes. Cn note égalerncnt un rema- 

niement de la car  xnatine assez  im;~.~rtant .  

~ c s  lymphocytes et l e s  6osinophiles ne semblent ;Jas 

atteints. Nous avons essay6 de met t re  ces cellules en survie cn flacons à 

lamelle dans un milieu de culture (liquide de Zarle à llhydrolysat de 

~ac ta lbumine)  identique à celui utiliss pour la culture du virus sur 

cellules AB et I-iela. De msme que les  celiules de l'exsudat pGriton6al 

provoqué par le liquide de Hankç, elles se  fixent sur le  ve r r c  au depart, 

mais contrairement aux cellules temoins, elles se décollent et d6gé- 

nèrent rapidement. Nous avons pu isoler le  virus vaccina1 sur cellules 

Hela ou I<B à partir des leucocytes d'exsudats de 48 heures ou même 

d'exsudats de 48 heures mis  quelques jours en survie , luais nous n'avons 

pas pu mettre en évidence de multiplication virale. La coloration à 



Fie a : Folynucléaire neutrophile 

Fie. b : Cellule mononucléée ayant pnagocyté \"/ 
de nombreuses cellules 

CELLULES D'EXSUDAT PROVOQUE PAR LZ VIRUS VACCINAL 

PLANCHE V 



llhémalin éosine de cellules m:.ses en survie montre chez certains 

cobayes autour du noyzu des rr.asses allongées foncées qui peuvent 

8tre interprétées comme d.2~ raz-sses chrom-.tiniennes provenailt du 

noyau et remaniées ou comme c.es inclusions type guarnieri analogues 

aux inclusions observées dans los cellules de cultures de tissus : 

HeLa, KB, Amniotiques, RS av8?c ce m8me virus (LEBLOIS JI (141)). 

D 1s C IJS S I O N  N?.,, 

D'une manière générale, on peut noref?@ue l'injection 

de particules virulentes amène l'apparition d'un exsudat plus riche 

que chez les anima.ux témoins. 

Les eosinophiles st les lymphocytes en petit nombre 

l Jiail!& 
dans lrexsu t ne semblent prksenter aucune modification caracté- 

ristique, Seuls les polynucléair~s neutrophiles et les histiocytes 

montrent des alterations morphologiques et  cinétiaues imps 

l r s e s  a) Altérations div,. 
8 _ 

Certaines alt6rati ~ n s  morphologiques se rencoitrent 

avec chaque virus étudié et scnt l e  signe d'une souffrance cellulaire 

banale : cellules arrondies, massives avec ddplacement nul ou 

limité à des mouvements de r 3tation sur place. D'autres altérations 

bien que non spécifiques comme nous le verrons plus loin, peuvent 



caractériser de préférence telle ou telle atteinte virale : vacuolisa- 

tion intense pour l e  virus grip;,al, tendance à l'étalement cytoplas- 

mique avec accollements cellulzires pour le myxovirus parainfluenzae 

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

Les accollements  ell lu la ires ont retenu particulibrement 

notre attention, l e  virus E k  102 provoquant l'apparition de syncy- 

tiums en culture de cellules I-,eLa. En fait, les aspects que nous 

avons rencontrés ne correspondent pas à de vkritables syncytiums : 

les granulations ne passent jamais d'une cellule l'autre au cours 

de leurs deplacements et l'observation prolongée entre lame et 

lamelle montre qu'après 24 heures le  cytoplasme cellulaire s e  ré- 

tracte, lais sant réapparafire des cloisons intra-cellulaires nettement 

individualis6es. Ii est toutefois possible que les accollements obser- 

vés soient liés à une altération de la membrane cellulaire dont l e  

mécanisme reste à préciser. 

Cette tendance à l'accollement et à l'étalement cellu- 

laire ne saurait cependant Etre considérée comme spécifique ; de 

tels aspects sont parfois observds à l'examen dlexsudats provoquQs 

par le virus de la grippe ou à 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- 

:l 
ci intéressent la quasi totalité des polynucléaires de l'exsudat pro- . 

voqué par les myxovirus parainfiuenzae III. 
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La cytophagie intense des polynucléaires par les histio- 

cytes ne peut également dtre 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. d8s 1926 (142) lorsqulils Btudiaient 

l'exsudat pleural provoqué par l'injection de tuberculine chez: l'animal 

allergique, BORDE T S. ( 143) la signale également lor squlil étudie 

l'exsudat péritonéal provoqué par du bouillon, 

il est  vraisemblable que la cytophagie des polynucléaires 

représente un témoin indirect de l'altération de ces cellules sous 

l'action de facteurs divers, et soit, à ce titre, un élément intéres- 

sant pour l'étude de l'atteinte virale. 

En effet, l'activité phagocytaire vis à vis du quarte, 

étudiée avec l'adénovirus type V et le Myxovirus parainfiuenzae III, 

montre qu'à un certain moment : vers la 14ème heure pour l'adé- 

novirus type V, vers la 2Obme heure pour les myxovirus, alors que 

la cytophagie n'est Fas encore importante, il y a dans la cavité 

péritonéale du cobaye une réduction très nette de l'activité de ces 

polynucléaires qui sont alors une proie toute trouvée pour les his- - - - 
-L,+-.,.-+- - . .-.. ' . _ .  8 .  . . .  I I  . . ,  

tiocytes qui commencent à affluer dans la ca&k pg=i 

b) Les modifications morpholo~iques et cinétiques sont- 

elles dues aux virus phagocytés ? 

Pour montrer que les modifications morphologiques et 

cinétiques sont bien dues à la présence du virus dans ces cellules 

péritonéales, nous avons tenté de réisoler le virus des exsudats. 





Isolement du virus à partir des exsudats péritonéaux provoqués par 

l e  virus grippal B, Lee. - 
Le tableau XII montre que : 22h après l'inoculation 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 à laver les leucocytes de ilexsudat est quelquefois positif en 

hémagglutination (hémagglutination des hématies de poule). Le liquide 

du deuxième lavage est  toujours négatif par la même méthode. Par  

contre, les cellules lavées, congelées et décongelées sont positives 

en hémagglutination et les titres après inoculation dans la cavité 

allantoQue d'oeufs de poule embryonnés peuvent atteindre 1/16 O ; 

ce qui montre que le virus associé aux leucocytes possède toujours 

son pouvoir infectant en mgme temps que son pouvoir hémagglutinant. 

: 44h après l'inoculation du 

virus dans la cavité péritonéale : 

- on ne retrouve plus de virus en dehors des leucocytes 

et il semble avoir perdu son pouvoir infectant. 

