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Cette étude a été entreprise dans le but d'étudier la pathogénie du virus 

de la nécrose thymique (VNT) chez un groupe de souriceaux nouveau-nés et 

un groupe de souris adultes, pendant une période de 56 jours à l'aide de 

l'immunofluorescence indirecte (I.F.I.) comme technique immunohistochimique 

de dépistage de l'antigène viral (Ag). Des analyses en immunoperoxydase 

indirecte (I.P.J.) ont été utilisées à l'occasion, pour fin de comparaison avec les 

résultats d'I.F.I. Il a d'abord fallu produire un antisérum et un anticorps 

monoclonal dirigés contre le VNT. Le but de la production d'un anticorps 

monoclonal était de servir d'outil supplémentaire à l'antisérum anti- VNT pour 

dépister l'Ag viral dans les tissus, en utilisant les techniques 

immunohistochimiques. La production d'antisérum a été effectuée selon trois 

protocoles d'immunisation différents: par adjuvant de Freund, adjuvant Ribi et 

par injections répétées de virus. Des titres élevés en anticorps anti-VNT ont été 

obtenus principalement par immunisation répétées au VNT et par 

immunisation avec l'adjuvant RISI. Quant au rendement obtenu par 

immunisation avec l'adjuvant de Freund, les titres obtenus en anticorps anti­

VNT étaient les plus faibles. Par la suite deux anticorps monoclonaux ont été 

produits: le 2D2-D11 et le 2D2-E12; tous deux de classe lgG et de sous-classe 

lg2a, ayant les mêmes concentrations en immunoglobulines et émettant une 

fluorescence caractéristique identique (en forme de "bâtonnet") nous 

suggérant ainsi qu'il s'agissait de deux clones semblables. Les expériences 

de détection de l'Ag viral se sont faites en parallèle, en présence de 

l'antisérum et de l'anticorps monoclonal 202-011 . 

Le virus a été dépisté dans différents organes à des jours précis post­

infection (i.e. aux jours 3, 5, 7, 14, 21, 56). L'Ac monoclonal 202-011 n'a pu 
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dépister l'Ag viral qu'aux jours 5 et 7 post-infection uniquement dans le noyau 

des thymocytes. Ces résultats suggèrent que cet Ac monoclonal est dirigé 

contre une protéine virale spécifique, propre à la période de synthèse et de 

réplication du génome viral qui a lieu dans le noyau des thymocytes, tandis 

que l'antisérum a permis de détecter l'Ag viral dans tous les organes prélevés 

{thymus, rate, foie, glandes salivaires) indépendamment du cycle de l'infection 

virale. 

La présence de l'Ag viral déterminée par une fluorescence nucléaire a 

été observée dans le noyau des thymocytes aux jours 5 et 7 post-infection et 

dans le noyau des hépatocytes au jour 7 post-infection. Le type de 

fluorescence identifiant la présence de l'Ag viral ailleurs dans les autres 

organes était cytoplasmique. 

Quant aux analyses histopathologiques des tissus de souriceaux 

nouveau-nés infectés, c'est principalement au niveau du thymus que l'on a 

remarqué un endommagement sévère caractérisé par des lésions nécrotiques 

présentes surtout aux jours 5-7-14 et 21 post-infection. Par la suite, le thymus 

semble retrouver une architecture normale puisque l'observation de cinq 

thymus sur six prélevés au jour 56 post-infection, ne présentaient aucune 

nécrose. 

Finalement, aucune présence de l'Ag viral et de changements 

morphologiques ou histologiques chez les souris adultes infectées n'ont été 

révélées. 



INTRODUCTION 
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Au cours des vingt-cinq dernières années, une amélioration 

considérable quant au contrôle de la qualité sanitaire des rongeurs de 

laboratoire s'est produit. Cependant, plusieurs infections virales demeurent 

encore présentes dans les colonies d'animaux utilisées en expérimentation. 

(Lussier, 1988c, 1989, 1991 ). Celles-ci engendrent très souvent des 

perturbations immunologiques chez l'animal infecté faussant les résultats 

attendus. D'ailleurs, la littérature rapporte plusieurs cas d'animaux pré­

contaminés et non dépistés avant même le début des recherches (Riley et 

al., 1960; Rowe et Capps, 1961; Parker et al., 1965; Carthew et Verstraete, 

1978; Pike, 1979; Lussier 1988c, 1989). Le virus de la nécrose thymique (VNT) 

est un exemple d'agent viral d'abord identifié comme un contaminant d'une 

souche de virus de la tumeur mammaire de la souris (Rowe et Capps, 1961). 

Il est donc important que les animaux de laboratoire soient exempts de 

tout agent infectieux (virus, bactéries, parasites, etc.) pour mener à bien une 

expérience et obtenir des résultats reproductibles. 

L'implication majeure du VNT est d'altérer la réponse immune puisqu•il 

s'attaque principalement au thymus des souriceaux, d'où l'importance de 

diagnostiquer ce virus chez l'animal avant le début de l'expérimentation. 

Jusqu'à ce jour, aucune culture cellulaire n'a permis la réplication du 

VNT in vitro (Cross et al., 1979; Morse, 1987). On dispose toutefois, quoique 

peu nombreuses et limitées, de quelques méthodes pour diagnostiquer 

l'infection par le VNT. 
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Actuellement, la méthode de détection du virus la plus courante est le 

passage par injection intra-péritonéale (i.p.), chez des souriceaux nouveau­

nés de moins de 24 heures, du matériel potentiellement contaminé. Des 

examens macroscopiques des thymus sont ensuite effectués de 10 à 14 jours 

suivant l'inoculation. les animaux infectés présentent des lésions de nécrose 

au niveau du thymus. Celui-ci apparaissant petit, dur et opaque par rapport à 

un thymus sain. Cette méthode a le malheureux inconvénient d'être coûteuse 

et très longue. Quant aux souris adultes, bien qu'elles puissent être parfois des 

porteurs chroniques du VNT, elles ne démontrent aucune lésion du thymus, ni 

d'aucun autre organe (Morse, 1987). 

Certaines méthodes sérologiques peuvent être utiles pour quantifier les 

anticorps anti-VNT, comme la technique ELISA (Cross et al., 1979; lussier et 

al., 1988a, 1988b) et .!a fixation du complément (Cross et al., 1979). 

Cependant, ces méthodes de détection s'avèrent utiles lorsque l'on teste 

uniquement des souris adultes et encore faut-il qu'elles aient subi une séro­

conversion, parce qu'il a été démontré que plusieurs souris peuvent ne pas 

produire d'anticorps (Morse, 1987; St-Pierre et al., 1987; lussier et al., 1988a). 

Ce présent travail avait donc pour but de mettre au point une technique 

immunohistochimique, méthode qui soit suffisamment rapide, efficace, 

économique et applicable en microscopie photonique, pour diagnostiquer 

l'infection causée par le VNT, à la fois chez Je souriceau et chez la souris 

adulte. Cette technique permettrait par conséquent, de suivre la pathogénie du 

VNT pendant une période déterminée chez le souriceau et la souris adulte 

infectés. 
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Les objectifs de ce projet sont donc: 1 °) d'obtenir un antisérum 

spécifique au VNT, lequel servira dans les techniques immunohistochimiques; 

2°) de produire un anticorps monoclonal spécifique au VNT, lequel servira 

également d'outil supplémentaire pour dépister le VNT; il sera alors possible 

de déterminer l'efficacité d'un tel anticorps, par rapport à un antisérum 

polyclonal pour la localisation de l'antigène viral; 3°) d'adapter et de mettre au 

point une technique immunohistochimique (par I.F.I. ou par I.P.I.) et finalement, 

4°) de suivre la pathogénie du VNT au niveau d'organes précis sur une 

période déterminée, chez un groupe de nouveau-nés et chez un groupe de 

souris adultes. 

Le plan de recherche proposé est le suivant: la pathogénie du VNT sera 

étudiée chez deux groupes de souris, soient le groupe A constitué de 

souriceaux nouveau-nés, âgés de 24 heures et le groupe B constitué de 

souris adultes femelles âgées de 4 à 6 semaines (18-20 g). Chaque groupe 

comportera des sous-groupes témoins non-inoculés et inoculés au VNT. 

Des souris CD-1 du groupe A ont reçu une injection de 5 Dlso du VNT 

et celles du groupe B ont reçu 50 Dlso du VNT. À des périodes de temps 

déterminées, i.e. aux jours 3, 5, 7, 14, 21 et 56 post-infection, les souris des 

groupes témoins et infectés ont été sacrifiées et les organes suivants ont été 

prélevés: thymus, rate, foie et glandes salivaires.Des sections de ces organes 

ont été colorées à l'hematoxyline-éosine (H.E.) pour des études histologiques 

et des techniques immunohistochimiques (I.F.I. eUou I.P.I.) ont été utilisées 
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pour suivre l'évolution du VNT à travers les tissus en permettant la localisation 

de l'antigène viral dans ceux-ci. 



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 



1 • LE VIRUS DE LA NÉCROSE THYMIQUE 

1 .1 Historique 

C'est en 1961, au cours d'une étude portant sur la transmission du virus 

de la tumeur mammaire (VTM) chez la souris que Rowe et Capps découvrirent 

fortuitement le virus de la nécrose thymique. Après avoir inoculé une 

suspension de tumeurs mammaires, de tissus glandulaires et de contenus 

d'estomac (porteurs potentiels du VTM) à des souriceaux nouveau-nés, ils 

observèrent des lésions nécrotiques à l'examen histologique. Ils reprirent ces 

expériences et observèrent macroscopiquement la nécrose du thymus. Des 

études en microscopie électronique révélèrent la présence de particules 

virales et l'on désigna alors ce virus sous le nom de virus de la nécrose 

thymique (Rowe et Capps, 1961). 

Par la suite, des études ont surtout porté sur l'action du VNT sur le 

thymus (Rowe et Capps, 1961; Cross, 1973). Lorsque le VNT est inoculé à un 

souriceau nouveau-né de moins de 24 heures, il entraîne une nécrose du 

thymus: celui-ci apparaît dur, opaque et plus petit qu'un thymus sain. Ceci 

entraîne une perte importante de lymphocytes dans lesquels on retrouve des 

inclusions nucléaires amophiliques, et où le noyau de ces thymocytes est 

altéré. Les premières lésions thymiques sont observées dès le jour 3 post­

infection. Cependant, c'est au cours du septième jour que le titre viral est 

maximal, caractérisé par de grandes zones de débris nécrotiques. Toutefois, 

c'est entre te 10e et le 14e jour que les lésions de nécrose sont maximales et 

celles-ci sont facilement identifiables macroscopiquement. Il semblerait 

toutefois qu'il y aurait une regénérescence du thymus dès la deuxième 
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semaine, accompagnée de la présence de lésions granulomateuses et la 

présence de cellules géantes. Ainsi, la morphologie du thymus redeviendrait 

normale, à l'exception des tissus cicatrisés, dès la sixième semaine suivant 

l'infection (Cross, 1973). 

Le VNT provoque des lésions thymiques seulement chez le souriceau 

nouveau-né; chez la souris adulte il n'engendre qu'une infection chronique 

révélée parfois par un titre viral élevé au niveau des glandes salivaires (Cross, 

1973). 

1 .2 Classification du virus 

En 1973, le VNT fut classé dans la famille des Herpesviridae, suite aux 

observations faites par Parker et collaborateurs. Les particules virales ont une 

morphologie comparable à celle décrite pour les autres virus de la famille des 

herpesviridés (Smith, 1959; Morgan et al., 1968; Stackpole, 1969; Cook et 

Stevens, 1970). Les particules virales intranucléaires mesurent environ 

100 nm de diamètre, sont limitées par une simple membrane et possèdent 

parfois un nucléoïde complet. Les particules cytoplasmiques et intracellulaires 

possèdent une enveloppe externe à surface inégale et mesurent environ 

135 nm de diamètre. Les nucléoïdes des particules prennent souvent un 

aspect rubané mesurant 74 x 45 nm de diamètre. De plus, le virus a la 

propriété d'être sensible à la chaleur et aux solvants organiques (Cross, 1973). 

Des études ultrastructurales récentes du thymus infecté par le VNT ont 

démontré par coloration négative, des capsides vides de forme icosahédrique 

mesurant entre 95 et 110 nm de diamètre, ainsi que des capsides 

enveloppées sphériques mesurant 125 à 165 nm de diamètre (Athanassious 
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et al., 1990). Néanmoins, très peu de choses sont connues sur la biologie 

moléculaire de ce virus et aucune étude approfondie jusqu'à ce jour n'a été 

rapportée sur le cycle de réplication du VNT. 

1.3 Transmission du virus 

St-Pierre et collaborateurs en 1987 ont étudié le mode de transmission 

du VNT. Ils ont d'abord démontré que le VNT pouvait être transmis d'une 

souris infectée à une autre par contact direct probablement par la salive. Le 

virus persiste au niveau des glandes salivaires pendant toute la vie de 

l'animal. D'après leurs résultats, il faudrait toutefois un contact prolongé 

supérieur à 28 jours pour transmettre le virus d'un animal infecté à un autre, 

ce qui indique une faible transmissibilité du virus. Ils ont d'autre part démontré 

que le virus pouvait être transmis aux nouveau-nés par une mère infectée via 

le lait maternel ou par contact direct. Curieusement, aucun de ces souriceaux 

nouveau-nés infectés par la mère ne présentait de lésions au thymus à cause 

de la faible quantité de virus transmis. 

Des essais de transmission verticale via la voie transplacentaire ont été 

effectués en inoculant du virus à des mères gestantes à des stades différents 

de gestation. Le virus n'a pu être isolé des foetus et aucune malformation 

congénitale ou de retard dans le développement de ces foetus n'a été 

observée (St-Pierre et al., 1987). 

1.4 Perturbations immunologiques induites par le VNT 

Le virus de la nécrose thymique apparaît comme un virus murin 

particulier. Plusieurs virus peuvent causer des atrophies thymiques, tel les 
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virus Coxsackie types 83 et 81 (Matteuci et al., 1985), le rotavirus de la souris 

{Jacoby et Fox, 1984), le virus de la leucémie féline (Hardy, 1980) et le 

minivirus de la souris (MVM) (minute virus mouse) (Smith et al., 1985). Lors de 

ces infections, les lymphocytes thymiques ne sont pas attaqués directement et 

le mécanisme qui entraîne une atrophie thymique implique la libération de 

corticostéroïdes (lto et al., 1985). Il existe quelques virus aptes à se répliquer 

dans les thymocytes et à les tuer. Ces virus sont le MVM {Smith et al., 1985), le 

virus de la chorioméningite lymphocytaire (Lehman-Grube, 1982), le virus de 

la leucémie féline {Hardy , 1980) et le virus du syndrôme d'immunodéficience 

acquise (SIDA), ainsi que certains virus simiens (Desrosiers et al., 1985). 

Certains herpesvirus peuvent infecter les lymphocytes, comme c'est le 

cas du virus de la maladie de Marek, du virus Epstein-Barr, des herpès simiens 

{Desrosiers et al., 1985). Ceux-ci causent la transformation et l'immortalisation 

des lymphocytes, avec latence (virus persistants) dans la sous-population de 

lymphocytes, plutôt que d'entraîner une destruction massive de lymphocytes. 

