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L'oeuf de poule fertile, incubé. présente beaucoup d‘'avantages par rapport
1'animal servant 3 la culture d'un Virus :

jsilg

- facilité d' approvisionnenent et de colt

~

les maladies spontanées oui nuisent a la multiplication virale sont exclues.

Le matériel de 1l'oeuf et 1'embryen lui-méme sont bactériologiquement stiri-
les, les liquides sont clairs & 1'exception du sac vitellin et |'oeuf renferne
peu d'impuretés génantes.

- Les oeufs fertiles permettent des fortes récoltes avec unvirus adapté ;

- | e virus adapté en ovaculture parde généralement des qualités constantes aprés
une série de passages. || est ainsi possible de conserver des souches virales
par passages pendant 'des dizaines d' années sansque ces souches perdent |eur
structure antigénique.

L' oeuf embryonné reste donc, malgré |e dével oppenent de la culture de tissus
in vitro, un excel lent outil de production de virus.

Twemple * Parfois, |'enbryon de poul et se révéle dans |es essais d'infection, ré-
ceptif 3 1FARN isolé alors que le virus entier est incapable de se mul-
tiplier dans |'oeuf. (virus molio),

Nous aborderons successivement :
- 1'incubation des ceufs,
- la structure de |'oeuf embryonné,
~ | es modslités d'utilisation de |'oeuf embryonné, pour |a culture de virus,
| es différentes voi es d'inoculatior.
| es méthodes de prélévement des différentes parties de 1'oeuf embryonné,
et enfin, nous évoguerons | es différents facteurs aui peuvent influencer |a
croi ssance des virus dans |' oeuf embryonné.

uoa/oe-



o)

INCUBATION DES OFUFS

" Les oeufs fertiles destinfs 3 Ja culture de virus sauvage ou vaccinal doi-
vent rrovenir d'élevares indemnes d'affections virales et microbisnnes comme le
virus de la maladie de MNewcastle et les myconlasmes. Il est nécessaire < incuber
les oeufs pendant au moins 5 jours avant de nouvoir sflectionner les oceufs em-

bryonnés .

Pour cela, 1'incubation se fait i une tarpérature de 37°C er atmosphére
humide 40 3@ 70 %. Une troo forte hunidité entraine en z8nérel un développement
troep important de la cavité afrienne ¢ tandis que une humidité trop faible entraf-

ne 1'absence ou un développement trop faible.

Pour éviter que 1'embryon n'adhére aux membranes (centralisation), les oceufs
doivent &tre retournés nlusieurs fois dane la journée 3 intervalles régiliers.
L'age auquel les ceufs embryonnés peuvent &tre inoculés est déterminé essentiel-

lement par la voie d'inoculation.

STRUCTURE. DE 1,'OFUF_FMERYONME
Nous avons ¢ans 1 ! ordre :
- la coquille,
= la membrane externe QUi tanisse tout liintérieur de | a coquill e au somet de
|"oeuf-, le sac dair,
~ la membrane chorio-allantoidienne, trés vascularisée cui sert d'appareil res-
piratoire 3 1'embryven, '
| a membrane chorio-allantoidienne est séparée de l'amnios par Une cavité
dite allantoidienne qui contient 5 & 10 ml de |iquide;
- | a membrane amictique qui enferme 1'embryon dans Une cavité qui contient envi -
ron 3. ml de liguide.
- | @ sac vitellin est rattaché 3 1'embryon et contient tcutes les substances nu-
tritives,



.C » MODALITES D UTILISATION DE L'OEUF EMBRYONNE POUR 1A CULTURE DE VI RUS

1) Choi x du site d'inoculation dans.|'oeuf embryormé.