Isolement de virus des exsudats péritonéaux provoqués par l e  virus 

vaccinal. 

Le virus vaccina1 a pu 8tre isolé sur cellules HeLa et 

KB 6 fois sur 12 à partir des leucocytes soit d'exsudats de 48h, soit 

d'exsudats de 48h mis quelques joùrs en survie. Mais nous n'avons 
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pu noter de montee du titre du virus pouvant apporter une preuve de 

multiplication virale à l'intérieur des leucocytes. Le virus a été 

retrouvé 3 fois sur 10 du premier liquide de lavage. 

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

tionb virales (entre autres, aux myxovirus i n f l u e n ~  et parainfluenzae, 

aux adenovirus, au virus vaccinal), l'atteinte cellulaire ne peut Btre 

mise sur l e  compte de la multiplication virale. il semble plus logi- 

que d'incriminer une toxicité propre des particules virales s'exerçant 

à l'échelon cellulaire. Les altérations cellulaires morphologiques et 
; 1 8 -  

cinétiques variant suivant l'agent pathogbne étudie, laisseraimren&g-g: , 

voir l'existence de modalitSs d'action toxique différentes, 

Cette action toxique est  thermolabile et un chayffa4e 
- #?-;- /% 
r 0,- 

préalable la  supprime. Le chauffage de la suspension grippale 1/2h, 

à 56" suffit à détruire l e  pouvoir toxique de ce virus et paralléle- 
0 

ment abolit les altérations des leucocytes de cobaye. 

Un chauffage à 100°, pendant 5' supprime complètement 

les altérations cellulaires dues à 1'adSnovirus V tandis qu'un simple 

chauffage à 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 même les effets du pouvoir toxiqce 

de ce virus tout au moins partiellement. 

Le pouvoir toxique des virus a déjà ét6 étudié par dif- 

férents auteurs. En 1951-1953, BORDET P. et QUERSIN-THIRY L. 

(144) étudient l'action du virus grippal sur l e  cobaye. Ltinoculation 



intrapéritonéale du virus grippal $%ovoque un exsudat abondant, des 

images de pycnose des polynucléaires e t  un accroissement considé- 

rable de la réceptivité à diverses infections bactériennes. Cette 

influence est  abolie par chauffage préalable du virus à 60' pendant 
A 

30'. Cette influence favorisante qu'exerce l e  virus grippal sur  cer-  

taines infections associées rel ive,  dis ent-ils, également, d'une action 

toxique du virus grippal. Elle s e  manifeste sans délai après l'injec- 

tion d'une dose massive de virus au cobaye non réceptif à l'infection 

grippale, Cette augmentation de réceptivité es t  nulle vis à. vis du 

pneumocoque, considérable à 1' égard du streptocoque hémolytique el 

surtout e s  à vis du bacille de Pfeiffer. Cette action pro-infectieuse 

du virus grippal es t  bien connue en pathologie humaine. Une suite de 

travaux expkrimentaux ont Sté publiés à ce sujet : le  streptocoque 

(CARLISLE H , N , ,  HUDSON P, (145) ) (WILSON H.E. e t  son équipe 

(146) ), le  staphylocoque (DACHY A, (147), GALEAZZI F, 

ViSCO (148) , l e  pneumocoque (HARFORD C. G. e t  son équipe (149) ), 

le  bacille tuberculeux (VOLKERT M. et son équipe (150) ), et surtout 

hémophilus influenzae (BUDDINGH G. J. (1 5 l), FRANCIS Tb , 

TORREGROSA M,V, (152 a)) ont un pouvoir exalté lorsqulils sont 

associés aux virus. 

E n  1946, HENLE G. et HEPJLE W. (152) constatent 

que, injecté à forte dose par voie intraveineuse ou intra-abdominale, 

le  virus grippal A PR8 sans s e  multiplier de façon apparente tue la  

souris avec lésions au bout de 9 à 96h, alors que l'infection grippale 
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n'a pas eu le  temps de se développer.Cet effet est neutralisé par 

llantisérurn PR8 et non par l'antisérum B. 

De meme ZAKAY-RONESS et son kquipe (153) montrenb 

que l'inoculation intraveineuse à haute concentration du virus vaccina1 

chez la souris cause la mort des animaux en 12 à 24h sans qu'aucune 

multiplication virale soit décelable, Les faibles concentrations de 

virus sont sans effet, 

Le virus purifié au fluorocarbone donne les mêmes effets 

que le virus brut. 

Parmi les changements pathologiques observ6s, on note 

surtout des hé'morragies sévères 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 à la 

souris les virus de la Stamôtite 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 

rkticulo-endothéliales du foie. Ces auteurs concluent qu'il s'agirait 

d'un effet toxique. 

En 1961, KAT0 N. et  HARA H. (155) m ~ n t r e n t  que 

l'injection intraveineus e d'une suspension concentr6e de virus grippal 

A PR8 cause également la mort des lapins, animaux non récepteurs 

à ce virus, par action toxique au bout de 8 à 16h. De plus, la mort 

survient également après injection de virus ultrasonp6: lh (virus qui 

a perdu beaucoup de son pouvoir infectieux chez les embryons de 
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poulet) avec lésions identiques à celles du lapin infect6 avec l e  virus 

intact. Les suspensions de virus inactivés par la chaleur et les UV 

perdent leur effet lethal sur e s  lapins, c'est à dire leur pouvoir 

toxique et leur pouvoir infecticxuc chez les embryons de poulet, 

tandis que leurs titres hérnagylutinants sont maintenus. 

NISHMI M. et BERWOPF H., en 1958, (156) devant 

l'absence de multiplication du virus vaccina1 en culture de leucocytes 

de souris et les lésions cytoplasmiques observées, font une sér ie  

d'expériences en traitant ce virus soit pax la chaleur soit par les 

UV. Le chauffage à 56 pendant 4 0' 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 à 60" 

inhibe com$lktement les deux effets. 

LJ exposition aux U V pendant 5' abolit complktement les 

modifications morphologiques dans ces mêmes cultures mais l e  

pouvoir infectieux demeure en cellules amniotiques. 

Ces auteurs aboutissent aux mêmes conclusions : les 

propriétés toxiques du virus grippal accusent une ré  sistance au 

chauffage intermédiaire entre celle du pouvoir infectant et du pou- 

voir hémagglutinant et sont spécifiquementreutralisées par les 

immuns-sérums correspondants. Les éléments responsables des 

effets toxiques sont indépendants à la fois du pouvoir infectant et  du 

pouvoir hemagglutinant que possede le  virus. 