Le VNT apparaît unique en son genre parmi les virus d'animaux de 

laboratoire, puisqu'il a la particularité de détruire les lymphocytes T thymiques 

(Morse, 1987). 

Toutefois, plusieurs virus de mammifères peuvent infecter et détruire les 

lymphocytes T comme par exemple, certains rétrovirus. Ces rétrovirus, connus 

pour infecter et détruire les lymphocytes T, incluent le virus humain lymphe­

tropique type Ill lequel est impliqué dans le virus du SIDA ainsi que les virus 

homologues simiens {Desrosiers et al., 1985). 
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Les souriceaux nouveau-nés de moins de 24 hres infectés par le VNT, 

développent une nécrose massive du thymus et il en résulte une perte 

importante de thymocytes (Rowe et Capps , 1961 ; Morse et al., 1976; Cross et 

al., 1979). Les cellules détruites durant cette infection sont les lymphocytes 

immatures {Rowe et Capps, 1961; Cross, 1973; Mosier et al., 1977). La plupart 

des cellules détruites durant l'infection serait les lymphocytes T auxiliaires 

{Cohen et al., 1975; Mosier et al., 1977). Les expériences menées par l'équipe 

de Cohen et collaborateurs en 1975 ont démontré que l'activité de prolifération 

et de différenciation des cellules T dans la rate, induite in vitro par des 

mitogènes (PHA, ConA), était moindre chez les souriceaux infectés. Par contre, 

lorsque les cellules B de la rate étaient stimulées par un mitogène (LPS) in 

vitro, celles-ci proliféraient et se différenciaient normalement. On mesura in 

vitro la réponse en anticorps produits par les cellules B vis-à-vis un antigène 

thymo-indépendant, et celle-ci demeurait inchangée. Cependant, face à un 

antigène thymo-dépendant, la réponse des cellules B en anticorps était 

diminuée. 

Comme les lymphocytes T sont responsables de réponses immunes 

spécifiques, leur destruction par le VNT entraîne une immunosuppression 

sévère (Cohen et al., 1975; Cross et al .• 1976). Des études complétées par 

l'équipe de Cross et collaborateurs en 1976 et celles de Wood et 

collaborateurs en 1981 ont déterminé que l'infection aiguë du VNT sur le 

système immunitaire engendrait un temps de rejet de greffe prolongé chez les 

souriceaux infectés. 
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Les nouveau-nés infectés ne sembleraient pas produire d'anticorps 

dirigés contre le VNT, ni même plus tard au cours de leur vie (Cross et al., 

1979). Quant aux souris adultes, une seule étude rapporte qu'une infection 

primaire au VNT entraîne parfois une séroconversion et une persistance du 

virus dans les glandes salivaires, sans toutefois ne présenter aucune nécrose 

du thymus (Cross et al., 1979). 

Des travaux récents en cytofluorométrie portant sur l'étude des sous­

populations du thymus affectées par le VNT (Guignard et al., 1989) 

démontrent, qu'en phase aiguê, ce sont les cellules CD4+ qui sont les plus 

affectées, les cellules T auxiliaires aussi bien que les doubles positives. 

L'immunosuppression pourrait s'expliquer par la diminution relative des 

cellules T auxiliaires et l'augmentation relative des cellules T suppressives/ 

cytotoxiques. Cependant, cette immunosuppression serait temporaire, puisque 

les réponses immunologiques reviennent à la normale avec le rétablissement 

des pourcentages cellulaires du thymus. 

Chez la souris inoculée à l'âge adulte, la production d'anticorps et 

l'activité lymphocytotoxique seraient normales chez les souris infectées 

(Guignard et al., 1989). 

L'équipe de Morse et Valinsky en 1989, ayant également menée des 

expériences similaires, émet avec réserve l'hypothèse que la molécule CD4 

pourrait être le récepteur probable du virus de la nécrose thymique, comme 

c'est le cas pour le HIV-1. Cependant, à la lueur de ces résultats préliminaires, 

il est plutôt suggéré que ce sont les cellules CD4- qui seraient infectées par le 

VNT, mais surviraient toutefois à l'infection. Ces mêmes cellules pourraient 
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demeurer infectées et servir de réservoir pour l'infection chronique. Le type 

exact de cellules dans lequel le virus persisterait demeure toutefois inconnu. 

Il existe dans la nature d'autres virus lymphotropiques ayant une affinité 

particulière pour les cellules CD4; un parallèle peut être établi entre le VNT et 

celui de l'herpesvirus humain-S (HHV-6), aussi connu sous le nom de HBLV 

(Salahuddin et al., 1986). Bien que ce virus HHV-6 fut originalement isolé de 

lymphocytes B, il a été récemment démontré que ce dernier présentait une 

activité cytolytique in vitro chez les lignées de cellules T lymphoblastoïdes, 

{Ablashi et al., 1987). Il reste toutefois à démontrer la même activité cytolytique 

in vivo. Le VNT et le virus HHV-6 peuvent tous les deux déclencher une 

infection asymptomatique et peuvent se loger de façon chronique dans les 

glandes salivaires {Pietroboni et al., 1988; Morse, 1991 }. Ces deux virus 

seraient donc les premiers membres de la famille des herpesvirus ayant une 

activité à caractère cytolytique pour les cellules T. 

2. IMMUNOHISTOCHIMIE 

2.1 Historique 

La pratique de l'immunohistochimie prit naissance avec les travaux de 

Albert H. Coons et collaborateurs en 1941. Ils furent les premiers à marquer un 

anticorps à un colorant fluorescent, l'isocyanate de fluorescéine, pour détecter 

un antigène dans des coupes de tissus (Kaplan , 1950; Coons , 1942 , 1961). 

Cette technique référait au principe des méthodes directes: un marquage de 

l'anticorps en réaction avec un antigène particulier. Cependant , cette méthode 

directe nécessitait d'une part, une quantité élevée d'anticorps (lequel devait 

être très spécifique à l' antigène} et une distribution élevée d'antigène dans 
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les coupes de tissus infectés. Il y avait également présence de plusieurs 

réactions non spécifiques. C'est alors qu'il y eut plusieurs développements 

(Coons et al ., 1955; Mellors, 1968; Müller-Eberhard, 1968) pour introduire une 

méthode indirecte plus sensible. Cette dernière utilisait comme principe de 

faire réagir un premier anticorps non marqué avec l'antigène, suivi d'un 

deuxième anticorps marqué qui reconnaîtrait les portions Fe ou Fab de 

l'anticorps primaire. Ce principe des méthodes indirectes avait l'avantage de 

nécessiter une faible quantité d'anticorps (anticorps secondaire), lequel 

pouvait réagir avec plusieurs épitopes de l'anticorps primaire. Cette méthode 

était donc plus spécifique et plus sensible que la méthode indirecte. Puis on 

remplaçat l'isocyanate de fluorescéine par l'isothiocyanate(Riggs et al., 1958), 

encore utilisé aujourd'hui comme marqueur de choix, parce que la molécule 

peut facilement être conjuguée à l'anticorps. Celle-ci émet une fluorescence 

verte lorsqu'elle est excitée à des longueurs d'ondes de 490 nm. Pour un 

double marquage, on peut utiliser le fluorochrome rhodamine émettant une 

fluorescence rouge à une longueur d'ondes de 530 nm avec l'isothiocyanate 

de fluorescéine. 

L'immunofluorescence fut énormément développée et exploitée et, est 

encore fort utilisée aujourd'hui. Cependant, comme les lames ou préparations 

pour l'observation en fluorescence ne sont pas permanentes et que cette 

technique nécessite un appareillage spécifique, il fallait donc développer 

d'autres alternatives n'ayant pas ces contraintes mais permettant toujours le 

dépistage d'une réaction antigène-anticorps dans un tissu. 

Ces nouvelles exigences amenèrent le développement d'une série de 

marqueurs enzymatiques, dont Nakane et Pierce en 1966 furent les pionniers. 
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Ce premier enzyme est la peroxydase, avantageusement utilisée, autant en 

microscopie photonique qu'électronique. Le principe est d'utiliser un donneur 

d'électrons comme le 3,3' tétrahydrochlorure de diaminobenzidine (DAB) qui, 

en présence de peroxyde d'hydrogène, produit un précipité polymérique 

insoluble brunâtre (Graham et al., 1965). 

Une variété d'autres donneurs d'électrons peut être utilisée avec la 

peroxydase, comme les chromogènes: 4-chloro-1-naphtol et le 3-amino-9-

éthylcarbazole (AEC) (Graham et al., 1965) qui émettent par contre un 

précipité rougeâtre. 

D'autres marqueurs enzymatiques furent développés, comme la 

phosphatase alcaline (Masson et Sammons, 1978) utilisée surtout avec des 

techniques indirectes. Celle-ci a l'avantage d'être absente des tissus animaux, 

ce qui n'engendre aucun problème résultant de la présence de peroxydase 

endogène. Il y a aussi la 13-D-galactosidase (Bondi et al., 1982), enzyme dérivé 

d'une bactérie (E. coli ), ayant un pH différent de celui des enzymes de 

mammifères. Il est à noter que ces enzymes, couplés à un anticorps, 

produisent une réaction spécifique détectée par la présence d'un précipité 

coloré, lorsqu'il y a rencontre avec l'antigène. 

Pour des techniques immunohistochimiques appliquées en microscopie 

électronique, les marqueurs à la ferritine (Singer et Shick, 1961) et à l'or 

colloïdal (Faulk et Taylor, 1971 }, ainsi que des marqueurs radioactifs comme 

3H, 1251 (Larsson et Schwartz, 1977), peuvent être également utilisés. 
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2.2 Principes de base de l'lmmunohistochimle 

Les techniques immunohistochimiques sont devenues des outils 

précieux de plus en plus utilisés en recherche et en diagnostic pathologique, 

surtout depuis l'avènement des anticorps monoclonaux (Heyderman, 1979; 

Flens et al., 1989; Gosling, 1990; Ward, 1990). Les avantages principaux de 

l'immunohistochimie sont d'être rapides, simples et spécifiques. 

Le principe de base de l'immunohistochimie repose sur l'interaction 

spécifique entre un anticorps et un antigène dans le tissu. Le site de cette 

interaction Ag-Ac peut être localisé par l'utilisation d'un marqueur pouvant être 

détecté en microscopie photonique ou électronique. Les éléments nécessaires 

pour l'immunohistochimie sont donc constitués d'un système de détection, de 

la présence d'un antigène insoluble dans un tissu et d'un anticorps spécifique. 

Les techniques immunohistochimiques diffèrent selon le marqueur 

utilisé et la façon dont celui-ci est employé pour localiser le site d'interaction 

Ag-Ac dans le tissu. 

Les critères de réussite des systèmes de détection immunohisto­

chimique visent: l'efficacité (i.e. le signal de la réaction Ag-Ac sans bruit de 

fond), la sensibilité (i.e. la quantité la plus faible d'Ag détecté par la technique 

immunohistochimique) et la spécificité (i.e. la détection de l'Ag cible) (Petrusz 

et Ordronneau, 1980). 
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2.2.1 Fixation et traitement des tissus 

La fixation est un aspect important à considérer en immunohistochimie. 

Son but est d'immobiliser les antigènes dans le tissu et/ou de préserver 

l'intégrité structurale du tissu. Une fixation idéale devrait satisfaire les 

caractéristiques suivantes: 1) la morphologie doit être préservée; 

2) l'antigène pour être localisé doit être accessible aux anticorps marqués aux 

enzymes; 3) la distribution antigénique doit demeurer la même avant et après 

la fixation (i.e. le fixat_eur ne doit pas produire une diffusion ou un 

réarrangement de la distribution antigénique) et 4) les procédures de fixation 

ne doivent pas causer une dénaturation de l'antigène (Farr et Nakane, 1981 ). 

Cependant, certains de ces critères combinés ensemble peuvent être 

mutuellement incompatibles. Certains fixateurs qui maintiennent l'intégrité 

morphologique offrent en retour une perte partielle de l'antigénicité. À 

l'inverse, d'autres fixateurs qui facilitent la pénétration des anticorps marqués 

aux enzymes pour la localisation des antigènes et qui préservent l'antigénicité, 

ne conservent pas une morphologie adéquate des tissus. Il n'existe pas 

présentement de fixateur "idéal" ou "standard"; la fixation en 

immunohistochimie relève donc d'un compromis entre ces deux extrêmes. 

Quant au traitement des tissus, ils peuvent être, soit fixés et enrobés à la 

paraffine ou congelés directement. Il faut prendre en considération que 

certains antigènes peuvent être dénaturés, d'abord par l'action du fixateur et 

aussi par l'enrobage des tissus à la paraffine où la température de celle-ci peut 

être trop élevée pour préserver certains épitopes antigéniques. Cependant, la 

morphologie est, dans la plupart des cas, très bien conservée. 
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Il apparaît parfois plus avantageux d'utiliser la technique de 

congélation, d'une part parce qu'elle permet une préservation acceptable des 

tissus, et d'autre part, parce qu'elle est suffisamment rapide (entre 10 et 

20 secondes) pour éviter la formation de cristaux de glace dans les tissus. Les 

spécimens sont d'abord enrobés dans un milieu de montage (O.C.T.) adapté 

pour la congélation des tissus. Ils sont par la suite congelés dans un milieu 

intermédiaire (Fréon 22, isopentane ou propane-propylène) dans un bain 

d'azote liquide. Généralement, les petites pièces (::: 0,5 cm3) conservent une 

morphologie adéquate,cependant, pour des pièces à dimension plus grande, il 

peut y avoir un certain degré d'endommagement des tissus plus ou moins 

négligeable (Larsson, 1988). 

2.3 Les systèmes de détection lmmunohistochimlque 

Il existe deux types de systèmes de détection immunohistochimique: les 

méthodes directes et indirectes. Le principe des méthodes directes consiste à 

faire réagir l'anticorps conjugué à l'enzyme avec l'antigène. Cette méthode est 

utile lorsque l'antisérum est disponible en quantité suffisante et qu'il est très 

spécifique à l'antigène et surtout lorsque le tissu infecté contient une quantité 

très importante d'antigènes. Cette technique s'avère toutefois moins sensible 

que les méthodes indirectes. 

Les méthodes indirectes quant à elles s'avèrent substantiellement plus 

sensibles, jusqu'à six et douze fois plus, parce qu'elles utilisent un deuxième 

anticorps marqué qui pourra reconnaître les portions Fe ou Fab de l'anticorps 

primaire. 
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Parmi ces méthodes indirectes, on retrouve les techniques dites 

"sandwich", parce qu'elles impliquent plusieurs séries de réaction de couplage 

enzyme-anticorps. Brièvement, on retrouve les techniques de peroxydase anti­

peroxydase (PAP) , (Sternberger et Cuculis, 1969) où le premier et le 

deuxième anticorps ne sont pas marqués, et le troisième réactif est un 

complexe immun de peroxydase anti-peroxydase. Le deuxième anticorps agit 

comme un "pont" entre le premier anticorps et le complexe anti-peroxydase, 

lesquels sont produits chez la même espèce que le premier anticorps. 