Localisation de la multiplication ™
Souche  virale NCA Lllarcl*atggiilsienne mmisoa“?ique zitseaflin
. Variole de la noule et des ciseaux * +
. Laryngotrachéite infectieuse t +
» Newcastle t + +
- Variol e humaine t
- Herpés t +
= Myxomatose t
- Stomatite vésiculeuse t
~ Grippe A et B t + * +
- Ornithose - psittacose t + +
- Fiévre vallée du Rift t +
- Fi évre jaune t
~ Rage + +
« Rickettsics
- Peste aviaire classique t + + +
« Fncerhalomy@lite équine
Ouest, Est, et Venezuela t + + +
» Bl ue tongue +

la plupart des arborivus peuvent &tre cultivés sur oeuf, Pour cela, il est re-

-1 commandé d' utiliser la voie intravei neuse et/ou intracérébrale.
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2) Stades de développement emhbryonnaire Choi si s nour 1 finoculation

maraen

\Voi e d'inoculation Ase des ambryons
Membrane chorio-allantoidienne 10 -- 3.2 jours
Cavité arniotique 7 - 14 Jours
Cavité allantoidienne 7« 4% dours
Sac vitellin &7 jours
Unie veineuse § ~ 11 jours
Voie cérébrale | § -- 13 jours

D « DIFFERENTES VO ES D'INOCULATION
Il faut marquer sur la lanpe de mirage. avant 1'incculation, | es peints pré-
vus' pour |es injections,

Ce marquage Joit se faire a |'aide d'un crayon dont |es caractéres ne s'ef-
facent pas au cnurs de | a désinfection ultérieure de la coquille. La teinture d'=
iode est ytilisée de nréférence comme désinfectant, s=uf pour |'inoculation de |a
MCA, ol | a nénétration de 1l'icde 3 travers | a coouille peut orovoquer des 1ésions
non spécifiques. Une simnle désinfection de | @ ccquille est larsement suffisante,

1) Inoculation de 1a MCA
Deux nrocédés simpleg peuvent étre utilisés. Ils ont l'avantape de ne pas

provoguer des lésions Non spécifiques susceptibles de aéner lc diasnostic .

a> lne zone située au-dessus Je 1'embryon sst marquéd | ' ai de de 1a lamme
de mrage. Cette zone est ensuite soigneusement désinfectée pPui S UN triangle est
découpé dane | a coquille & 1'aide d'un fraise de dentiste ou d' une lime 3 amoule,
sans endommager | a menbrane coquiliére sous-jacente.

Eviter autant que mossible que |a MCA ne se détache et ne s ‘affaisse.

~

les ceufs rrésentant des hémorragie8 au cours de cette opération sont 3
&liminer.

Le triangle est enlevé avec précaution et une goutte de 1'inoculum est dépo-

by

sée sur la membrane coquillére 3 1'aide d'une aiguille. Puis la membrane coquilld-
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re est fendue au mlieu de |a goutte qui peut aloprs s'infiltrer par capillarite
entre | a coquillére et |a MCA Le reste de |'inocul umpeu-t alors &tre mis goutte d
goutte et ne doit jamais dépasser 0,2 ml.

Le triangle est replacé et fixé sur la fente par de la paraffine..

Les oeufs peuvent alors &tre remis & 1'incubateur avec le lieu d'inocula~-
tion dirigé vers le haut.

b) Apres marquage (zone d'inoculation et bord de |a chanbre & air) et dé-
sinfection, un oval e est découpé au-dessus de |'enbryon sans endommager |a coquil~
lére. On enl éve le fragment ovale et |'on fait un trou au niveau de la chambre 3.
air.

| & membrane coquillére est mercée avec une pince de dentiste pour que 1'air
ext érieur puisse appuyer sur |a MCA. La nenbrane est ainsi décol |l ée, Avec la pin-
ce de dentiste, toute |a membrane coquillére est enlevée de | a zone ouverte et
1'inoculum peut étre déposé dans |a dépression. Le trou de la chanbre a air peut
&tre rebouché avec de |a paraffine et |'ovale par un film

2) Injection dans |a cavité al |l antoi di enne

a) Marquage sur |a lampe de mirage, du bord de |a chambre, dans |a zone des
gros vai sseaux de la MCAet du lieu d'inocul ation prés des vaisseaux et de la
chanbre. Fviter |es 18siong du vai sseau au cours de |'injection-

L'ceuf est placé en position horizontale Sur un support approprié,.