T;;:;.? 
Le pouvoir infeccanz ez: le pouvoir toxique des virus ='"- 

dépendent de constituants différents à l'intérieur de la  particule 

virale, 

Le "facteur toxiquef1 des adénovirus a pu etre  séparé 

de la particule infectieuse par centrifugation, C'est un facteur solu- 

ble de nature protéique, Il est détruit par l'action de la trypsine 

mais résiste au chauffage à 56 O .  En cultures de cellules épithéliales, 

on note deux effets cytopathogènes distincts du virus : le premier, 

da à la multiplication du virus, est caractérisé par le développement 
- 8 , .  r -  
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d'inclusions intranucléaires et  une des trucb9fï cellulaire tardive. Le 

second,plus précoce, se  traduit par un arrondissement et une agglu- 

tination des cellules sans perturbations de leur métabolisme. C1 est  

ce second effet qu'on qualifie de toxique. Nous ne pouvons cependant 

pas conclure de nos expériences, que l'effet des adrinovirus sur les 

cellules de l'exsudat péritonéal provoqué chez le cobaye est  lie B la  

particule virale elle-même ou à la "protéine toxique" étudié par 

PEREIRA ( 15 7). 



11 - ETUDE DE LA CYTOTOXICITE IN VITRO DU MYXO- 

VIRUS INFLUENZAE B LEE SUR LES MACROPHAGES 

ALVEOLAIRES DE COBAYE. 

1 - Etude en rnicrocinématographie en contraste 
de phase. 

2 - Etude en Micxoscopie Electronique 

3 - Répercussion sur leur métabolisme en appareil 
de Warburg. 

O 

- MATERIEL ET METHODE 

- VIRUS 

Le virus grippal est le Myxovirus influenzae B, 

souche Lee, inoculé. dans la cavité allantordienne d'oeufs de poule 
2'. 8 '  9 . - ,  ï r -  
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embryonnés de 10 jours. Le liquide allantoiaien est récoltd 48h plus 

tard, Il est  fixé sur des. hématies de poule puis élué soit dans du 

liquide de Hanks, soit dans l e  milieu nutrifif utilise pour l'expé- 

rience, On obtient ainsi des suspensions à 1280 - 2560 - 5120 unités 

hémagglutinantes par ml. 

Une partie des virus est mise en ampoule 

scellée et chauffée 1/2 heure à 56 O .  Un liquide témoin est préparé 

de la m&me façon à partir d'un liquide allantordien non infecté. 



a) Obtention des cellules , --------------- 
Des cobayes d'un poids moyen de 500 grs sont 

sacrifiés à l'éther et  l e  bloc cardio-pulmonaire prélevé après occlu- 

sion préalable de la trachée. 5 ml de liquide Hanks chauffé à 37" 

sont ensuite injectés par voie trachéale et l e  tissu pulmonaire est 

massé doucement avant réaspiration du liquide. Cette opération est  

répétée 4 fois (technique de Myrwick modifiée (158) ). Le liquide de 

pension dans le liquide de Earle à lthydrolysat de Lactalbumine addi- 

tionné de sérum de veau 10% et d'antibiotiques à 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 à lamelles de 25 ml (2 ml par 

flacon), suivant leur emploi . 
Le nombre des cellules récoltées varie de 20 à 

40 millions par animal. L'examen microscopique révèle un mélange en 

proportions variables d'un animal à llautr e de polynucléaires neutro- 

philes et éosinophiles, de cellules bronchiques et de cellules mono- 

nucléées, ces dernières sont dtorigine alvéolaire, seules, elles se  

fixent sur le  verre et constituent notre matériel d'étude. Elles re-  

présentent 40 à 60% des cellules récoltées, les autres sont éliminées 

au premier changement de milieu. 

b) _-_____-_---_______---- Méthode d'étude en microcinémato~rraphi- 

L a s u s pension de macrophages alvéolaires 



obtenus par lavage des poumons de cobaye, est placée dans un flacon 

de 250 ml à fond plat. Aprés 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 Cr 37'. Les cellules sont alors 

détachées de leur support par une solution de versène dont la compo- 

sition est la suivante : 

EDTA (sel sodique de l'acide éthylène diamine tetra acétique), , . 1,25 g 
NaC1 ...................................................... 8g 
KC1.o .................................................... .0120g 
NaZH PO4 ................................................ 1,15 g 
KN2P04 ................................................... 0,,20g 
H2O Q.s.P......... ....................................... 1 l i tre 

Les cellules sont numérées et remises en sus- 

pension dans l e  milieu de survie 2i raison de 1.000.0 00 de cellules 

par ml en tubes siliconés. On ajoute alors, soit le virus grippal à 

raison de 50, 200, 320, 400 unités hémagglutinantes par ml soit le  

virus chauffé, soit le  liquide témoin. ( 

Après 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 aprks sé- 

dimentation. 

Cette lamelle est prélevée des intervalles de :: .,,# 1 
temps réguliers, montke en cellule de Barski, et le comportement 

cellulaire est filmé en microscopie en contraste de phase, en chambre 

C. Zeiss maintenue à 37" centigrades. Les prises de vue sont 



effectuées CL raison d'une image toutes les 4 secondes, et  le  film 

obtenu projeté à 16 images seconde (accélération d'observation : 64). 

c)  Méthode _ _ _ _ _ _ _ - _ - _ _ _ _ _ _ _ _ _  d'ktude en microscopie ___----_ électronique. 

Les macrophages alvéolaires sont mis en pré- 

sence du virus grippal dans les mêmes conditions que préalablement 

mais demeurant en tubes siliconés : les cellules sont prélevées à des 

intervalles de temps réguliers après l'introduction du virus, et 

immédiatement fixées à l'acide osmique à 2% en tampon Dalton (au 

bichromate de potassium), Sr 0' pendant 1 heure. 

Aprks déshydratation suivant la  met hode clas - 
sique, l'inclusion est  faite dans 1'Epon (Epikote 8 12). 

Les coupes sont effectuées à l'ultra microtome 

Porter Blum sur couteaux de verre et montées sur grilles nues. 

Elles sont ensuite colorées à l'hydroxyde de plomb pendant 10' . 
L'examen est  effectué au microscope électronique Hitachi H.U. 11 A. 

d) _ M @ ~ ~ ~ ~ ~ & &  du mét~bolisme cellulaire en 
appareil de Warburg, - ----------- 

Les macrophages alvéolaires sont obtenus dans 

les mêmes conditions que précédemment. 

Après 24 heures de culture, les cellules sont 

versinisées. Le virus grippal souche B Lee, soit non traité, soit 

traité par chauffage à 56'. pendant 30', est utilisé à raison de 200 

unités hémagglutinantes pour 10 6 macrophages. 