Il existe aussi des méthodes double PAP (triple sandwich} (Mason et al., 

1969; Ordronneau et Lindstrëm, 1981) où Je principe est Je même que celui du 

PAP, sauf qu'on ajoute un quatrième anticorps non marqué, couplé au 

complexe PAP. Cette dernière technique aurait l'avantage de nécessiter des 

dilutions plus élevées de l'anticorps, cependant elle est plus longue à 

effectuer, d'autant plus qu'elle nécessite plusieurs étapes de rinçage, 

lesquelles pourraient contribuer à perdre une partie des coupes des tissus. 

Il existe plusieurs systèmes de détection indirecte, comme des 

méthodes basées sur le principe de la protéine A (Young et al., 1984}, les 

systèmes avidine-biotine (Guesdon et al., 1979; Hsu et al., 1981) et les 

systèmes de détection utilisant différents marqueurs (ferritine, or colloïdal, 

enzymes radioactifs), dont la description des techniques sera omise ici, 

débordant du cadre de ce projet. 
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2.3.1 Système de détection streptavidine-biotine 

La méthode immunohistochimique streptavidine-biotine est de plus en 

plus fréquemment utilisée çomme outil de recherche fondamentale en 

cancérologie, immunologie et virologie (Scopsi et Larsson, 1986; Matthews, 

1987; Mason et Gatter, 1987; Shi et ltzkowitz, 1988; Flens etal., 1989; Gosling, 

1990). 

2.3.2 Description des protéines 

La streptavidlne est une protéine isolée de Streptomyces avidinii 

(Chaiet et Wolf, 1964), d'un P.M. de 60 000 dalton, similaire à l'albumine 

d'oeuf. Elle est constituée de quatre sous-unités ayant une forte affinité pour la 

biotine. L'absence de résidus oligosaccharidiques et le point isoélectrique 

neutre préviennent un attachement non spécifique. 

La blotine est une protéine soluble dans l'eau, de 244 dalton de 

poids moléculaire, présente dans le jaune d'oeuf et dans une variété d'autres 

tissus animaux ou végétaux. 

Ce système a la particularité d'avoir une constance d'affinité très élevée 

de la streptavidine pour la biotine (Kd = 10·15 M-1) (Chaiet et Wolf,1964). De 

plus ce système streptavidine-biotine élimine les liaisons inhérentes non 

spécifiques, comme ce peut être le cas avec l'avidine (Woods et Warnke, 

1981 ). Il a été démontré que le système streptavidine-biotine possédait une 

sensibilité supérieure aux techniques conventionnelles d'avidine-biotine 

(méthode ABC) (Buckland, 1986; Zuo-Rong et al., 1988). 
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La streptavidine a un point isoélectrique neutre, tandis que l'avidine 

possède un point isoélectrique de 1 O. Or, l'avidine sera chargée positivement, 

en présence de conditions physiologiques et pourrait induire des réactions 

non spécifiques d'attachement. 

Puisque cet attachement non spécifique peut être la cause de 

l'interaction entre les chaînes de carbones et de lectines (protéines retrouvées 

dans certains tissus), l'absence de chaînes carbonées chez la streptavidine 

prévient de beaucoup les réactions non spécifiques et contribue à diminuer de 

façon appréciable le bruit de fond lorsque comparé au système avidine­

biotine. 

21 



MATÉRIEL ET MÉTHODES 
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1. ANIMAUX 

Des souris CD-1, exemptes d'organismes pathogènes connus et 

provenant de la compagnie Charles River Ltée (St-Constant, Québec) ont été 

utilisées. Elles ont été gardées dans des cages de polycarbonate à couvercle 

filtrant et ont reçu de la nourriture commerciale (Purina, Lab Chow, St-Louis, 

Missouri, E.-U.) et de l'eau ad libitum. La pathogénie du virus a été étudiée 

chez deux groupes de souris, le groupe A constitué de souriceaux nouveau­

nés âgés de 24 heures et le groupe B constitué de souris femelles adultes 

âgées de 4 à 6 semaines (18-20g). Chaque groupe comportait des sous­

groupes contrôles (non-inoculés) et inoculés avec le VNT. 

2. VIRUS 

2.1 Origine 

Le virus utilisé a été isolé dans notre laboratoire et est sérologiquement 

identique à la souche décrite par S.S. Cross (Lussier et al., 1988a). Le 

cinquième passage a été utilisé pour la préparation de la suspension virale. 

2. 2 Préparation de la suspension virale 

Les souriceaux nouveau-nés provenant de 40 portées ont été inoculés 

par voie intrapéritonéale (i.p.) avec 0,05 ml avec la suspension virale à l'aide 

d'une seringue de 1 ml et d'une aiguille #30 (Becton Dickinson, Rutherford, 

New Jersey,E.-U.) Sept jours après l'inoculation, les souriceaux ont été 

sacrifiés à l'halotane (M.T.C. Pharmaceuticals,Cambridge,Ontario). Les thymus 

infectés ont été recueillis stérilement et triturés dans le milieu MEM contenant 

de la gentamicine (1 0 ~g/ml) (Gibco, Burlington, Ontario). Les cellules ont été 
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cellules ont été dissociées et leur concentration a été ajustée à 80 x 1 os 

thymocytes par ml. Dix pour cent de diméthylsulfoxide (DMSO} (Sigma 

Chemical Company, St-Louis, Missouri, E.-U.} a été ajouté au volume total, la 

suspension a été répartie en volume de 1 ml et congelée à -70°C. Des 

prélèvements de cette suspension virale ont été testés pour un contrôle de la 

stérilité sur gélose sang et dans le thioglycolate. 

2.3 Titrage du virus 

Le titrage du virus a été effectué sur des souriceaux et les calculs 

effectués selon la méthode de Kârber (Lépine, 1964} afin de déterminer la 

dose infectieuse causant une nécrose thymique dans 50% des cas (Diso). À 

partir d'une ampoule contenant la suspension originale du virus, une série de 

dilutions logarithmiques de 10° à 1 o-s a été effectuée. Pour chaque dilution, 

0,05 ml de la suspension virale ont été inoculés par voie i.p. aux souriceaux 

de deux portées (environ 20 nouveau-nés de 24 heures). L'observation 

macroscopique de la nécrose du thymus a été utilisée pour quantifier le virus 

infectieux dans la suspension originale. Les thymus ont été examinés 14 jours 

après l'inoculation et évalués selon le barème de 0 (thymus normal} à 4+ 

(nécrose maximale où le thymus apparaît petit, dur et opaque). 

2.4 Recherche de contamlnants dans la suspension virale 
par le test d'induction d'anticorps 
(MAP-Test: Mo use Antibody Production Test) 

Pour s'assurer que les suspensions virales ne renfermaient pas de 

contaminants, ces dernières ont été soumises au test d'induction 
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d'anticorps (MAP-Test) (Collins et Parker, 1972). Trois souris sevrées, âgées 

de six semaines, ont été inoculées avec la suspension virale non diluée et trois 

autres avec la suspension diluée 1 :10 dans du milieu MEM contenant 

10 Jlg/ml de gentamicine. Le diluant a été inoculé à trois autres souris. 

Chaque souris a été anesthésiée à l'halotane, inoculée avec 0,45 ml par voie 

i.p. et 0,05 ml par voie intra-nasale et saignée 28 jours après l'inoculation par 

ponction cardiaque. Ces prélèvements sanguins ont été laissés à la 

température de la pièce pendant une heure puis Je sérum a été séparé par 

centrifugation à 5000 g pendant cinq minutes à 4°C et congelé à -20°C 

jusqu'au moment des tests. Les techniques ELISA, d'inhibition de 

l'hémagglutination, de la fixation du complément et d'immunofluorescence ont 

été utilisées afin de détecter la présence, dans le sérum, d'anticorps dirigés 

contre les virus murins et mycoplasmes suivants: réovirus type 3, virus K, virus 

de l'encéphalomyélite de Theiler, virus du polyome, virus Sendai, virus de la 

pneumonie de la souris, virus de l'hépatite murine, adénovirus murin, minivirus 

de la souris, virus de la chorioméningite lymphocytaire, cytomégalovirus murin, 

virus de la fièvre coréenne, virus H-1 de Toolan et Mycoplasma pulmonis 

(Service de dépistage de pathologies des animaux de laboratoire, Institut 

Armand-Frappier, Laval, Québec). Pour la détection du virus de la 

déshydrogénase lactique (LDV), trois souris sevrées, âgées de six semaines 

ont été inoculées avec 0,5 ml par voie i.p. et 0,03 ml par voie intra-crânienne 

de la suspension virale diluée 1 :10 dans du PBS sans Ca++ ni Mg++ à pH 7,2. 

Le LDV a été inoculé par voie i.p. (volume de 0,5 ml) à trois souris utilisées 

comme témoins positifs. Trois autres souris, utilisées comme témoins négatifs 

ont été inoculées par voie i.p. avec 0,5 ml de diluant. Trois jours après 

l'inoculation, les souris ont été saignées au niveau du sinus orbital veineux à 
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l'aide de capillaire non-hépariné. De nouveau, les prélèvements sanguins ont 

reposé à la température de la pièce et ont été centrifugés par la suite à 5000 g 

pendant cinq minutes à 4°C. Le niveau de déshydrogénase lactique dans le 

sérum des animaux infectés a été comparé avec celui des témoins négatifs et 

positifs à l'aide d'une trousse commerciale (Sigma Diagnostic, St-Louis, 

Missouri, E.-U.). 

3. PRODUCTION D'ANTICORPS 

3.1 Antisérum 

L'antisérum anti-VNT a été produit chez des souris femelles adultes 

âgées de six semaines, selon trois protocoles d'immunisation différents: les 

souris du groupe A ont reçu l'adjuvant de Freund (Difco, Michigan, É.-U.); 

celles du groupe B ont reçu le virus seul et celles du groupe C ont reçu 

l'adjuvant AlBI (Cedarfane Lab., Mississuauga, Ont.) (Tableau 1). 

Ces protocoles d'immunisation ont été utilisés d'une part pour éprouver 

la valeur de l'adjuvant Ribi (breveté en 1981) qui, selon certaines sources,. 

déclencherait la production de titres élévés d'anticorps (Ri bi ,1985; Curry, 

1987; Masihi et.al., 1988; Rudbachet al., 1988; Kenney, 1989; Lise, 1989; 

Geerligs, 1989) et pour trouver le protocole le plus efficace qui soit pour la 

production massive d'un antisérum dirigé contre le VNT. 

Groupe A: adjuvant de Freund 

Une première injection de 0,5 ml [{i.e. de 0,25 ml de la suspension 

virale diluée (1 :2) et de 0,25 ml d'adjuvant complet de Freund (ACF)] fut 

administrée i.p., suivie d'une deuxième injection i.p. de 0,5 ml [(0,25 ml de la 
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suspension virale diluée (1 :2) et de 0,25 ml adjuvant Incomplet de Freund 

(AIF)] à deux semaines d'intervalle. Quatorze jours plus tard, une troisième 

dose de 0,5 ml de la suspension virale diluée (1 :4) fut administrée par voie 

intrapéritonéale. 

Groupe B: virus seul 

Les souris ont reçu trois injections i.p. de 0,5 ml de la suspension virale 

diluée (1 :4), à raison d'une injection à toutes les deux semaines. 

Groupe C: adjuvant RIBI 

L'immunisation des souris avec l'adjuvant RIBI s'est faite comme suit: 

une première injection de 0,2 ml i.p. fut administrée [( 0,1 ml de la suspension 

virale (1 :2) et 0,1 ml d'adjuvant RI BI dilué dans 2% de solution saline)], suivie 

d'une dernière injection i.p. de 0,5 ml de la suspension virale diluée (1 :4) 

deux semaines plus tard. 



TABLEAU 1 

Protocoles d'immunisation des souris pour la production 
d'un antisérum dirigé contre le VNT 

GROUPE A: Immunisation par adjuvant de Freund 

1ère injection de 0,5 ml ACF a (0,25 ml virus dilué (1 :2) + 0,25 ml ACF ) 

2ième injection de 0,5 ml AIF b (0,25 ml virus dilué (1 :2) +0,25 ml AIF ) 

3ième injection de 0,5 ml virus dilué (1 :4) 

GROUPE B: Immunisation avec virus seulement 

1ère injection de 0,5 ml virus dilué (1 :4) 

2ième injection de 0,5 ml virus dilué (1 :4) 

3ième injection de 0,5 ml virus dilué (1 :4) 

GROUPE C: Immunisation par adjuvant RIBI 

1ère injection de 0,2 ml adjuvant RI BI (0, 1 ml virus dilué (1 :2)+0,1 ml adj. CRI BI) 

2ième injection de 0,5 ml virus dilué (1 :4) 

a: adjuvant complet de Freund (ACF) 

b: adjuvant incomplet de Freund (AIF) 

c: adjuvant 

2S 



29 

3.2 Anticorps monoclonal 

3.2.1 Immunisation des souris 

Des souris adultes CD-1 âgées de six semaines ont été immunisées par 

injection i.p., à raison d'une première injection de 0,5 ml d'ACF [(0,25 ml de 

virus dilué (1 :2) + 0,25 ml d'ACF)], suivi deux semaines plus tard, d'une 

deuxième injection de 0,5 ml d'AIF [(0,25 ml de virus dilué (1 ;2) + 0,25 ml 

d'AIF)] . Une troisième dose i.p. de 0,5 ml de virus dilué {1 :4) fut administrée 

au 28e jour. Finalement, au 42e jour un dernier rappel de 100 J.LI de virus dilué 

(1 :20) fut injecté par voie intra-veineuse, quatre jours précédant la fusion 

{Tableau Il}. Il est à noter que ce protocole d'immunisation a utilisé l'adjuvant 

de Freund en raison des procédures conventionnelles déjà utilisées en 

laboratoire. 



TABLEAU Il 

Calendrier d'Immunisation des souris utilisées 
pour la fusion cellulaire 

QUANTITÉ 
JOUR DE VIRUS INJECTÉ 

1 0,5 ml Acfa,b 

14 0,5 ml AlfC,d 

28 0,5 ml virus dilué (1 :4) 

42 100 Jll de virus dilué (1 :20) 

46 - fusion cellulaire 

a: adjuvant complet de Freund (ACF) 

b: 0,25 ml de virus dilué (1 :2) + 0,25 ml d'ACF 

c: adjuvant Incomplet de Freund (AIF) 

d: 0,25 ml de virus dilué (1 :2) + 0,25 ml d' AIF 

*· injection intrapéritonéale (i.p.) 

**: injection intra-veineuse (i.v.) 

VOIE 
D'ADMINISTRATION 

i.p. 
.. 

i.p. 

i.p . 

i.v. 
... 

30 
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3.2.2 Fusion cellulaire et production d'hybridomes 

Les opérations suivantes ont été effectuées par le Service de production 

des hybridomes, dans le laboratoire du docteur J. Lecomte (Institut Armand­

Frappier). Les lymphocytes spléniques des souris immunisées ont été 

mélangés à des cellules myélomateuses murines 653 dans le milieu de culture 

RPMI sans sérum (Gibco, Burlington, Ont.). 

Les cellules ont été centrifugées cinq minutes à 1000 rpm et le culot a 

été resuspendu délicatement dans du milieu RPMI en présence de 

polyéthylène glycol (PEG) pendant environ 45 secondes. La solution de PEG 

fut ensuite retirée et le volume complété avec 1 0,0 ml du milieu de culture. 