- Les mesures de consommation d'oxygène sont 

effectuées en appareil de Warburg. Les fioles, munies d'vn intermé- 

diaire contenant un filtre de coton stérile, sont autoclavées au préa- 

lable. Les cellules sont mises en suspension dans lm1 de milieu 

nutritif dont la composition est donnée ci-dessous (pour 1 ml) : 

Cl2 Ca anhydre 1,75 x l o 3 ~  ; S04Mg,7 H20 5.9 x l o 4 ~  ; 

3 ClNa 8 , 5  x 103 M ; CIK 3,9  x lo4 ; glucoee 1.1 x 10 M ; 

NaoH 5 x ld? M ; Hydrolysat de lactalbumine 3660 g ; 

levure 732 g ; vitamines 6,6 rilitres (Biotine lg., acide fo- 

lique l g., acide nicotinipue l g, , acide panthotenique l g., 

thiamine 1 g., riboflavine 0 , l  g, Mesdnositol 2 g., choline 

1 g., eau bidistillée 1000 ml) ; sérum de veau 66jclitres; 

Antibiotiques 2,6 ,filitres (Pénicilline 50 0 U; Streptomycine 

50 !,g, Néomycine 50 L C  g, eau bidistillée 1 ml). 

La composition d'une fiole est  la suivante : 

- 1 ml de milieu contenant 4 106 cellules .auquel on ajoute 

O,2 ml diune solution de glucose marqué soit uniformé- 

ment (glucose ~ 1 4  C, CEA), soit sur le carbone 1 (glucose 

1 1 4 ~ ,  ~ m e r t s h a m ) ,  soit sur le carbone 6 (glucose 6 1 4 ~ ,  

~ m e r t s h a m )  (0,2 microcuries/0,2 ml H20 bidistillée). 

- O,Z ml de KOH décarbonatée dans le godet central, 

- 0,2 ml dJune solution de TCA 10% dans une anse latérale, 

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



Au temps zéro, la suspension virale est  versée 

dans l e  milieu contenant les =acrophages. Les mesures manomé- 

triques sont effectuées toutes ies 30 minutes, puis toutes les heures. 

Les résultats sont exprimés en micromoles d'oxygène consommées 

en 24 heures par 4 10' cellules. 

Mesure du CO2 marqué. 

En fin d'expérience, on verse le  T.C.A. dans la 

suspension cellulaire pour libérer le C 02 total dissout. L'appareil 

est laissé en mouvement pendant 30 minutes, puis on recueille l e  

carbonate de potassium contenu dans le  godet central de la fiole. 

Ce godet est rincé 6 fois de suite à l'eau tridistillée décarbonatée. 

Le CO2 est précipité sous forme de CO3Ba par addition de 1 ml 

de Cl2 Ba à saturation en présence de ClNH4. La suspension es t  

passée sur filtre (rnillipore, O U 4 5 , h  ), .lavée à l'eau. Les filtres 

sont séchés sous lampe infra-rouge, fixés sur plaques métalliques 

et la radioactivité est  évaluée à l'aide diun compteur Geiger à faible 

bruit de fond. . . . - 

i - I I  

' Les résultats sont exprimés en pourcentage de 

14 
C. du CO2 dégagé par rapport au 14c. total du glucose utilisé. 

Compte tenu de la quantité de glucose 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. 
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RES ULTA TS 

A - MORPHOLOGIE ET CINETIQUE DU MACROPHAGE ALVEO- 

LAIRE - STRUCTURE DU VIRUS GRIPPAL B. LEE 

- Macrophage a1.véolaire 

Un grand nombre d'expériences sur les macrophages 

alvéolaires de cobaye ont été réalisées par nous (350 animaux) et 
1 

ont servi à d'autres buts. Cette technique permet, en effet, l'étude 

non seulement de la toxicité des virus mais celle de bien d'autres 

substances entre autres des poussières 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 $ai* variable' et l'on note l1exis- 

tence fréquente de larges vacrioles cytoplasmiques. Les cellules 

pos s èdent habituellement un noyau arrondi, parfois polylobé , rare- 

ment 2 ou plusieurs noyaux (planche VI - fig a). A partir du 2ème 

jour de culture dtimportantes i-~lodifications morphologiques et  ciné- 

tiques surviennent. Les cellules émettent des prolongements adhérents 

au verre, les inclusions cytoplasmiques deviennent moins nombreuses, 

les vacuoles disparaissent. La microcinématographie révèle un voile 

périphérique dépourvu de granuiations, doués de mouvements amples 

et d'une intense activité pinocytaire (?l@che VI - fig b). Le nombre 

des cellules décroit chaque jouz.. On ne note pas de multiplication 



F i e .  a - Uacrophsge  alvkolaire le jour de l a  
récolte, 



Yacrophage  Ternoin e n  s u r v i e  d e p u i s  2 4  h : 
a u c u n  s i g n e  d ' a l t é r a t i o n  n u c l G a i r e  ou c y t o p l a s m i q u e  

G r o s s i s s e m e n t  : X 21.000 

PLANCHE VI1 
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cellulaire, Nos expériences ont ét6 r ia l i sées  avec des cellules de 

24 heures de survie. Ces cellules après versinisation et séjour en 

tubes siliconnés de 2 heures se recollent clans une large proportion. 

Cbservées quelques heures plus t a rd  elles sont l6gèrement vacuolaires 

mais ne prdsentent pas de signes de souffrance. 

LJQtude au lllicroscope Xlectronique des cou?es minces 

de ces macroshageo montre un noyau limit6 par une double mem- 

brane avec un nucléole, des mitochondries avec crêtes bien visibles, 

l'ergastoplasme, de nombreuses inclusions. Les  prolongements 

entourent la  cellule correspondent à la  membrane ondulante formant 

des replis (Planche VU). 

Structure du virus grippal B Lee 

La méthode de coloration négative de Brenner et 

Horne, 1957 a permis l'étude détaillée de ce virus au iulicroscope 

Electronique (HG'YLE L. , HORNE R. W., 'CVATERSON A.  P. , 1961 (159)). 

Nous avons examiné par ce moyen notre suspension virale : Les par- 

ticule s ont une forme sphérique exceptionnellement allongée. On 

observe une membrane bien d6finie recouverte de projections régu- 

lièrement disposées autour de la particule. (planche VIII). Nous 

n'avons s a s  observ6 de structure hélicofdale à l'intérieur du virion 

mais nous nous sommes bornés qu'à l'observation du virus cumslet. 

Certaines particules ont un centre opaque aux électrons, montrant la  

péndtration de l'acide phosphotungstique à l'intérieur par une f issure 

probable de la  membrane. Nous allons retrouver ce même virus en 



contact des macrophages en coupe ultra-fines . Certaines particules 

montrent nettement la membrane et les projections p6riodiques. 

LCL 
.s .inkluenzae B Lee. (Coloration en contraste& 



- 

lilacrophage f i x é  a p r è s  1 h Ge contact 
avea le virus. Les particules virales sont agglutinées 

à la membrane cellulaire. Grossissement : X 15,000 

PLABCHE IX - 



a - - ETUl-i3 LE LA PHAGOCYT3SE. 

- dcs ;>articules virales. 

La ,.licroscopie Electrunique permet seule de suivre les  

différentes Qtapeç de la pénétration des particules virales dans la cellule 

alvéolaire. Dans un premier temps, et dès la première heure de la mise  

en contact des macrophages et du virus grippal, on note l z  fixation sur  la 

membrane cellulaire , de nombreuses particules (planche Ix) . 
Plautre part,  des amas de virus sont visibles dans les replis 

de la membrane ondulante (planche x), 

DBs la  première heure, ai note également, dans le cyto- 

glasme cellulaire, la présence de  virus rassembl4s dans de petites 

vacuoles (planche XI). 

A cc stade, aucune alt6ration morphologique des infra- 

structures cytos?asmiques, ni du noyau cellulaire n ' e s t  visible . 
i- endant l es  heures qui suivent, la  phagocytose va se pour- 

suivre , et l'on trouve encore à la 7ème heure et même plus tardivement, 

des particules virales facilement identifiables fixées à la  membrane cellu- 

laire (planche XII). A ce  stade cependant apparaissent les  premiers sigrres 

de souffrance du macrophage alvéolaire. 

- des particules virales ehauff Ce s préalablement 1/2 heure 

Lcrsque le  virus gripsal a ét6 préalablement chauffd 

1/2 heure h 56', on observe au dit-:oscope Electronique qu'un petit 

nombre de particules s e  fixent en $riphErie de la cellule. La phagocytose 

s e  produit cependant mais  nlentraihe aucune alt6ration morphologique des 
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cellules (planche XII) qui apparais sent en tous points semblables aux 

cellules témoins (planche VI). 

- despart icules virales chez lesanimaux vaccines. 

L'observation a été faite en ~~i ic roscopie  Electronique 

après 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 iviicrocinématographie les macrcphages de cobayes vaccinés m i s  

en présence de virus B Lee montrent également d'importantes 

lésions, comme le  montrent les  résultats suivants, 

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

du sérum immun d6complémenté 1/2 h à 56", on ne constate aucune 

L 

Titre d1 inhibition 
l/40 1 ~ ~ / i k l i l l i o n  de 

Gbservations 
de lthémagglutination klicrocinéma- 

cellule s 
sérum de cobaye tographique s 

100 UH 
/ Lésions im~or t an t e s  

en 24 heures 

1/80 
I 

100 UH 
( Vacuoles - Lésions 

de quelques cellules 

Lésions importantes 
en 24 heures 

Lésions importantes 
en 48 heures 

quelque 3 lésions 
cellulaire s 

destruction cellulaire 
en 24 heures 

Lésions importantes 
en 24 heures 

1/160 

1/260 

1/320 

1/320 

t 

1 

100 UH 

100 UH 

100 UH 

100 UH 

100 UH 



Macrophage fixé 1 h après la aise en contact 
avec le virus. Début de la phagocytose : les 
particules virales s6nt entonnées par les 

pseudopodes. Grossissenent : X 27.000 

PLAMCHE X 



P8rticules virales dans une vacuolc du 
macrophage (macrophnge fixé après 1 h de contact 

avec le virus), Grossissement : X 75,000 



e ; r  
Macrophage fia6 7 h a p r è s  m i s e  e n  c o n t a c t  

a v e c  l e  v i r u s .  Début d e  d é g é n é r e s c e n c e  c y t o p l a s m i q u e  : 
g o n f l e m e n t  d e s  e spe . ce s  i n t r a e r g a s t o p l n s r n i q u e s .  Le 

n o y a u  p a r a î t  e n c o r e  i n t a c t .  G r o s s i s s e m e n t  : X 1 2 . 0 0 0  

PLANCHE XII 



Macrophage a l v é o l a i r e  fixÊ 2 h a p r è s  l a  
m i s e  e n  c o n t a c t  a v e c  d e s  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  c h a u f f e e s  
I/2 h à 5 6 O .  On t r o u v e  d e s  p a r t i c u l e s  d a n s  une  v a c u o l e  

G r o s s i s s e m e n t  X : 27.000 

PLARCRE X I I 1  
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lésion (4 cobayes), Si le  virus est ?réalablement chauffQ 1/2 h à 56', 

l e s  cellules ressemblent en tous points aux cellules témoins (5 cobayes), 

C - CCNSECUENCES DE LA PWiGCCYTOSE DZ VIRUS. 

1) Sur le  com;>crtement cin6tique des macrophages alvQ.;laires, 

- - 
a) Av-acrophages en csntact in vitro avec le virus grip2al. 

1-orsque les  cellules sont mises  en contact avec le  virus 

B Lee, on observe des signes nets de souffrance vers  la  12ème heure . 

intéressant d'autant plus de cellules dans la pr6paration que la  quantité 

de virus introduite dans les  tubes siliconés a été plus importante. Les 

macrophages ont un aspect massif, arrondi sans p-ol~ngements  cyto- 
* 

plasmiques visibles, le  voile dis?arafi, au fu r  et 3 mesure que le temps 

de contact virus -macrophage .s'allonge, l es  modifications morphologiques 

et les  perturbations cinétiques s'accentuent. On ass is te  un peu à la  fois 

à 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) Izlacrophages en contact in vitro avec le  virus grippal 

chauffé 1/2 h à 56 O .  

Le virus chauffé Z 56 O ?endant 1/2 h perd son pouvsir 

infectieux et san poavoir toxique mais il garde en partie sûn pouvoir 

hémagglutinant. L e s  cellules en contact avec le  virus B Lee chauffs ne 

montrent aucun signe de souffrance et ressemblent en tous pcints a w  

cellules témoins (planche XIV, f ig .  b): 



Fig. a  - Macrophage ayant p h a g o c y t é  d e s  
c u l e s  v i r a l e s  2 4 h  a v a n t .  

c u l e s  v i r a l e s  c h a u f f é e s  I/2h à 56' 
w F i g .  b - Macrophage a y a n t  p h a g o c y t é  de s  p a r t i  

2 4 h  a v a n t .  