Cette suspension fut centrifugée à nouveau et le culot resuspendu dans 

1 0,0 ml de milieu RPMI puis incubé à 37°C pendant cinq minutes. Après 

centrifugation, les cellules furent resuspendues dans le milieu RPMI contenant 

1 0% de sérum foetal bovin (SFB) et incubées 30 minutes à 37°C. Après 

centrifugation, les cellules ont été resuspendues dans du milieu sélectif 

d'hypoxanthine, aminoptérine, thymidine (HAT) contenant 10% SFB. 

Une fois la fusion terminée, à une concentration optimale de 4x1 os 
cellules 1 ml , les cellules ont été réparties dans des plateaux de 96 puits pour 

culture de tissus à raison de 1 00 J.LI 1 puits, et incubées à 37°C sous 

atmosphère humide avec 1 0% de C02. Le milieu de culture fut changé pour du 

milieu frais, environ à tous les deux jours. 

Quatorze jours après la fusion, le surnageant de culture fut testé par la 

technique d'f.F.l. (voir détails plus loin dans le texte) afin d'évaluer les puits 

contenant les hybridomes sécréteurs d'immunoglobulines. 
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Les hybridomes des puits positifs ont été reclonés par dilution limite et 

au bout de quatorze jours, le milieu sélectif HAT a été changé pour le milieu 

sélectif hypoxanthine, thymidine (HT). 

Après le clonage, les hybridomes ont de nouveau été testés au point de 

vue sécrétion d'anticorps et ceux qui semblaient stables ont été propagés dans 

des flacons de 25 cm2 contenant du milieu RPMI afin de produire une culture 

cellulaire massive. 

3.2.3 Détection des hybridomes sécréteurs par immunofluorescence 

indirecte 

Les hybridomes sécréteurs ont été testés par I.F.I. où l'on avait 

préalablement fixé des cellules thymiques normales et des cellules infectées 

au VNT sur lame de microscope à 12 puits délimités (Flow Lab, Mississuauga, 

Ont.). 

La production de ces lames a d'abord nécessité dans un premier temps, 

le prélèvement au jour 7 de thymus de souriceaux infectés à la naissance par 

le VNT et de thymus de souriceaux normaux (non-inoculés). Ces thymus ont 

été récoltés dans une solution de PBS sans Ca++ ni Mg++ et ont subi trois 

lavages subséquents au PBS pour se défaire des globules rouges. Ils ont été 

ensuite dissociés finement dans un pétri et cette solution a été resuspendue 

dans 40% de milieu RPMI en présence de glutamine, d'antibiotiques et de 

50% de sérum de veau foetal et 10% de DMSO (Sigma Chemical Company, 

St-Louis, Missouri, E.-U.) . Le compte cellulaire était de 6 x 1 Q6 cellules par 

ml et le tout a été réparti en volume de 1 ml et congelé à l'azote liquide. 
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Dans un deuxième temps, au moment de la production des lames 

d'I.F.I., une aliquote fut rapidement décongelée à 37°C et centrifugée pendant 

dix minutes à 1600 rpm. Le culot fut resuspendu dans 4 ml de PBS sans 

Ca++ ni Mg++ et dans 0,1% de paraformaldéhyde. La suspension de 

thymocytes normaux fut distribuée dans la rangée supérieure de la lame 

(servant de contrôle) et celle de thymocytes infectés au VNT dans la rangée 

inférieure, en volumes de 25 Jll. Les lames furent ensuite asséchées sous la 

hotte laminaire, fixées à l'acétone pendant dix minutes, et conservées à -70°C 

jusqu'au moment de leur utilisation. 

3.2.4 Classification et quantification des anticorps monoclonaux . 
3.2.4. 1 Analyse de la classe des anticorps 

Les classes et sous-classes ainsi que la chaîne légère des anticorps 

monoclonaux ont été déterminées en utilisant une trousse commerciale 

(Amersham , Oakville, Ont.) (Annexe 1). 

3.2.4.2 lmmunodiffusion double radiale 

la quantification des anticorps monoclonaux s'est effectuée selon le test 

de Mancini en immunodiffusion radiale (Mancini et al., 1965). Deux séries 

parallèles de puits ont été pratiquées sur un gel de 3 ml d'agarose dans 

lequel avait été introduit 1 0 Jll d'lgG de chèvre anti-lgG de souris (Miles, 

Mississuauga, Ont.) . les standards, soit des lgG de souris, ont été déposés 

dans les puits supérieurs à raison de 10 Jlllpuits aux concentrations suivantes: 

50 , 25 , 12,5 , 6,25 et 3,12 Jlg/ml. L'anticorps monoclonal provenant de 

surnageants de culture a été placé dans les puits inférieurs à raison de 
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10 J.LI/puits à différentes dilutions (1/2 ,1/4 ,1/8 ,1/16). Le tout a été incubé en 

chambre humide pendant 24 heures à la température de la pièce. Ils ont subi 

ensuite plusieurs rinçages au PBS, ils ont été pressés et séchés. Ils furent 

ensuite placés dans un bain colorant constitué de méthanol à 50%, de bleu de 

Coomassie 0,2% et d'acide trichloroacétique à 7,5%. Après décoloration à 

l'aide de méthanol 50% et d'acide acétique 7,5%, ils ont ensuite été séchés de 

nouveau. Le diamètre de la zone de précipitation a été évalué à l'aide d'un 

oculaire 8X à calibration millimétrique. 

4. RECHERCHE D'ANTICORPS SPÉCIFIQUES PAR LA 

TECHNIQUE ELISA 

Les plateaux à 96 puits en polystyrène (Flow Lab. Mississuauga ,Ont.) 

ont été remplis de 100 J.LI d'antigène VNT ou témoin et incubés pour la nuit à 

4°C. Les antigènes témoins ont été préparés à partir de thymus non infectés et 

les antigènes VNT produits à partir de thymus infectés de sept jours. Avant 

d'être déposées dans les plateaux, les suspensions d'antigènes ont été 

traitées aux ultrasons pendant dix secondes dans un bain de glace. Le 

lendemain, la suspension d'antigènes a été jetée et 200 J.ll de PBS contenant 

1% v/v de Tween 20 (Sigma, St-Louis, Missouri, E.-U.) et 10% de SFB a été 

déposé dans chaque cupule et les plateaux ont été incubés pendant une 

heure à la température de la pièce. Les plateaux ont été vidés et les sérums à 

tester ont été dilués en série (1/40, 1/160, 1/640, etc.) à raison de 33 J.LI de 

chaque dilution dans un volume de 100 J.LI de PBS contenant 1% v/v de 

Tween 20 et 1 0% de SFB et déposés à la fois dans les cupules contenant les 

antigènes VNT ou témoins. Après une heure d'incubation à la température de 

la pièce, les plateaux ont été lavés trois fois avec du PBS-Tween 20 (0,1 %) et 
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100 J.LI de protéine A marquée à la peroxydase de raifort (dilution 1 :800) ont 

été ajouté à chaque cupule. Les plateaux ont ensuite été incubés pendant 

30 minutes à la température de la pièce à la noirceur, lavés trois fois avec du 

PBS et 100 J.LI d'un tampon citrate (Annexe Il) contenant 0.04% plv d'O­

phénylènediamine (OPD) et 0.04% de peroxyde d'hydrogène 30% ont été 

ajoutés à chaque cupule. Après une incubation de 30 minutes à la 

température de la pièce à la noirceur, la réaction a été arrêtée avec 100 J.LI de 

HCI IN. La densité optique fut lue à une longueur d'onde de 492 nm à l'aide 

d'un spectrophotomètre Titertek Multiskan (Flow Lab, Mississauga, Ont.). 

5. PRÉPARATION DES TISSUS 

5.1 Pour les analyses histologiques 

Les souris ont été sacrifiées par inhalation d'halotane (MTC 

Pharmaceuticals, Cambridge, Ont.) et les organes suivants ont été fixés dans 

une solution de formaline commerciale Perfix© (Fisher Diagnostic, 

Orangeburg, New York, E.-U.): le thymus, le foie, la rate et les glandes 

salivaires. Les organes ont ensuite été enrobés de paraffine et des coupes de 

tissus de 6 J.1 d'épaisseur ont été montées sur lames et colorées à 

l'hématoxyline-éosine pour des études histologiques (Annexe Ill). 

5.2 Pour les analyses immunohlstochlmiques 

Pour les études immunohistochimiques, le thymus, la rate, le foie et les 

glandes salivaires ont été prélevés, déposés dans des "cryomolds" (bain de 

moulage, Miles, San Francisco, Californie, E.-U.) et montés immédiatement 

dans un milieu de montage commercial, ("O.C.T"., Miles, San Francisco, 
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Californie, E.-U.) pour être par la suite congelés dans un milieu intermédiaire 

de fréon liquide (dichlorodifluorométhane, Mecalab, Montréal, Qué.) dans un 

bain d'azote liquide. Les organes ont ainsi été congelés en moins de trente 

secondes. Des coupes de 5 Jl furent ensuite effectuées au cryostat, montées 

sur lames et entreposées à -70°C jusqu'au moment de leur utilisation. 

5.2.1 lmmunofluorescence indirecte 

Les coupes de tissus de 5 Jl congelées ont été fixées à l'acétone 

pendant dix minutes à 4°C, rincées trois fois pendant cinq minutes dans un 

tampon PBS sans Ca++ ni Mg++ (Gibco Lab., Burlington, Ont.) et incubées en 

présence de l'anticorps primaire (anticorps monoclonal ou antisérum) pendant 

60 minutes à 37°C en chambre humide. Suite à cette incubation, les lames 

ont subi trois rinçages consécutifs au PBS et furent incubées pendant 

60 minutes à 37°C en chambre humide avec le conjugué anti-lgG de souris 

marqué à la fluorescéine (diluée 1 :40) (Sigma, St·Louis, Missouri, E.-U.). Pour 

permettre une meilleure contre-coloration des lames, un colorant a été ajouté 

au conjugué à raison d'un volume de 1 00 Jll de Bleu d'Evans 1 ml de conjugué. 

Cette étape fut suivie d'un dernier rinçage au PBS avant le montage entre 

lames et lamelles avec une goutte de glycérine-phosphate (glycérol PBS 9:1 ). 

L'observation des lames s'est faite sous un microscope à fluorescence Zeiss 

équipé d'un objectif de 50X à immersion dans l'eau. Les photographies ont été 

prises sur film Kodak de sensibilité 400 ASA. 

5.2.2 lmmunoperoxydase indirecte 

Les coupes de tissus de 5 Jl congelées ont été fixées à l'acétone 

pendant dix minutes à 4°C et rincées trois fois dans du PBS. La technique 
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d'immunoperoxydase pratiquée utilise une trousse commerciale streptavidine­

biotine ("Histostain Kit", Zymed Lab., San Francisco, Californie, E.-U.) avec 

légères modifications. Brièvement, une première étape suivant la fixation à 

l'acétone consiste à bloquer les sites non spécifiques avec le sérum bloquant 

(10% de sérum non immun de lapin ou de chèvre) pendant dix minutes à la 

température de la pièce. Un rinçage au PBS fut ensuite effectué suivi d'une 

incubation de soixante minutes avec l'échantillon (i.e. l'anticorps primaire: 

polyclonal ou monoclonal), à 37°C en chambre humide. Les lames furent 

ensuite rincées au PBS. Par la suite, un deuxième anticorps, un anti lg G de 

souris biotinylé a été ajouté et incubé pendant quinze minutes à la température 

de la pièce. Puis, suivant un nouveau rinçage des lames au PBS, une 

incubation de dix minutes avec le conjugué enzyme (streptavidine­

peroxydase) en chambre humide, à la température de la pièce, a suivit. Les 

lames furent ensuite lavées de nouveau avec du PBS. Finalement, la réaction 

a été révélée en présence du substrat chromogène : aminoéthylcarbazole 

(AEC) mélangé à une solution de 3% d' H20 2 incubé sept minutes en 

chambre humide, à la noirceur et à la température de la pièce. Les lames 

furent ensuite rincées à l'eau distillée et contre-colorées à l'hématoxyline de 

Harris pendant trois minutes. Un montage entre lames et lamelles avec une 

goutte de solution glycerol-polyvinyl alcool (GVA) fut ensuite effectué pour 

l'observation. Les photographies furent prises avec un microscope Leitz sur un 

film Kodak de 100 ASA avec filtre 80. 



RÉSULTATS 
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1. ANALYSE DE LA SUSPENSION VIRALE 

Des analyses de prélèvements de la suspension virale produite ont été 

testées en microscopie électronique et ont permis de confirmer la présence du 

VNT. De plus, la stérilité de cette suspension virale lorsque testée sur gélose 

sang et dans un milieu de thioglycolate s'est avérée respectée; aucune 

présence de contaminant n'a été trouvée. Quant à la recherche de 

contaminants dans la suspension virale par le test d'induction d'anticorps 

(MAP-test), aucun anticorps dirigé contre les virus et mycoplasmes murins 

testés (voir section 2.4) n'a été dépisté. Les suspensions virales produites 

étaient donc uniquement constituées du VNT. 

2 .IMMUNISATION DES SOURIS 

Les titres en anticorps anti-VNT obtenus chez les souris immunisées 

pour la production de l'antisérum polyclonal (nécessaire pour les techniques 

immunohistochimiques) sont présentés au Tableau Ill. L'antisérum a été 

produit selon trois protocoles d'immunisation différents de façon à trouver la 

technique la plus efficace pour l'obtention des meilleurs titres en anticorps anti­

VNT. 

Le tableau IV rapporte les résultats obtenus avec les souris 

immunisées pour les fusions no.1 et no.2. Un échantillon de sang a été prélevé 

chez chaque souris et le titre indiqué est celui obtenu après la dernière 

injection. Ces titres ont été déterminés par la technique ELISA. 



TABLEAU Ill 

Production d'antlsérum polyclonal: titres anti-VNT des souris 
Immunisées selon trois protocoles différents 

GROUPE A a 

ANIMAL 

1 1/320 

2 1/320 

3 1/320 

4 1/1280 

5 1/1280 

6 1/1280 

7 1/1280 

8 1/320 

TITREd 1/640 

a: Immunisation avec adjuvant de Freund 

b: Immunisation avec virus dilué 

c: Immunisation avec adjuvant AlBI 

d: Moyenne géométrique des titres 

Bb cc 

1/5120 1/1280 

1/1280 1/1280 

1/1280 1/1280 

1/1280 1/5120 

1/1280 1/1280 

1/1280 1/1280 

1/1280 1/320 

1/1280 1/1280 

1/1522 1/1280 
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TABLEAU IV 

Titre d'anticorps obtenus chez les souris Immunisées 
pour la fusion cellulaire 

fUSION TITRE 

Fusion n° 1 souris 1 1/320 

souris 2 1/1280 

Fusion n° 2 souris 1 1/320 

41 



3.ANALYSE DES HYBRIDOMES SÉCRÉTEURS PAR LA 

TECHNIQUE D'IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE 
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Tous les surnageants d'hybridomes obtenus lors de deux fusions 

différentes ont été testés pour la présence d'anticorps spécifiques selon la 

technique d'immunofluorescence indirecte décrite à la section 3.2.3. 