PLANCHE XIV 



Macrophage fixé 14 h après la mi 
avec le virus. La chromatine forme des 
contre la membrane nucléaire. Grossis 

PLANCHE XV  

se en contact 
mottes plaqué 

sement X 12.50 



c) i,/:acrophages alvéolaireo de cobayes vaccinés - en 

contact in  vitro avec l e  virus gripl$. 

Les cobayes ont étS vaccinCs ï a r  in~cu la t i cn  intra-mus- 

culaire de virus gri?pal B souche lee purifiée (128 UH) avec adjuvant 

de Freund. v o i r  taLl'as~ P 'O' 

2) Sur les infrastructures cellulaires 

L'examen en microscopie électronique complète ces  

données : les  ~ r e r n i è r e s  altérations morphologiques interprétables 

apparaissent dbs la 7ème heure, et s'accentuent au cours des heures 

suivantes jusqu'à aboutir  à la  destruction cellulaire complète. Il 

semble que l'on puisse 6tablir l a  succession suivante, dans l 'apparition 

des lésions : 

- gonflement d e s  cis ternes orgas to~lasmiques ,  avec vacuolisation 

cytoplasmique progressive (planche XII) . 

- gonflement d e s  mitochrondries, avcr diminution des crê tes  

aux dépens de la ma t r i ce  ($anche XV). 

- vacuolisation extrêrfie du cytoplasme et lyse cevulaire  2 a r  écla- 
! ; ,-:yr*q7 .. 

,- ,,%: -. . $%Y-- r - y ,  - 
tement de  l a  membrane cellule. c ,. -t.-+- .,,-,.I'.~, i,;$$ .. 

r ,  . , 
' . ? .  - l e  noyau rés i s t e  >lus lûngtemps : a lo r s  que l e  cytoplasme ?résente 

déjà des  altératisns majeures,  la  chromatine, la  substance inter-chro- 

matinienne et ?c nuclgole ont encore un aspect normal.  Mais finalement, 

la  chromatine devient op$que, forme des mottes plaquées contre la  rnem- 

brane nucléaire (planche XV), a lors  que l a  substance interchromati- 

nienne s1 éclaircit, l e  nucléoplasme apparais sant ogtiquement vide. 
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Pendant que l e s  lgsions ceIhzlaires se  développent, l'iden- 

tification des  particules es t  t r è s  difficile au  sein des s t ruc tures  a l té rées .  

Cependant, l o r  oque la destruction du macrophage est  achevée, on r e -  

trouve des j-articules nettement visibles dans l e s  débris de la cellule. 

1,orsque l e  virus grippal ct été préalablement chauffé 

1/2 heure à 56 " ,on~ 'obse rve  en ivlicroscopie Electrenique qu'un petit 

nombre de particules s e  fixent en périphérie de la  cellule. La phage- 

cytose se  produit cependant ($anche XIIL), mais  n' entraîne aucune alté - 

ration morphologique des cellules, qui apparais  sent en tous points s e m -  

blables aux ce l l i~ les  témoins. 

L'examen en microcinématogra~hie  en contraste de phase 

confirme cette nctio~i,  ne révélant aliclme alt6ratiün de l a  cinétique 

cellufaire. 

3) Sur l e  métabolisme cellulai:.e. 

a) Influence du virus grippal su r  l a  cons<jmmation 

d'oxygène du m ~ c r o ~ h a g e  alvéolaire. 

Les  e'tudes de conso;nmation d'oxygène sont réa l i sées  en 

appareil  de Warburg. La  durée de l 'expérience es t  de 24 heures.  

Au cours  de travaux antér ieurs  fai ts  au laboratoire de 

Biochimie à l'Institut Pas teur ,  il a Et6 montré que la quantité d'oxygène 

consommée es t  proportionnelle au  temps d'agitation en fiole de Warburg 

et au  nombre de cellules introduites dans ces  fiüles. 
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Dans le tableau XII1 sont rappcrt4s comparativerncnt l es  

6 
nombres de consommation d'oxygène enmicromoles par 4-16 cellules, 

en 24 heures, de 3 sér ies  de cellules. 

1 O - macrophages t6moins 

2 "  - macrophages en ?résence de virus grippal 

3 O - macrcphages en ;>résence de virus grippal t rai té  

par chauffage à 5 6 " ,  pendant 30 minutes, 

Les nombres sont donnés peur la moyenne de 3 expériences, 

réal isées B l a  fois en micro et en macrofioles. On constate une con- 

sommation dfoxygène plus grande en macrofiole, provoquée par l'agi- 

tation plus importante des cellules dails les fioles. 

Au bout de 24 heures, on note une augmentation de la con- 

sommation d'sxygène des cellules mises  en  rése en ce de particules vi- 

ra les  trai tées par chauffage. Cette augmentation est l iée à la  phagocytose 

et  correspond à des faits analogues qui ont 6té observés lors  de la  

phagocytose des hycobactér ie~,  par le  macrophage. D'ailleurs des 

observations du même ordre avaient &Qjà ét4 signal6es par 

BALBEIIDGE C. TV. et GERARD 3. 7. (160) à propcs des leucocytes. 

P a r  contre, en srésence de particliles virales non trai tées,  les  macrc-  

phages présentent une diminution de la respiration globale de l 'ordre 

de 50 % par rapport aux cellules tgrnoins. La cinétique de la consom- 

mation d'oxygène (Tableau xIV) montre que cette baisse survient à la  

7ème heure et atteint son maximum à la 12ème heure. Ensuite l a  con- 

sommation d'O reste stable jusqusà la  %dème heure, 2 



INFLUENCZ DU VIRUS GRIPPAL SUR LA CONSOMMATION 

Macrophages 

5 , 6 3  

7 .30  

D'OXYGZNE Du' MACROPHAGE ALVEOLAIRE 

6 
Micromoles  daoxyg3ne c o n s o m m é e s  en 24 heures  par 4.10 ce l lu le  5 .  

( l e s  nombres  sont donnés par la moyenne d e  3 expériences)  

iviacrophages e t  
Macrophages / v irus  grippai trait6 

TABLEAU XII1 

e t  
v i rus  grippal 

7, , 1-7 

par chauffage B 
56'C pendant 30' 

5 , 7 3  

4,231 1 I 7 , 5 9  

. 
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1 : id A Témoins 
2 : i,i k + virus chauffé 5 6 ° C  30' 
3 : iiiI A + virus / 

/ 

//" 
/yy J/ /y 

/y 
Temps 

I 

5 
'L 

10 
,-* 

15 20 heures 
Cin6tique de la consommation d'O par le macrophage alvéolaire 

2 
en présence du iviyxovirus influenzae B lee 

TABLEAU XIV - 



b) Etude de l a  dégradation du glucose par  l e  macrophage 

lo r s  de la phagocytose du v i rus  grippal. 