Le tableau V indique le nombre de clones sécréteurs obtenus lors des 

deux fusions. Bien que 75 clones aient été produits, seulement deux se sont 

avérés positifs contre le VNT. Une fluorescence caractéristique (en forme de 

"bâtonnet") de ces hybridomes est démontrée dans la figure 1. 

4. CARACTÉRISATION DES ANTICORPS 

4.1 lsotyple et quantification des anticorps 

Les tests d'isotypie ont permis de déterminer que les anticorps mono­

clonaux 202-011 et 202-E12 possédaient une chaîne légère de type kappa et 

une chaîne lourde de type gamma. Ils appartiennent tous deux à la classe 

d'immunoglobulines de type lgG et de sous-classes lgG2a. 

La quantification des anticorps effectuée par immunodiffusion radiale a 

donné des valeurs identiques de 54,31J.g/ml dans le cas des surnageants de 

culture provenant des hybridomes 202-011 et 202-E12, suggérant qu'il s'agit 

de deux hybridomes semblables (Tableau VI). 



TABLEAU V 

Clones sécréteurs et spécifiques au VNT 

FUSION 

Total 

NOMBRE DE CLONES 

SÉCRÉTEURS 

45 

30 

75 

SPÉCIFIQUE AU VNT 

2 

0 

2 
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FIGURE 1: Fluorescence positive caractéristique des 

hybridomes sécréteurs (2D2-D11, 2D2-E12) 

observée par I.F.I. sur cellules thymiques 

fixées sur lames à 12 puits. 

A: cellules thymiques non-infectées.(contrôle négatif) 

(XSOO) 

B: cellules thymiques infectées au VNT en présence de 

l'hybridome 202-011. (réaction positive: fluorescence 

en forme de "bâtonnet" ) 

(XSOO) 

C: cellules thymiques infectées au VNT en présence de 

l'hybridome 202-E12 (réaction positive : fluorescence 

en forme de"bâtonnet") 

(XSOO) 

D: cellules thymiques infectées au VNT en présence de 

l'antisérum anti-VNT 

(XSOO) 
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TABLEAU VI 

lsotypes et concentration des anticorps monoclonaux 

HYBRIDOME 

2D2-D11 

2D2-E12 

ISOTYPE CONCENTRATION 

chafne légère chafne lourde (~g/ml) 

Kappa 

Kappa 

54,3 

54,3 

4' 
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5. PATHOGÉNIE DE L'INFECTION CAUSÉE PAR LE VIRUS DE 
LA NÉCROSE THYMIQUE 

5. 1 Détection du VNT par immunofluorescence Indirecte 
chez les souriceaux nouveau-nés dans différents 
organes 

La pathogénie du VNT a été étudiée aux jours 3, 5, 7, 14, 21 et 56 post­

infection. Le Tableau VIl résume, en partie, les organes où a été dépisté l'Ag 

viral par immunofluorescence indirecte , à l'aide de l'antisérum dirigé contre le 

VNT. 

Thymus: L'antigène viral (Ag) a été dépisté dans le thymus dès le 

cinquième jour post-infection (Figure 2). En présence de l'antisérum, la fluo­

rescence est localisée principalement dans le noyau des thymocytes. Des 

résultats très similaires ont été obtenus avec l'anticorps monoclonal 2D2-D11 

(Figure 2C). Les résultats des tests immunohistochimiques par la technique 

streptavidine-biotine sont démontrés à la Figure 3. Déjà, par observation 

macroscopique, une souris sur trois présente des lésions visibles 

(Tableau VIII), donnant un aspect bla.nchâtre et dur au thymus infecté. À 

l'examen histologique, on note une nécrose moyennement sévère au niveau 

de la médulla et la présence d'inclusions nucléaires dans les thymocytes 

(Figure 4). 

Au jour 7 post-infection, toutes les souris infectées présentent des 

lésions visibles macroscopiquement (Tableau VIII). À l'examen histologique, 

on observe la présence de nombreux débris nécrotiques (Figure 5). Les 



TABLEAU VIl 

Détection du VNT dans différents organes des souriceaux 
nouveau-nés: lmmunofluorescence Indirecte 

à l'aide de l'antlsérum anti-VNT 

JOURS POST-INFECTION 

ORGANES 5 7 14 21 

Thymus ++++ +++ +++ 

Foie ++ ++ ++ 

Rate + ++ ++++ ++ 

56 

+ 

+ 

Glandes salivaires + +++ (+)b (+)b 

a: Le nombre de cellules fluorescentes positives a été évalué de la 
façon suivante: - 1 aucune fluorescence à +, ++, +++, ++++ 
maximum de cellules fluorescentes. 

b: Réaction faiblement positive. 

48 
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FIGURE 2: Coupe de thymus de souriceaux nouveau-nés au 
JOUR 5 post-inoculation observée par I.F.I. 

A: thymus de souriceau nouveau-né témoin (non-inoculé) en 

présence de l'antisérum anti-VNT (contrôle négatif) 

(X500) 

B: thymus de souriceau nouveau-né infecté en présence de 

l'antisérum anti-VNT 

(X500) 

C: thymus de souriceau nouveau-né infecté en présence de 

l'anticorps monoclonal 202-011 

(X500) 
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FIGURE 3: Coupe de thymus de souriceaux nouveau-nés au 
JOUR 5 post-Inoculation observée par I.P.I. 

A: thymus de souriceau nouveau-né témoin (non-inoculé) en 

présence de l'antisérum anti-VNT (contrôle négatif) 

(X400) 

B: thymus de souriceau nouveau-né infecté en présence de 

l'antisérum anti-VNT (réaction positive) 

(X400) 

C: thymus de souriceau nouveau-né infecté en présence de 

l'anticorps monoclonal 202-011 (réaction positive) 

(X400) 
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TABLEAU VIII 

Pathogénèse du VNT dans le thymus de souriceaux nouveau-nés 

Nécrose du thymus et 
processus de régénération 

JOURS Détection du Nbre de 
POST- VNT par lésions HISTOLOGIE 

INFECTION I.F .1. visibles 
D0 gasitifs Résultats Type 
no négatifs 

3 - 0/3 booo normale 

5 +++ 1/3 002 nécrose modérée 

7 ++++ 3/3 444 nécrose très sévère 

14 +++ 3/3 433 nécrose sévère 

21 +++ 3/3 442 nécrose sévère 

56 + 1/6 000001 lésions 

granulomateuses 

a: La nécrose du thymus est évaluée en fonction du degré des lésions 
nécrotiques: 0 = normal à 4 = maximum de nécrose. 

b: chacun de ces résultats d'histologie correspond au thymus prélevé de 
chaque animal. 

53 
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FIGURE 4: Coupe de thymus de souriceaux nouveau-nés au 
JOUR 5 post-Inoculation observée après 
coloration à l' H.E. 

A: thymus de souriceau nouveau-né témoin (non-inoculé) 

(X400) 

B: thymus de souriceau nouveau-né infecté 

(X400) 

Nécrose moyennement sévère au niveau de la medulla et 

présence d'inclusions nucléaires dans les thymocytes 
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examens en I.F.I. révèlent une fluorescence spécifique de type intra-nucléaire 

visible tant en présence de l'antisérum que de l'anticorps monoclonal 202-

011 (Figure 6). Des résultats similaires sont obtenus avec la technique de 

streptavidine-biotine caractérisés par la présence d'inclusions nucléaires 

colorées en brun foncé (Figure 7). 

La nécrose se poursuit au jour 14 post-infection où tous les animaux 

infectés présentent des lésions visibles macroscopiquement (Tableau VIII). La 

nécrose observée est toujours aussi sévère et la médullaire n'est plus qu'un 

amas de débris nécrotiques. La Figure 8 présente une coupe de thymus 

infecté où les lésions histologiques engendrées par le VNT sont évidentes: la 

section droite de la figure représente une région nécrosée caractérisée par la 

présence de débris nécrotiques, tandis que la section gauche de la figure 

présente une région de tissu thymique sain. La fluorescence observée est 

cependant différente (Figure 9); il s'agit d'une fluorescence cytoplasmique 

plutôt qu'intranucléaire. Cette fluorescence spécifique n'a pu être détectée 

qu'en présence de l'antisérum; aucune réaction positive n'a été observée en 

présence de l'anticorps monoclonal (Tableau IX). 

Au jour 21, les trois souris infectées présentaient toutes des lésions 

visibles, mais à divers degrés (Tableau VIII). La nécrose observée était aussi 

sévère. Les Figures 108-1 OD illustrent l'aspect histologique général du 

thymus au jour 21 post-infection; le lobe droit est complètement nécrosé 

dépourvu de thymocytes, par contre, le lobe gauche démontre un tissu 

thymique en regénérescence avec repopulation partielle des thymocytes 

(Figure 1 OC). La fluorescence observée au jour 21 dans la Figure 11 apparaît 

localisée dans le noyau et le cytoplasme. Cependant, il est plutôt difficile de 
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FIGURE 6: Coupe de thymus de souriceaux nouveau-nés au 
JOUR 7 post-Inoculation observée par I.F.I. 

A: thymus de souriceau nouveau-né témoin (non-inoculé) en 

présence de l'antisérum anti-VNT (contrôle négatif) 

(XSOO} 

B: thymus de souriceau nouveau-né infecté en présence de 

l'antisérum anti-VNT 

(XSOO} 

C: thymus de souriceau nouveau-né infecté en présence de 

l'anticorps monoclonal 2D2--D11 

(XSOO} 
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FIGURE 7: Coupe de thymus de souriceaux nouveau-nés au 
JOUR 7 post-Inoculation observée par I.P.I. 

A: thymus de souriceau nouveau-né témoin (non-inoculé) en 

présence de l'antisérum anti-VNT (contrôle négatif) 

(X400) 

B: thymus de souriceau nouveau-né infecté en présence de 

l'antisérum anti-VNT 

(X400) 

C: thymus de souriceau nouveau-né infecté en présence de 

l'anticorps monoclonal 202-011 

(X400) 
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TABLEAU IX 

Détection du VNT dans différents organes des souriceaux 
nouveau-nés: par immunofluorescence Indirecte avec 

l'anticorps monoclonal 202-011 

JOURS POST-INFECTION 

ORGANES 5 7 14 21 56 

Thymus ++++ 

Foie 

Rate 

Glandes salivaires 

a: Le nombre de cellules fluorescentes positives a été évalué de la 
façon suivante: - = aucune fluorescence , à ++++ (fluorescence 
maximale) 
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FIGURE 10: Coupe de thymus de souriceaux nouveau-nés au 

JOUR 21 post-Inoculation observée après 

coloration à l' H.E. 

A: thymus de souriceau nouveau-né témoin (non-inoculé) 

(H.E. X630) 

B: thymus de souriceau nouveau-né infecté 

* région saine 

** région nécrosée 

(H.E. X100) 



) 
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FIGURE 10: Coupe de thymus de souriceaux nouveau-nés au 
JOUR 21 post-Inoculation observée après 
coloration à l' H.E (suite). 

C: thymus de souriceau nouveau-né infecté 

(J : région supérieure du lobe gauche) 

Le lobe droit est complètement nécrosé, dépourvu de 

thymocytes; le lobe gauche démontre un tissu thymique en 

regénérescence avec repopufation partielle de thymocytes. 

(H.E. X25) 

D: aggrandissement de la région supérieure du lobe gauche 

(zone J de la figure 1 OC) d'un thymus de souriceau infecté 

(H.E. X100) 



r 





74 

bien interpréter les résultats à cause de l'importance des débris nécrotiques où 

la fluorescence a tendance à s'attacher de façon non spécifique. 

Au jour 56 post-infection, une seule souris des six autopsiées montre 

de très faibles lésions macroscopiques caractérisées par de petites taches 

blanchâtres sur le thymus (Tableau VIII). Le virus n'est dépisté qu'à certains 

endroits et la fluorescence est de type cytoplasmique, détectée uniquement 

qu'en présence de l'antisérum polyclonal (Figure 12). Du point de vue histo­

logique, les thymus reprennent un aspect morphologique normal; il y a re­

population des thymocytes et aucun signe de nécrose n'est révélé, sinon que 

certains endroits montrent la présence de lésions granulomateuses 

(Figure 13). 

En résumé, l'Ag viral a été dépisté à tous les jours de prélèvements, à 

différentes intensités toutefois, au niveau du thymus des souriceaux nouveau­

nés et en présence de l'antisérum polyclonal. Quant à l'anticorps monoclonal, 

il n'a pu détecter le virus qu'aux jours 5 et 7 post-infection (Tableau IX). Le 

tableau X compare la détection du VNT en présence de l'antisérum polyclonal 

et de l'anticorps monoclonal. 

f2.Ul: L'Ag viral est détecté dans le foie dès le jour 5 post-infection. La 

fluorescence est localisée surtout dans les cellules de Kupffer (Figure 14). Par 

contre, au jour 7, la fluorescence est retrouvée non seulement dans les 

cellules de Kupffer, mais aussi dans les noyaux des hépatocytes (Figure 15). 

Cependant, au jour 14 post-infection l'Ag n'est détecté que dans les cellules 

de Kupffer (Figure 16). Aucun Ag n'a été détecté aux jours 21 et 56 post­

infection. Il est à noter que les réactions de détection positive avec l'Ag viral ne 
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FIGURE 12: Coupe de thymus de souriceaux nouveau-nés au 
JOUR 56 post-Inoculation observée par I.F.I. 

A: thymus de souriceau nouveau-né témoin (non-inoculé) en 

.présence de l'antisérum anti-VNT {contrôle négatif) 

(X500) 

B: thymus de souriceau nouveau-né infecté en présence de 

l'antisérum anti-VNT 

(X500) 





FIGURE 13: Coupe de thymus de souriceaux nouveau-nés au 
JOUR 56 post-Inoculation observée après 
coloration à l' H.E. 

A: thymus de souriceau nouveau-né témoin (non-inoculé) 

(H.E. X400) 

B: thymus de souriceau nouveau-né infecté 

(H.E. X400) 

Repopulation partielle de thymocytes et présence de certaines 

lésions granulomateuses. ' 





TABLEAU X 

Détection du VNT dans le thymus de souriceaux nouveau-nés 
par immunofluorescence .Indirecte : comparaison entre l'antisérum 

anti-VNT et l'anticorps monoclonal 2D2-D11 

Jours post-Infection 

5 

7 

14 

21 

56 

Détection du VNT en présence de: 

Ac monoclonal 
2D2-D11 

++++ 

Antisérum anti-VNT 

+++ 

++++ 

+++ 

+++ 

+ 

a: Le nombre de cellules fluorescentes positives a été évalué de la façon 
suivante: - =aucune à++++ maximum de cellules fluorescentes positives. 
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FIGURE 14: Coupe de foie de souriceaux nouveau-nés au 
JOUR 5 post-Inoculation observée par I.F.I. 

A: foie de souriceau nouveau-né témoin (non-inoculé) en 

présence de l'antisérum anti-VNT (contrôle négatif) 

(XSOO) 

B: foie de souriceau nouveau-né infecté en présence de 

l'antisérum anti-VNT 

(XSOO) 
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FIGURE 15: Coupe de foie de souriceaux nouveau-nés au 
JOUR 7 post-Inoculation observée par I.F.I. 