Dans l e  tableau XV sont raspor tés  l e s  chiffres de con- 

6 
sommation d'oxygène exprirnlv's en micromcrlns, gar  4-10 cellules, 

14 
en 24 heures ct le pourcentage de CO dogag6 Tzar rapport au 1 4 c  

2 

total  du glucose. 

- en ?résence de virus gripsrtl inactivé par  la  chaleur on note une 

14 
consommation accrue du glucose : l e  p u r c e n t a g e  de CG dégagé par  

2 
14 

rapport  au C total provenant du glucose e s t  plus élevé. 

De  plus on constate une atlgrnentation t r è s  significative de 

14 
la quantité de CO provenant du glucose 1 C, suggérant une utilisation 

2 

préférentielle par l a  voie de la phosshorylation oxydative. 

- en présence de v i rus  g r i ~ p a l  non trai t6 ,  l a  dégradation du glucose 

par  l e  macrophage es t  beaucoup moins importante et comparable à la 

diminution de l a  respiration des cellulcs observées en aj.?areil de 

Warburg, dans les  mêmes  conditions. Si l'on compare l e s  gourcentages 

14 
de CO de'gagé, ?revenant du glucose 6 C par  rapport B celui provenant 

2 
14 

du glucose 1 C, on constate également cne augmentation, encore plus 

sippificative, du passage Tar l a  voie des pentoses, 

Ainsi, il n'y a pas de modifications qualitative dans l e  

métabolisme du macrophage alvéolaire l o r s  de la  phagccytose di- virus 

grippal suivant que ce dernier  soit non t ra i té  GU inactivé par  la chaleur. 

L o r s  de la'?hagocytose du virus gri2pal non traite' l a  diminution de la '  

respirat ion du macrophage est  l iée à l a  diminution quantitative du m é -  

tabolisme cellulaire sous l 'action directe du virus.  El le  traduit une 
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vér i tab le  &&ration des s t ruc tures  métaboiiques de l a  cellule. 

,;) iCtcde de l a  multi;,licati7=;n -- virale  2i l l in tQr ieur  du ma-  

C-0- 7 , ,l&ge ~.lvSclairc il1 v i t r ~ .  

l a r<a-2-arition dL ~ar t i cc iu : ,  virales  n c r n b r e u ~ e s  et Sien 

individualisCes a;~r'es 24 heur 2 s cl<: cünf ac l  _)eüt lais çe r  2 u g ; ~  s e r  qu'il 

y ait  ,multi;iic~~ticn v i ï s l c  in  vityu, JetLe ~-riirltislication sera i t  faible et 

cantonnée dans un laps de ternids t r è s  ccurt ,  

KVUS nous sommes b o r d s  dans un s r e m i e r  tempo au 

t i t rage de lt1~@magglutinine. 

1) Zx?@rience  cù l e  surnageant contenant l e s  ;xirticuies 

v i ra les  n'est pas enlev2 après 2 hecres dc citntact. 

----.-- 
T--------- 

Tem,ç dc JNc;mSrc: diunitsa 
contact / l ~ ~ n : s ~ ~ l u t i n ~ n t ê s  

irus-ccllulec au  dC;)art 

1 24 heures  1 1 -  1 

4 8i) U H  j c. ïniliians i 
l _ _ _ _ _  ----I_p 
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2) Ex:x5rienceç où le  surnageant contenant a u  dérsart la to- 

tzli t6 du virus  es t  retire' du flacon ap rès  2 h. de coatact. 
t - - 

I 
! l I 

Tem,->s de 'I'Jçjmbre dlunitL:s / Nzmbre ! Titrago a,r-ès ' 
I surnageant, 

contact ;$i5rna~e;lutinantes dc 1 c~ng~2 la t ion  at  
' 2 hev-res 

virt is--cellules/  au d6;~art 1 :ellulaci i dCcong6lation 
A--- 

I -t- I i E  UH 1 4 heures  I I 4 millisfi; 4L UH 
7 

bO UII 
1 l 

I 
6 heures  i 

l 

l 1 1 4 i l i  48 UZ ' 1 2  UI-I 
l I 

1 l l 

l heures  , 40C UH l 2 i l i  320 U H  2 4 U i i  
! l 
i 2 millions: 320 UH / 24 U H  ! 

l 
21  heures  406 UH 1 2 millions1 320 UH 30 UH 

I 

50 UH P I  heu res  , ioo 
l I 

22 h e u r e s  1 2 mil l ions  1 10 U H  O 
l 
l 1 22 heures  ~ 

50 UI-I 

30 heures  

I / 1. rnillionn i 

/ 2 rniilionç 
i 

30 heures  1 200 UH 

48 heures  1 50 UH 

48 heures  

l 1 2 mill ions 4 2  UX 1 , 2 millions 
I 1 8 UH 

i 2 in i l l ions  16 TJH 1 
i I 1 4 8  heures  1 200 UH 1 2 a i l l i o z s  1 42 UH 18 U E  - i 1 

Ll'incculation à des oeufs embryonnks de 10 jours de s u r -  

nageant de  cellules congelii'es et  àLcongelc'es de 48 h n 'a  ,>as ze rmis  de 

ré i so ler  de virus . Ncus n'avons donc ;7as pu me t t r e  en 6vidence de mul-  

tiplication virale  dans ces  cellules,  



l e s  travaux de NUNGEITELC ;,;I, J., GCXDÛN J.E. et  

CCLLINSK.E.(~~!),  de GINSSE :*.G E'. i. et ~ L A G ~ L v - C N  J .  .< (l63),  cl:: 

BOAND A .  V . ,  LLEL\-FF J,E.et HANSCN ~ , (163) ,  de  b 7 L A C A  i,-. (164) 

ont montré  que l e  v i rus  g r i p ~ a l  peut s e  f ixer  5 l a  surface des leucacytes 

de cobaye. C e  stade précède la ,>énbtraticn du v i rus  dans l a  cellule, qui 

a é té  depuis -lusieurs ann6es d&montr<e, pour l e s  polynuc16aires neu- 

t rophi les  ? s r  i3CANG A ,V. et s e s  cvllaborateurs (165), puis ;>lus r6- 

cemrnent 2ar IMGiiCT D,  A.  et DAVEN'IPCiZT F. IsL, (166). 