A: foie de souriceau nouveau-né témoin (non-inoculé) en 

présence de l'antisérum anti-VNT (contrôle négatif) 

(X500) 

B: foie de souriceau nouveau-né infecté en présence de 

l'antisérum anti-VNT 

(X500} 
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sont révélées qu'en présence de l'antisérum et qu'aucune fluorescence 

positive n'est observée en présence de l'anticorps monoclonal 202-011 

(Tableau IX). D'autre part, les études histologiques des foies des souriceaux 

infectés ne démontrent aucune anomalie morphologique. 

Glandes salivaires: La présence de l'Ag viral est détectée dans les 

glandes salivaires dès le jour 7 post-infection. Cette fluorescence est de type 

cytoplasmique; elle est localisée au niveau des cellules épithéliales de la 

glande parotide (Figure 17). Au jour 14, la présence de virus est encore 

décelée au niveau des cellules épithéliales de la glande parotide 

(Figure 188-18C) et de la glande sublinguale (Figure 180). L'Ag viral n'est 

encore détecté qu'en présence de l'antisérum seulement. Quant aux jours 21 

et 56 (Figures 19 et 20), les résultats obtenus nous permettent difficilement 

d'interpréter avec certitude la présence du virus étant donné la faible 

fluorescence et la morphologie initiale mal conservée. Toutefois, les examens 

histologiques de ces glandes salivaires ne démontrent aucune lésion . 

.Bml: L'Ag viral a été détecté à tous les jours de prélèvements et la fluo­

rescence observée était toujours cytoplasmique (Tableau VIl). La présence de 

l'Ag viral est identifiée dès le jour 5 post-infection (Figure 21) où la 

fluorescence cytoplasmique est émise au niveau des sinusoïdes spléniques 

dans la pulpe rouge, ainsi qu'au jour 7 post-infection (Figure 22). Cependant, 

c'est au jour 14 post-infection (Figure 23) que l'on observe une fluorescence 

maximale dans la pulpe rouge. Au jour 21 post-infection (Figure 24), l'Ag viral 

est maintenant visible au niveau du tissu lymphoïde de la pulpe blanche où il 

demeurera présent jusqu'au jour 56 post-infection (Figure 25). 
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FIGURE 17: Coupe de glandes salivaires de souriceaux 
nouveau-nés au JOUR 7 post-Inoculation 
observée par I.F .1. 

A: glandes salivaires de souriceau nouveau-né témoin (non­

inoculé) en présence de l'antisérum anti-VNT (contrôle 

négatif) 

(X500) 

B: glandes salivaires de souriceau nouveau-né infecté en 

présence de l'antisérum anti-VNT 

{X500) 
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FIGURE 18: Coupe de glandes salivaires de souriceaux 
nouveau-nés au JOUR 14 post-inoculation 
observée par I.F .1. 

A: glandes salivaires de souriceau nouveau-né témoin (non­

inoculé) en présence de l'antisérum anti-VNT. (contrôle 

négatif) 

(X500) 

B: glandes salivaires de souriceau nouveau-né infecté en 

présence de l'antisérum anti-VNT (canal sécréteur au 

niveau de la glande parotide). 

(X500) 



'-. 
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FIGURE 18: Coupe de glandes salivaires de souriceaux 
nouveau-nés au JOUR 14 post-Inoculation 
observée par I.F.I. (suite). 

C: glandes salivaires de souriceau nouveau-né infecté en 

présence de l'antisérum anti-VNT. Tissu séreux au niveau 

de la glande parotide 

(XSOO) 

D: glandes salivaires de souriceau nouveau-né infecté en 

présence de l'antisérum anti-VNT 

*tissu muqueux de la glande sublinguale 

**tissu séreux de la glande parotide 

(XSOO) 
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FIGURE 19 Coupe de glandes salivaires de souriceaux 
nouveau-nés au JOUR 21 post-Inoculation 
observée par I.F .1. 

A: glandes salivaires de souriceau nouveau-né témoin (non­

inoculé) en présence de l'antisérum anti-VNT (contrôle 

négatif) 

(X500) 

8: glandes salivaires de souriceau nouveau-né infecté en 

présence de l'antisérum anti-VNT 

(X500) 
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FIGURE 20: Coupe de glandes salivaires de souriceaux 
nouveau-nés au JOUR 56 post-Inoculation 
observée par I.F .1. 

A: glandes salivaires de souriceau nouveau-né témoin (non­

inoculé) en présence de l'antisérum anti-VNT (contrôle 

négatif) 

(X500) 

B: glandes salivaires de souriceau nouveau-né infecté en 

présence de l'antisérum anti-VNT 

(X500) 



) 
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FIGURE 21: Coupe de rate de souriceaux nouveau-nés au 
JOUR 5 post-Inoculation observée par I.F.I. 

A: rate de souriceau nouveau-né témoin (non-inoculé) en 

présence de l'antisérum anti-VNT (contrôle négatif) 

(X500) 

B: rate de souriceau nouveau-né infecté en présence de 

l'antisérum anti-VNT 

(X500) 



.. 
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FIGURE 22: Coupe de rate de souriceaux nouveau-nés au 
JOUR 7 post-Inoculation observée par I.F.I. 

A: rate de souriceau nouveau-né témoin (non-inoculé) en 

présence de l'antisérum anti-VNT (contrôle négatif) 

(XSOO) 

B: rate de souriceau nouveau-né infecté en présence de 

l'antisérum anti-VNT 

(X500) 
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FIGURE 23: Coupe de rate de souriceaux nouveau-nés au 
JOUR 14 post-Inoculation observée par I.F.I. 

A: rate de souriceau nouveau-né témoin (non-inoculé) en 

présence de l'antisérum anti-VNT (contrôle négatif) 

(XSOO) 

B: rate de souriceau nouveau-né infecté en présence de 

l'antisérum anti-VNT 

(XSOO) 







' 



107 

5. 2 Détection du VNT par lmmunofluorescence 
Indirecte chez les souris adultes dans différents organes 

les observations faites en immunohistochimie chez les souris adultes 

infectées n'ont révélées aucune trace de virus au niveau des organes prélevés 

(i.e. thymus, foie, rate, glandes salivaires) tel que rapporté au Tableau Xl. 

D'autre part, les examens histologiques ne présentaient aucune altération 

morphologique. le VNT n'aurait donc aucun effet sur la morphologie des 

organes prélevés chez la souris adulte. 



TABLEAU Xl 

Détection du VNT dans différents organes des souris adultes: 
par lmmunofluorescence Indirecte avec l'anticorps 

monoclonal 202-011 

JOURS POST -INFECTION 

ORGANES 5 7 14 21 56 

Thymus 

Foie 

Rate 

Glandes salivaires 

108 
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1 • IMMUNISATION DES SOURIS 

Trois protocoles d'immunisation différents ont été utilisés dans le but de 

produire un antisérum dirigé contre le VNT. Les résultats obtenus en anticorps 

anti-VNT selon le protocole d'immunisation par adjuvant de Freund donnent 

toutefois des titres peu élevés (Tableau Ill). Par contre, le deuxième groupe de 

souris immunisées , par rappel d'injections répétées de virus dilué donne des 

rendements très élevés où 87% des titres obtenus se situent à 1/1280. Tandis 

que le troisième groupe de souris immunisées avec l'adjuvant RISI atteint des 

titres aussi satisfaisants que ceux obtenus sans adjuvant. 

Ces résultats nous démontrent donc que l'immunisation par injections 

répétées du virus dilué est le moyen le plus efficace d'obtenir un rendement 

élevé en anticorps dirigés contre le VNT. Cependant, l'immunisation par 

adjuvant RISI est intéressante du fait qu'elle nécessite peu d'antigène pour 

stimuler une réponse immune (0,6 ml au total de virus avec la méthode RISI 

par rapport à 1 ,5 ml au total de virus avec la méthode d'injections répétées de 

virus). 

Le système adjuvant RIBI est composé d'une variété d'immuno­

stimulants non toxiques dans une émulsion de 2% huile dans l'eau (Ribi et al., 

1982); il est donc facile à administrer à l'animal contrairement à l'adjuvant de 

Freund qui est constitué de mycobactéries entières inactivées dans une 

émulsion à 50% d'eau et 50% d'huile (Freund, 1956). 

De par des recherches en génie moléculaire et des techniques de 

fractionnement biochimiques et physicochimiques, Ribi et collaborateurs ont 
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réussi à mettre au point un adjuvant ayant l'avantage de diminuer, ou même 

d'éliminer les effets de toxicité et d'allergénicité rencontrés chez l'animal 

inoculé, tout en conservant les propriétés immunostimulantes de l'adjuvant 

(Ri bi et al., 1982, 1984, 1985, 1986). 

L'adjuvant AlBI est composé, entre autres, de trehalose dimycolate 

(TOM) constituant purifié et modifié du bacille tuberculeux et de 

monophosphoryl lipid A (MPL) , protéine modifiée isolée de bactéries Gram 

négatives (Azuma et al., 1974; Ribi et al., 1984; 1986). Ainsi, pour réduire les 

réactions locales au site d'injection, une émulsion non visqueuse d'une huile 

métabolisable dans l'eau est le meilleur procédé pour le transport de 

l'adjuvant. 

L'émulsion huile dans eau agit probablement à travers ces trois 

fonctions: 1) l'huile sert à solubiliser le TOM et cette association facilite 

l'attachement de l'antigène aux particules d'huile; 2) l'huile induit un dépôt 

des immunostimulants et de l'antigène au site d'injection et 3) les antigènes 

solubles, puisqu'ils adhèrent aux gouttes d'huile, sont répartis plus largement. 

Les antigènes sont ainsi plus facilement phagocytés par les macro­

phages et le processus de réponse immune est induit plus rapidement (Ulrich 

et al., 1988; Rudbach et al., 1988). 

Aussi, l'immunisation par l'adjuvant AlBI pourrait remplacer celle de 

l'adjuvant de Freund puisque l'administration à l'animal est facilitée et aussi 

parce qu'il déclenche l'apparition de titres nettement plus satisfaisants qu'avec 

l'adjuvant de Freund, du moins concernant le VNT. 
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2. PATHOGÉNIE DE L'INFECTION 

2.1 Chez le souriceau nouveau-né 

Le VNT déclenche l'apparition de lésions au niveau du thymus des 

souriceaux nouveau-nés infectés dès le jour 5 post-infection, qui se 

traduitsent par la destruction des thymocytes au niveau des régions corticales 

et médullaires. La présence de l'Ag viral est confirmée par des tests 

immunohistochimiques où une fluorescence nucléaire est observée et par la 

présence d'inclusions nucléaires brunâtres spécifiques révélées par la 

méthode d'immune-peroxydase indirecte streptavidine-biotine. 

Des études en ultrastructure supportent nos observations (Athanassious 

et al., 1990}. Ils ont détecté la présence de particules virales et de structures 

filamenteuses caractéristiques présentes à la fois dans le cytoplasme et dans 

le noyau de ces cellules. L'atteinte du VNT porte non seulement sur les 

lymphocytes, mais aussi sur les cellules phagocytaires (macrophages) et les 

cellules réticulaires épithéliales. Ces dernières sont retrouvées dans la 

médulla et ont pour rôle de servir d'inducteur dans la différenciation des 

cellules souches en lymphocytes T. 

Le virus circulerait à travers les voies sanguine et lymphatique, puisqu'il 

est dépisté au jour 5 post-infection au niveau du foie et de la rate du souriceau 

nouveau-né. 

Il est reconnu que lorsqu'un antigène est introduit pour la première fois 

dans le système immunitaire d'un individu, une réponse immunitaire primaire 

est déclenchée principalement par les macrophages et autres cellules du 
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système réticula-endothélial (S.R.E.) (Notkins et al., 1970; Greene et 

Bach, 1979; Mi ms, 1982a; Lane et Harlon, 1988). 

Les macrophages du S.R.E. sont retrouvés dans de nombreux organes, 

entre autres, les cellules microgliales du cerveau, les macrophages 

alvéolaires, spléniques et circulants, les cellules synoviales, les cellules de 

Kupffer du foie, les macrophages des ganglions lymphatiques et du 

mésangium rénal (Roitt et a/.,1985; Stites et al., 1987). Il n'est donc pas 

étonnant d'identifier la présence de l'Ag viral au niveau du foie où une 

fluorescence spécifique est émise dans les cellules de Kupffer, en bordure des 

sinusoïdes et également au niveau des sinusoïdes spléniques de la pulpe 

rouge. 

Au jour 7 post-infection, le virus est toujours présent dans le thymus et 

on retrouve des stades plus avancés de nécrose. La fluorescence est 

principalement nucléaire, autant en présence de l'anticorps monoclonal que 

de l'antisérum polyclonal. 

Des observations intéressantes faites au jour 7 post-infection, en 

microscopie électronique (Athanassious et al., 1990), rapportent la présence 

de granulation et la destruction des organelles cytoplasmiques comme le 

changement dans les structures des membranes mitochondriales ou 

l'augmentation de la vacuolisation de l'appareil de Golgi, en association avec 

la présence de particules virales. Ceci serait suivi d'une altération nucléaire et 

d'une destruction cellulaire. 

Toutefois, au jour 7 post-infection, le foie répondrait à l'infection virale 

par une stimulation de l'activité des cellules de Kupffer, caractérisée par la 
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présence d'une fluorescence spécifique émise à ce niveau. D'autre part, 

certains noyaux des hépatocytes semblent fluorescents, sans toutefois ne 

présenter aucune inclusion nucléaire. 

Ce phénomène pourrait peut-être s'expliquer selon un modèle 

d'interaction virus-macrophage proposé par Mims (1982b} où il précise que 

certains virus ou particules virales seraient captés par les cellules de Kupffer 

mais ne produiraient pas d'infection comme telle dans celles-ci. Ces particules 

virales seraient transférées de façon passive dans le noyau des cellules 

hépatiques adjacentes d'où elles seraient ensuite excrétées vers le 

cytoplasme pour être finalement libérées dans les conduits biliaires. 

Il est à noter toutefois ici que malheureusement la morphologie du tissu 

hépatique (témoin et infecté} est plus ou moins bien conservée et ceci, en 

raison uniquement de la façon dont l'organe a été congelé. Les examens 

histologiques démontrent que la morphologie des tissus hépatiques provenant 

des souriceaux nouveau-nés normaux et infectés est normalement conservée. 

L'Ag viral est retrouvé de nouveau au jour 7 post-infection, au niveau 

de la pulpe rouge de la rate et il a également atteint les glandes salivaires où 

une fluorescence cytoplasmique est émise au niveau des cellules épithéliales 

du tissu séreux de la glande parotide et au niveau de la lumière de certains 

canaux sécréteurs des glandes salivaires. A ce sujet, Mims (1982c} émet 

l'hypothèse que plusieurs virus dont le virus herpès simplex, le cytomégalo­

virus, le virus de la rage chez la chauve-souris persistent au niveau de la 

salive dans les glandes salivaires. La surface des cellules infectées serait celle 

exposée vers la lumière des canaux des glandes salivaires. D'autre part, 
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Mims (1982c) mentionne que, tant et aussi longtemps que les Ag ou particules 

virales seraient maintenus au niveau de la surface ou de la lumière des 

canaux sécréteurs des glandes salivaires et, qu'il y aurait peu ou pas de 

destruction des cellules épithéliales, il n'y aurait aucune raison à ce que les 

lymphocytes ou les anticorps spécifiques soient stimulés et puissent atteindre 

le site d'infection et combattre celle-ci. Seuls les anticorps de type lg A 

sécrétoire pourraient réagir avec les Ag viraux sur la surface des cellules 

infectées en empêchant la destruction de celles-ci. De cette façon, les lg A 

sécrétoires, en réagissant avec certaines particules virales, les rendent non 

infectieuses sans pour autant agir à la source de l'infection virale (Mims, 

1982c). 

Ainsi, certaines particules virales du VNT pourraient demeurer 

présentes dans la lumière des canaux sécréteurs des glandes salivaires pour 

une longue période, tant et aussi longtemps qu'il n'y aurait pas de réplication 

virale ou de cycle infectieux dans les cellules épithéliales des glandes 

salivaires. 

Au jour 14 post-infection se présente un aspect nouveau du thymus. 

Bien que celui-ci démontre toujours une nécrose aussi sévère, la fluorescence 

émise n'est plus nucléaire, mais plutôt extra-cellulaire sans doute à cause de 

la libération des particules virales à l'extérieur de la cellule thymique. En ce 

sens, il est intéressant de noter que le VNT semble suivre le mode de 

réplication des Herpesviridae (Knipe et al., 1990). 

On suppose que le virus, après s'être adsorbé par fusion de l'enveloppe 

virale à la membrane cytoplasmique des cellules thymiques, libère les 
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protéines du virion vers le noyau après décapsidation où aura lieu la synthèse 

et la réplication éventuelles de nouvelles protéines virales C'est d'ailleurs à ce 

moment que l'on détecte une fluorescence intra-nucléaire dans le noyau des 

thymocytes aux jours 5 et 7 post-infection, ceci tant en présence de 

l'antisérum que de l'Ac monoclonal 202-011. 

Une fois l'assemblage et la maturation des virions terminés, ces 

derniers sont excrétés à l'extérieur du noyau des thymocytes dans l'espace 

extra-cellulaire et c'est à ce moment qu'une fluorescence extra-cellulaire est 

observée dans le thymus aux jours 14, 21 et 56. Celle-ci n'est d'ailleurs 

observée qu'en présence de l'antisérum polyclonal. 

l'Ag viral n'est cependant plus détecté au niveau des noyaux des 

hépatocytes au jour 14 post-infection, il semble regagner les cellules de 

Kupffer où il sera d'ailleurs détecté pour la dernière fois. Quant à la rate, l'Ag 

viral y est toujours présent, en quantité toutefois plus considérable (en terme 

d'intensité de la fluorescence observée), au niveau de la pulpe rouge. 

l'Ag viral persiste toujours dans les cellules épithéliales des tissus 

séreux et muqueux des glandes salivaires (Figure 178-170). 

Etant donné que le VNT s'attaque principalement aux thymocytes et que 

ceux-ci sont reconnus pour être impliqués dans la régulation, la 

reconnaissance et la mémoire immune (Butcher et Weissman, 1984; Cantor, 

1984), il en résulte des répercussions néfastes sur la réponse immune. Or, une 

destruction des thymocytes engendre également une perte de lymphocytes T 

auxiliaires confirmée par les expériences de Guignard et collaborateurs (1989) 

et Morse et Valinsky (1989). 
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Les cellules T auxiliaires sont impliquées dans la reconnaissance des 

cellules présentatrices de l'antigène (CPA} (Unanue, 1981; Notkins et 

Oldstone, 1984}. Puisque ces mêmes CPA expriment, à leur surface, un 

complexe majeur d'histocompatibilité de classe Il en association avec les 

récepteurs des cellules T auxiliaires (Rosenthal et al., 1979; Notkins et 

Oldstone, 1984; Schwartz, 1985}, ces dernières ne pourront remplir 

pleinement leur rôle actif de défense immunitaire, puisqu'elles sont détruites 

ou altérées, en partie dû à la nécrose massive du thymus. Ceci engendre 

d'une part, un ralentissement des mécanismes de défense immunitaire de 

l'animal infecté parce qu'il n'y a pas de collaboration facilitée entre les CPA et 

l'attachement des cellules T auxiliaires; cet attachement est requis pour la 

prolifération et la différenciation des cellules T (Unanue, 1981; Notkins et 

Oldstone, 1984). C'est pourquoi l'Ag viral peut persister beaucoup plus 

longtemps dans les tissus. D'ailleurs, nos résultats démontrent la présence de 

l'Ag viral sur une période étendue (56 jours, durée de nos observations) au 

niveau du thymus et de la rate; ces deux organes constitués, entre autres, de 

cellules T. 

D'autre part, si les cellules T auxiliaires sont affectées, il y a risque 

d'une diminution ou blocage de la synthèse des interleukines (1 L-2, 1 L-4, 1 L-

5, 1 L-6} nécessaires pour stimuler certaines réactions immunes (Lalande, 

1991; Scott et Kaufmann, 1991; Trotta, 1991; Carding et al., 1991; Campbell, 

1991 ). 

L'Ag viral est maintenant dépisté dans la pulpe blanche de la rate au 

jour 21 post-infection. Ce sont probablement les macrophages de la zone 
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marginale et des sinusoïdes de la pulpe rouge qui ont amené l'Ag viral aux 

follicules primaires de la pulpe blanche dans laquelle se produit une réponse 

en anticorps. Or, l'essentiel du tissu lymphoïde de la pulpe blanche se 

distribue autour d'une artériole centrale constituant la gaine lymphoïde péri­

artérielle; celle-ci comporte une zone T et une zone B (Tizard, 1987). 

De plus, il est reconnu que l'attachement des cellules T auxiliaires aux 

cellules B est requise pour une bonne réponse en anticorps. Ce facteur est 

important dans la régulation de la production d'anticorps puisque ce contact 

entre les cellules T auxiliaires et les cellules 8 engendre un stimulus qui 

conduit à la division des cellules B et à la production d'anticorps (Goodman et 

Sercarz, 1983; Weiss et lmboden, 1987; Lane et Harlon,1988). Or, l'Ag viral 

demeure longtemps au niveau de la rate; il est d'ailleurs détecté au moins sur 

une période de 56 jours, ce qui nous porte à croire que la collaboration entre 

les cellules T auxiliaires et les cellules 8 soit fortement compromise et donc 

plus ou moins efficace dans le cas d'une telle infection par le VNT. 

Finalement, au jour 56 post-infection, avec la regénération progressive 

des structures morphologiques du thymus, en accord également avec les 

observations de Wood et collaborateurs en 1981, qui ont observé une 

regénération du thymus dès la 6ième semaine; il y a repopulation partielle des 

thymocytes, si bien que ceux-ci pourront regagner lentement leur fonction 

immunitaire (production de cellules T auxiliaires, sécrétion d'interleukines, 

collaboration avec les cellules 8 productrices d'anticorps ... ) et contribuer ainsi 

à éliminer progressivement l'infection virale. 
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Aussi, une fluorescence de moindre importance a été observée au 

niveau de la rate (en terme du nombre de cellules fluorescentes) et également 

au niveau du thymus, au jour 56 post-infection. Ceci pourrait laisser sous­

entendre un retour graduel et fonctionnel dans les mécanismes de défense 

immunitaire; un retour à la normale des réponses immunologiques avec le 

rétablissement des pourcentages cellulaires a d'ailleurs été déjà observé dans 

des expériences antécédentes (Guignard et al., 1989; Morse et Valinsky, 

1989). 

Enfin, la présence de l'Ag viral encore localisé au niveau des glandes 

salivaires, au jour 56 post-infection, viendrait également confirmer ces mêmes 

observations faites par Cross en 1973 et Morse en 1987. 

3. COMPARAISON DE L'ANTICORPS MONOCLONAL VS 
L' ANTISÉRUM DIRIGÉS CONTRE LE VNT 

Seule la fusion no 1 nous a permis, après criblage et clonage, d'obtenir 

deux hybridomes sécréteurs d' anticorps monoclonaux dirigés contre le VNT. 

Ces anticorps, le 202-011 et le 2D2-E12 sont tous deux de classe lgG et de 

sous-classe lgG2a, ayant également les mêmes concentrations en 

immunoglobulines. Comme ces deux anticorps étaient semblables, nous 

n'avons utilisé que le 202-011 dans nos expériences. 

En aucun cas, cet anticorps monoclonal 202-011 n'a réagi avec l'Ag 

viral dans les organes autres que le thymus, bien que cet Ag ait été dépisté en 

présence de l'antisérum. Il faut noter cependant que la fluorescence observée 

en présence de l'antisérum qans tous les organes, sauf dans le thymus, était 

majoritaire ment cytoplasmique. 
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Cette observation nous suggère donc que l'anticorps monoclonal 2D2-

D11 pourrait être dirigé contre une protéine virale spécifique au VNT. Celle-ci 

apparaîtrait à la période de réplication ou de la transcription du génome viral 

ayant lieu dans le noyau des cellules infectées puisque l'anticorps monoclonal 

2D2-D11 ne réagit qu'aux jours 5 et 7 post-infection déterminé par une 

fluorescence nucléaire spécifique. 

Dans ce sens, cet anticorps monoclonal pourrait s'avérer spécifique et 

représenter un outil immunologique intéressant. Il a également l'avantage de 

diminuer, de façon considérable, le bruit de fond non spécifique lorsqu'utilisé 

dans des techniques immunohistochimiques. 

Cependant, l'antisérum anti-VNT demeure également aussi précieux, 

sinon plus pratique, du moins pour un tel projet de dépistage de l'Ag viral sur 

une période étendue puisqu'il permet de détecter la présence de l'Ag quelque 

soit l'organe où il serait localisé indépendamment du stade de l'infection virale. 

Il demeure donc avantageux d'utiliser un tel antisérum justement parce qu'il 

est polyclonal et donc constitué de plusieurs anticorps dirigés contre une 

variété d'épitopes antigéniques du VNT, ceci augmentant les chances de 

dépister la présence du virus. 

4. PATHOGÉNIE DE L'INFECTION 

4.1 Chez la souris adulte 

Les tests immunohistochimiques entrepris pour dépister la présence de 

l'Ag viral chez la souris adulte infectée se sont avérés négatifs, autant en 

utilisant l'antisérum polyclonal que l'Ac monoclonal 2D2-D11. D'autre part, tel 
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que démontré par les travaux antérieurs de Cross en 1973, aucune aberration 

morphologique des tissus provenant des souris adultes infectées n'a été 

enregistrée. Ces résultats supportent le pouvoir peu infectieux du VNT chez les 

souris adultes, tel que rapporté par St-Pierre et collaborateurs (1987). 

Chez la souris adulte infectée, le système immunitaire n'est pas 

perturbé, puisque le VNT ne produit pas de nécrose du thymus; les cellules T 

auxiliaires de même que les cellules 8, sont pleinement fonctionnelles. 

D'ailleurs, des expériences antérieures (Guignard et al., 1990; Morse et 

Valinsky, 1989) rapportent que les réponses humorales et cellulaires de la 

souris adulte infectée sont normales. 

Nos résultats sont aussi en accord avec le principe que la pathogénèse 

soit strictement dépendante de l'âge de l'animal infecté (Cross, 1973; Morse, 

1987). 

Certains auteurs expliquent le tropisme du virus pour les thymocytes 

des souriceaux nouveau-nés par leur immaturité les rendant plus susceptibles 

à l'infection virale (Ceredig et al., 1982; Butcher et Weissman,1984). Morse 

{1987) émet plutôt l'hypothèse que la maturation des antigènes de surface 

pourrait jouer un rôle dans l'infection en servant de récepteurs au VNT. Ce 

phénomène a d'ailleurs été déjà démontré, entre autre pour le virus du SIDA 

(Dalgleish et al., 1984; Klatzmann et al., 1984). 

D'autre part, il a été démontré que l'augmentation de la susceptibilité 

des souriceaux nouveau-nés au virus herpès simplex correspondait à 

l'immaturité des macrophages. Il est possible que cette observation s'applique 

également au VNT (Johnson , 1964). 
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Contrairement aux observations de Cross en 1973, nous n'avons pas 

pu déceler la présence de l'Ag viral au niveau des glandes salivaires chez la 

souris adulte infectée. L'absence totale de réactions positives en immuno­

histochimie, demeure toutefois difficilement explicable. La dose administrée 

(50 Dlso) aux souris adultes était peut-être insuffisante et les réactions de 

défense immunitaire pouvaient peut-être avoir lieu ailleurs que dans les 

organes prélevés. D'autre part, le sérum de ces souris adultes a été titré en 

ELISA pour la recherche d'anticorps anti-VNT et curieusement, aucune 

réaction positive n'a été enregistrée. 

5. EFFICACITÉ DES TECHNIQUES IMMUNOHISTOCHIMIQUES ET 

MODE DE TRAITEMENT DES TISSUS 

La technique d'I.F.I. s'est avérée beaucoup plus pratique que la 

technique d'immunoperoxydase indirecte (streptavidine-biotine) dans la 

réalisation de ce projet de recherche. La simplicité et la rapidité d'exécution de 

la technique d'I.F.I. font de celle-ci une méthode de diagnostic de l'infection 

virale du VNT fort appréciable. 

Contrairement à I'I.F.I., la technique streptavidine-biotine comporte 

certains inconvénients; d'abord, elle implique plusieurs étapes séquentielles 

dans son traitement • elle est plus longue d'exécution, mais surtout plus 

coûteuse. A l'exception du thymus, la présence de bruit de fond non spécifique 

est beaucoup trop présente pour être prise en considération comme technique 

d'évaluation en immunohistochimie. La présence de biotine endogène dans 

certains tissus, les peroxydases endogènes (conjugué utilisé: streptavidine­

biotine), le bloqueur et le temps de blocage, les temps et le nombre de 
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lavages, les tampons et les dilutions des antisérums ainsi que le temps 

d'incubation, pourraient peut-être expliquer les problèmes de bruit de fond 

non spécifique. 

Cependant, l'inconvénient majeur de la technique d'I.F.I. est qu'on ne 

peut garder de façon permanente les lames. D'autre part, il y aurait lieu de 

produire un antisérum spécifique au VNT chez une autre espèce animale que 

la souris (bien que les tentatives chez le rat, le lapin et le cobaye se soient 

avérées sans succès}, dans le but de réduire la présence de bruit de fond non 

spécifique. 

Concernant le traitement des organes pour les techniques immunohisto­

chimiques, leur congélation à l'isopentane en milieu intermédiaire d'azote 

liquide s'avère préférable au traitement par fixateurs et enrobage à la paraffine 

principalement en raison d'une meilleure préservation de l'antigénicité des 

tissus infectés et par sa rapidité. Il faut environ quatre jours de traitement avant 

la coupe d'organes au microtome par technique usuelle d'enrobage à la 

paraffine, contrairement à la technique de congélation, où tout ·peut s'effectuer 

dans la même journée, y compris la coupe d'organes au cryostat. 