L a  i.d:icrosco~ie Electronique nous a permis  de suivre avec 

prscis ion cette sénCtration, en deux phases,  en ce  qui concerne l e  m a -  

crcphage alvéolaire,  ~ o m ~ ~ l è t a n t  l e  t ravai l  de DANON D. et s e s  colla- 

bora teurs  (167) qui avaient e'tudié, avec l a  même  méthode, la  ijhagacy- 

tose s a r  les  lei?.cocytes des  particules virales  fix6es sur  les  hematies.  

L'examen ré;>it& de la rnor;)hologie et  de la  cinctique 

cellulaire,  dans l e s  heures  qui suivent la  p h a g c c y t ~ s e ,  nous a en outre  

confirmé les  effets cytotoxiques des >articules v i ra les ,  qui inhibent 

l lact ivi t& normale du macrc>hage, et finis sent par  entraîner la  m o r t  

cellulaire,  comme ncius l'avions d6jà constat6 i 1' examen des cellules 

de l'exsudat péritone'al srovoqu6 ;jar injection du virus  g r i s p l  chez l e  

cobaye. 

Cette action cytotoxique e s t  thermolabile,  et l e  chauffage 

prEalable du v i rus  1/2 heure à 5 6 "  l a  supprime totalement. 
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Les cxpéïieilces sur  l e  rn.5tabdiçme cellulaire (?&montrent 

enfin que, cllez ;e rrlacrophagc zlvéolaire,. l a  A, - ~ ~ ~ a c i i ~ y t c s c  - O requiert  

l luti l iseticn des  ;I?rocessl_tr ci'ex-,-daticil ;i.&rnb;.e, rl7,~i"s .=le 1~0n1:S~ y-i.~ 

travaux montreni c;uc l.er c~u<;.:es ;3!:1a,poc:]tcs C I  tirer,{: ieu:: ?;>i.yl,:ie dc I n  

--- T -T,.. mITTy.,-o ." . - ,- - .. . . . . - / * 6 p \ ) .  c y e  a ( J  , , . . . e L . . , ~ .  . , . J),, 

7 ,  1 ?;'\J<. T:r,-+T . y ,  ï / y  ' h i  S3ARR$A Aa,7 ,  e:: ~ : \ - i ~~~ i  ,:.A.. ! \ ' : o . . -  ,. : L ~ , j y , z  521Z27,T C r  ' c  V ~ C  2, j i ? O ; ) ,  

C O q N  Z A  A. I,:'""-.-' -,,:s.Q.z, " 1. (,.l'/:> ; ~ . , l ' t . j - ~ ~ ~ i T ~ ~ ~ ( Y '  j.4.~,j-.. [ ] " ' y < ) .  c.~zt.i;c 

?articularit6 Ge 12. ;?i.i:~,gr;c-toic cT,ea.; l c  jy:iri-ry>ac.c c7 :il-~d;:7.aj-:.2 ; 7 1 ~ 1 : t  $';re 

à rat tacher  à la sit:i:a~ic,:i de ccttc. c-llvlc ail sei-i ~lc,;: s t rdc tu r~ : ;  aï-vrLcj.- 

.. . 
l a i re  s pulmonaire ç, en un i:teii 6,-?ir.erL2riieni- favorahir aux 6cSr;nge s 

gazeux, 

L~ --' , ~ n ~ ~ o c y t o s c  .- dn ~ l r i i s  g?:ilp::zl par  les r n ~ c r o ~ ~ h a g e s  

alvéolai ïes  de cê5a:rc.j cil survie in-vitre: entr arr~e u ~ e  C.ii=.inrr.':i~;i de 

la consomrriatien d'cxyg2r.e ne2e  2% j ~ a r t l r  cle :a '7;: -12 heure, <:t i:.n arrEt 

- r. de cette consommat-ci:. X pzrtir ,ïc. la  15 èrric ;ir:u:e, :La clcs~acla-iion di1 

glucose est  dirnin.c?.&c ~;aral!.klei- t e ~ - ~ t  a C e  ,; :;lits n\-. : e i>:::~;di:i serit ;?as 

lorsque l2 Vilzs ;t && ? , P -  
. , 

,. Lzl;~hiei:.er~î t r a i t s  ;>;?- :hau:iti?gc 5, 56 O ,  rnûir. 

on nclte der, mcidificat;<jilr; dzns les vai:?:; r le  C S  la',vlismr:  di^ c;llucosc, 



CONCLUSIONS 

- 

Nos travaux montrent les faits suivants . 
1 - La réalité de la phagocytose des particules virales 

par les  leucocytes, spécialement par les  macrophages : nous voyons 

dans les deux heures qui suivent l a  mise aiprésence du virus e t  des 

macrophages, des particules virales dans les  vacuoles. 

II - L'absence de multiplication virale dans ces cellules 

aussi bien in  vivo qu'in vitro : l e  virris grippal B Lee n'a pu ê t r e  

isolé, sur  oeufs de poule embryonnés, ni des cellules de l'exsudat 

péritonéal 44 h après l'inoculation, ni des macrophages alvéolaires 

en survie après 48h de contact avec le  virus. Le surnageant de ces 

dernières cellules congelées et  décongelées, ne montre aucune élé- 

vation du t i t re  hémagglutinant dans les laps de temps allant de 4h à 

48h après la  mise en présence du virus. 

III - L'action cytotoxique des particules virales sur les  

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

phagocytaires, polynucléaires neutrophiles e t  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 caractér iser  de préférence te l  ou 



tel  virus, par  exemple la tendance à l'accollement cellulaire observé 

avec le  Myxovirils parzinfluenzae --- III et  la vacuolisation intense pro- 

voquée par l e  Myxovirus influenzae E. Lee. 

IV - La traduction de cette toxicité sur le  métabolisme 

cellulaire (Eude  de la  consow~mation d1 oxygène). 

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 dioxygène nette à par t i r  de 

la 7ème heure et  un a r r ê t  de celle-ci à partir de la 15ème. La 

dégradation du glucose est  diminuée pzrallélement. 

V - Les altérations morpho1og;iques et les  perturbations 

métaboliques enregistrées sont dues 2~ l'action toxique du virus, 

Le chauffage à 56' pendant 1/2 heure pour le  virus 

grippal, à 100. pendant 5l pour l'adenovirus, détruit ce pouvoir to- 

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

Nos recherches mettent donc en évidence à l'échelon cel- 

lulair e, une toxicité virale indépendante du pouvoir infectieux, dont 

la réalité avait été démontrée antérieurement à l'échelon de l 'orga- 

nisme, par injection massive de particules virales à des animaux 

réfractaires à lhct ion infectieuse de ce même virus. 
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