La morphologie de certains tissus était parfois endommagée dû au 

traitement par congélation (comme c'était le cas du foie aux jours 7 et 14 et 

des glandes salivaires aux jours 21 et 56 post-infection}. Il s'avère très 

important de manipuler avec soin les organes pour ne pas les endommager 

initialement par l'utilisation des pinces à prélèvements, de les inclure 

immédiatement dans le milieu de montage et d'être suffisamment rapide pour 

les congeler dans les plus courts délais. D'autre part, une fois congelés, les 
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organes doivent être conservés à des températures très basses (-70°C) 

jusqu'au moment de leur coupe au cryostat. 

Néanmoins, en utilisant en complément, ces mêmes tissus enrobés à la 

paraffine (ce traitement conservant très bien la morphologie), nous sommes 

donc en mesure d'effectuer des études comparatives du point de vue 

histologique. 

En résumé, la technique d'l. F.l. s'est avérée très utile et pratique pour Je 

diagnostic de l'infection virale, et pourrait s'ajouter comme technique 

supplémentaire de détection à celles déjà existantes. 

Quant à I'I.P.I., bien qu'elle ait présentée des inconvénients majeurs 

dans ce projet , un raffinement et mise au point plus approfondis des 

techniques, présenteraient l'avantage de permettre une visualisation de la 

distribution de l'antigène parallèlement avec l'appréciation de la morphologie 

tissulaire. Ainsi, les mêmes spécimens pourraient servir à la pathologie et à 

l'immunohistochimie. De plus, il ne serait pas nécessaire d'avoir recours à un 

microscope à fluorescence (qui n'est pas toujours à la portée de tous les 

laboratoires) et des études rétrospectives seraient alors possibles. 



CONCLUSION 
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L'étude de la pathogénie du VNT a démontré que ce virus s'attaquait 

principalement aux souriceaux nouveau-nés en induisant des changements 

histologiques et morphologiques au niveau du thymus seulement. L'altération 

des thymus infectés entraîne une moins bonne efficacité des mécanismes de 

défense immunitaire confirmée par la persistance prolongée du virus dans les 

organes lymphoïdes, comme la rate et Je foie. Les résultats confirment aussi la 

persistance de l'Ag viral au niveau de la lumière de certains canaux sécréteurs 

des glandes salivaires, ainsi qu'un retour progressif de la regénération des 

structures et composantes du thymus au bout d'environ 56 jours post­

infection. 

Quant aux souris adultes, elles ne sont pas apparues susceptibles au 

VNT, puisqu'aucun Ag viral n'a été révélé au niveau des organes prélevés. 

La réalisation d'un premier anticorps monoclonal produit et dirigé contre 

une protéine virale spécifique du VNT, ouvre la porte à de nouvelles 

perspectives comme des études en immunocytofluorométrie, ou en 

immunohistochimie appliquée en microscopie électronique. Il demeure toute­

fois important d'orienter maintenant les études vers la biologie moléculaire afin 

de compléter les connaissances actuelles et ainsi de mieux comprendre la 

réplication virale du VNT. 
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Coloration à l'hématoxyllne-éoslne 

Tremper les lames dans trois bains successifs de toluène, 5 minutes 

chacun; 

Puis tremper les lames dans trois bains successifs d'alcool 

(1 00%,95%,95%) 5 minutes chacun; 

Laisser ensuite les lames tremper dans un bain d'eau, pendant 10 minutes; 

Tremper les lames, pendant 8 minutes, dans un bain d'hématoxyline de 

Harris; 

Retremper de nouveau les lames dans un bain d'eau, pendant 1 0 minutes; 

Tremper ensuite, quelques secondes, dans un bain d'alcool, suivi d'un 

nouveau bain d'eau, pendant 10 minutes; 

Tremper les lames dans la solution d'éosine, pendant 3 minutes; 

Rincer les lames sous l'eau et faire suivre les trempages dans des bains 

d'alcool progressifs à 70%, 95%, 100%, 100%, 1 00%, pour ensuite reposer 

les lames dans deux bains successifs de toluène; 

Monter entre lames et lamelles pour observations. 
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ANNEXE Il 



Tampon citrate pH 5,0 

Acide acétique anhydre 1 0 g 

Phosphate de sodium dibasique anhydre (Na2HP04) 14 g 

Dissoudre dans 900 ml d'eau distillée 

Ajuster le pH à 5,0 

empiéter à 1000 ml avec de l'eau distillée. 
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ANNEXE Ill 
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Technique d'lmmunodiffuslon pour déterminer l'isotypfe 
d'après une trousse commerciale © Amersham International, UK 

Pour chaque hybridome testé, mettre un bâtonnet par contenant; 

Diluer l'hybridome (1 :50) dans du tampon TBS-Tween; 

Incuber l'hybridome avec le bâtonnet, 15 minutes à la température de la 

pièce, sous légère agitation; 
(Diluer l'Ac anti-souris* marqué à la peroxydase pendant l'incubation (1 :500) 

dans du tampon TBS-Tween). 
Après l'incubation, rincer ensuite le bâtonnet en égouttant la solution 
d'hybridome et laver le bâtonnet en ajoutant 5 ml de tampon TBS-Tween 

au contenant. 

Incuber 5 minutes sous agitation. 
Eliminer la solution et répéter le rinçage au TBS-Tween; 

. Ajouter 3 ml d'Ac anti-souris* marqué à la peroxydase au contenant et 

fermer hermétiquement; 
Incuber 15 minutes à la température de la pièce, sous légère agitation. 

(Préparer la solution substrat pendant cette incubation: diluer 1 tablette de 
4 chloro-1-naphtol dans 10 ml de méthanol froid (2-8°C). Ajouter 1 goutte de 
solution H202 (30% v/v) à 50 ml de TBS. Mélanger ces solutions 

SEULEMENT avant l'utilisation). 

Egoutter la solution du tube une fois l'incubation terminée et rincer 2 fois 

au TBS-Tween; 

Incuber 5 minutes sous agitation et enlever la solution. Répéter un 2ième 
lavage; 

Ajouter 3 ml de solution substrat au contenant et fermer hermétiquement; 
Incuber 15 minutes à la température de la pièce, sous agitation. 

Enlever cette solution et rincer le bâtonnet avec 5 ml avec de I'E AU 
DISTILLEE, deux fois. 

Enlever le bâtonnet et le faire sécher à l'air. 

Faire les lectures. 
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ABSTRACT 

Thymuses of mice infected with mouse thymie virus (MTV). a herpesvirus, were 

examined for general ultrastructure. At the earliest sign of infection detected 5 days 

post-inoculation, lymphocytes, epithelial and phagocytic (macrophages) reticular cells 

were affected. Viral particles and filamentous structures were present in both the 

nucleus and cytoplasm of these ce lis. The selective effect of MTV on lymphocyte sub­

populations was also evident. At more severe stages of cellular necrosis, 6 and 7 days 

post-infection, cytoplasmic granulation and Joss in definition of cytoplasmic organelles 

became apparent. This was followed by nuclear degradation and aggregation of cells. 

lnvolvement of thymie cells other than lymphocytes had not previously been described. 
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INTRODUCTION 

Meuse thymie virus (MTV) is a naturally occuring enzootie virus of laboratory and 

wild mica inducing a nonfatal disease in newborns characterized by extensive 

necrosis of the thymus with maximum lesions occurring between 7 to 14 days after 

infection (6, 16, 17). Although morphological and serological characteristics of MTV 

have be en described (1, 6, 10, 16, 17), not very much attention has be en paid to its 

affect on thymie cells; emphasis has been ptaced on the structure of the virus itself 

rather than on the infected cells (1, 16). Furthermore it has recently been shown that 

only a selected population of lymphocytes was affected (8, 14). Epithelial cells were 

thought to be resistant, although it was suggested that macrophages may be a 

secondary site of attack (13). ln the present study closer attention has been paid to the 

degree of the damage and the cell types affected. 
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Virus: Stock virus was prepared as previously described (11}. MTV has been 

isolated in our laboratory and shown to be serologically identical to the original strain 

characterized by Cross et al. (6, 11). 

Animais: Newborn CO-l mica (i.e. less than 1 day old) were inoculated 

intraperitoneally with approximately 1 Q3 IDso of the virus. Animais were sacrificed 

everyday from day 1 to day 7 and days 9, 14, 17, and 21 after infection and the thymus 

processed for ultrastructural study. 

General Ultrastructure: Tissues were fixed overnight at 4°C in a mixture of 2% 

glutaraldehyde and 1% paraformaldehyde in phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4), 

followed by three-1 h washes with the same buffer containing 3% sucrose (1 ). Post­

fixation was carried out with 1% osmium tetroxide prepared with the washing buffer. 

Tissues were dehydrated in a series of ethanol and embedded in low viscosity Spurr 

resin. Ultrathin sections, prepared with a LKB Ultratome Ill, were collected on 200· 

. mesh, coated copper grids and stained with uranyl acetate and lead citrate. Sections 

were examined with a Phillips EM 300 electron microscope at 80 kV. 
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Neither lesions nor viral particles were detected in the thymus up to day 4 post· 

infection. Mild lesions became apparent on the fifth day post·infection in a limited 

number of cells in both cortical and medullary regions of thymus. Nuclear degradation 

in lymphocytes as weil as in epithelial and phagocytic reticular cells was observed 

(Figs. 1, 5, 6 and 9). Capsids with electron-lucent and electron-dense cores were also 

present in the cytoplasm and nuclei of the se ce lis (Fig s. 1, 5 and 6). By day 6 the 

number of infected cells had increased and cellular breakdown was apparent (Figs. 2 

and 7). This resulted in the release of viral particles into the surrounding structures 

(Fig. 3). The nuclei of lymphocytes were at a more advanced stage of degradation 

(Fig. 2). Cellular organelles also showed signs of disorganization: vacuolation of 

Golgi apparatus (Fig. 2) and change in structure of mitochondrial membranes (Fig. 3). 

Granulation of cytoplasm was also apparent (Fig. 3). Although reticular cells showed 

disturbance of cell structure, damage was less pronounced (Fig. 7). At this stage viral 

particles were observed in the nuclei of lymphocytes and in the cytoplasm of both 

lymphocytes and reticular ce lis (Figs. 3 and 7). 

At day 7 post-infection severe necrosis was observed. ln sorne areas this was 

manifested by disruption of lymphocytes; this included destruction of membranes, 

nuclear aggregation, and presence of undefined cytoplasmic organelles. ln ether 

areas, the number of lymphocytes was reduced and viral particles were present in the 

remaining broken cells. A certain number of lymphocytes appeared resistant to the 

infection and remained unaffected. Damage to epithelial reticular cells was less 

intense (Fig 8), wh ile phagocytic re1icular ce lis were markedly damaged (Fig 1 0). 

Affected epithelial reticular cells contained filaments in both the nucleus and 

cytoplasm; viral particles were often fou nd in association with the se filaments (Fig 1 0). 
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Peak necrosi~ was found to correspond to maximum viral production (Figs 4 and 8). 

After day 9 post-infection necrotic lesions were still observed but viral particles were 

no longer delectable. 
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MTV induces necrosis in the thymus of neonatal mica (6, 17). Histology and 

pathoganasis of the infection in newborn mica have shown that the destruction of 

thymie lymphocytes is a special feature of this virus (6, 12, 17). Our study supports 

these findings. At the earliest sign of infection lymphocytes in beth medullary and 

cortical regions of the thymus appear structurally altered. Viral particles and 

filamentous structures are present in both the nucleus and cytoplasm of these cells, 

and nuclear breakdowri is evident. Although the majority of lymphocytes are affected 

sorne remained unaltered. This selective affect on lymphocyte sub-populations 

supports earlier reports showing that functionally most of the cells affected are thought 

to be helper T lymphocytes (4, 8, 14 ). 

ln addition to lymphocytes, epithelial reticular and phagocytic reticular 

(~ (macrophages) cells are also affected. Nevertheless, the number of lymphocytes 

affected and the rate of lymphocyte breakdown far exceeds that of the other ce Ils. Prior 

to this study, no cell types other than lymphocytes have been shown to be affected by 

MTV; although Morse (13) did suggest that macrophage may act as a secondary cell 

type in which MTV can persist in absence of lymphocytes. The early damage induced 

by MTV in the reticular cells is similar to that seen in lymphocytes; i.e. presence of viral 

filamentous structures and nuclear breakdown. 
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Extensive thymie necrosis occurs only when infant mice are infected with MTV; in 

adult mice primary infection with MTV leads to chronic salivary gland infection without 

apparent infection of the thymus (6, 17). This apparent age-related sensitivity of thymie 

cells is attributed to the acquirement of resistance with maturity of lymphocytes and 

macrophages. ln the first case, it is postulated that alteration of lymphocyte surface 
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antigens with age confers resistance of mature lymphocytes to MTV infection (2, 15). 

The latter, while also based on maturity, correlates immaturity of macrophages to 

susceptibility of newborn mica to MTV infection. This was extrapolated from the 

findings that increase resistance of newborn mica to herpes simplex virus is due to 

maturity of macrophage function (9). The present study shows the susceptibility of both 

lymphocytes and macrophages of neonatal mice to MTV infection. 
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lEGENDS 

Flgs. 1-4. 

Ultrastructure of lymphocytes at different stages of MTV infection. 
Bar: 1~m. 

Fig. 1. Day-5 post-infection. Note filament (F) formation in nucleus and presence 
of capsids (arrows), with electron translucent and electron dense cores in 
association with filaments. 

Flgs. 2 and 3. Day-6 post-infection. lymphocyte are at more advanced stages of 
degradation. Note nuclear breakdown (Figs. 2 and 3), vacuolation of Golgi 
apparatus (G) (Fig. 2) and changes in structure of mitochondrial membranes (M) 
(Fig. 3). These ultrastructural changes are associated with the presence of viral 
particles in the nucleus and cytoplasm. (Fig. 2). ln addition, intra- and 
extracellular viral partiel es can be observed (Fig. 3). 

Fig. 4. Day-7 post-in!ection. Note the large number of viral particles within the 
lymphocyte. Viral particles with electron dense cores are present in the 
cytoplasm. An extracellular, enveloped viral particle (double arrows) is also 
se en. 

( Figs 5 • 8. 

c 

Ultrastructure of reticufar epithelial cells at different stages of MTV infection. 
Bar: 1 ~rn ln set Bar: 1 OOnm. 

Ffgs. 5 and 6. Day-5 post-infection. Fig. 5. Nucleus containing naked capsids 
with electron translucent and electron dense cores. lnset. Details of viral 
particles. Fig. 6. Note the presence of capsids (arrows) with electron dense 
core in cytoplasm and filaments (F) in the nucleus. 

Fig. 7. Day-6 post-infection. Disturbance in cellular structure of reticular epithelial 
cell. Note distortion of nuclear membranes and viral particles in the cytoplasm. 
lnset. Higher magnification of viral particles. 

Fig. 8. Day-7 post-infe-ction. Note the number of viral particles in the cytoplasm. 
Filaments are present in both the nucleus and cytoplasm. lnset. Higher 
magnification of viral particles. 



( 
'-



r ·· 

.. , ... . : .. 

.. . 



. . .. 
~ 1 .... 

9 

f 

.( 

( 


	myriam brunet
	myriam brunet.2pdf