Percer |a coguille au |ieu d'inoculation indiqué avec une fraise de dentis-
te sans léser | a membrane coquillére. Lfinoculum est injecté avec une aiguille de
16 ou 18 mm dont |a pointe est enfoncée de 2 M, verticalement, dans |a cavité
al l ant ol di enne située sous |e trou de la coquille, Le trou de la chanbre 2 air et
le lieu dinjection sont ensuite bouchés 3 |a paraffine.

b) Une autre variante de cette technique est une inocul ation sous |e con-
tréle de |'appareil a mirer,

void vae



3) Injection dans | a cavité amnioctique

Lfinoculation de 1 ‘oceuf s'effectue sous | a lamme de mivage . L'utilisation
du bleu de méthyléne peut permetire un contrdle efficace de |a zone inocul ee.

Le trou de la coquille se fait au niveau de |a chambre & enviren 0.5 om
du bord de la charbre d ai r.

Liaipguille est enfoncée verticalement et perce | a membrane coquillére, | a
MCA et | a membrane amioti que,

La quantité d'incculum ne doit jamais dépasser 0,2 m.

Inoculation dans |e sac vitellin

- Percer un trou dans |a coquille au p&le de |' oeuf.

~ Incliner 1'ceuf de 20 & 25° var rapport 2 |a verticale,
h 0,5 cmde cet orifice. ¢n perce un autre.

- | nj ect er 1'inoculum en introduisant entierement une ai guille de7/30.

Inoculation Intraveineuse
Repérer Une Veine suffisamment grosse et droite 3 partir du tronc commun Si-
tué au voisinage de la chanbre & air. Dessiner son +racé au crayon.

Découper d' un vol et de coquille au-dessus de |a veine sans endommager |a
membrane coquillére.

Déposer une goutte de vasel i ne stérile pour rendre transpavente la membrane
coquillére,

Repérer | e sens du courant sanguin.

Introduire 1'aipuilie de 4/15 3 bi seau court montée sur une seringue dans |e
sens du courant sanguin : i nocul er aprés 1égére nonction 0,053 C.5 ml,

| nocul ation __intracérélwale

Opérer comme pour | @ cavité amniotique. Saisir la téte avec une pince fine
et latenir par |a paupiére ou | e bac.

Enfoncer |'aiguille (4/10) de 2 mm et injecter 1*incculum (0,02 M environ)

e o



T - PRELEVEMFNTS DFS DIFFERENTES PARTTES DE L'OEUF EMBRYONNE

1) Matériel
- Pipettes Pasteur et pipettec 3 boule d'une contenance de 5 & 15 ml avec un
orifice latéral,

-~ des tubes de 18 stériles ou des flacons,

- des tubes de milieu de culture pour contrdle de la stérilité (milieux pour
aérobies et amaérobies) |
~ des pinces fines sans mors,

- des petits ciseaux droits et courbes,

~ des pinces fines & mors.

?2) Prélévement des liquides

Pour éviter 1'ouverture des vaisseaux au cours des différents prélévements,
on placera les oeufs au moins une nuit de 0 3 + 4°C ou quelques heures dans une
chanbre 3 glace avant 1'ouverture. Eviter autant que possible la congélation.

a) Liquide amniotique
Le liquide amiotique est clair (eau de roche), 2 a 3 ml dans un ceuf
normal incubé 12 jours. Aprds inoculation, ce volume est généralement inférieur
et peut se réduirve 3 quelques gouttes. Le liguide peut également devenir trouble.

Pour le recueillir, aprés ouverture de 1'oeuf, vider le liquide allantol-
que, saisir avec une pince fine & mors la poche ammiotique, introduire 1'extré-
mité d'une pipette 3 boule et aspirer.

b) Liquide allantoique
L'oeuf est placé verticalement, on enléve délicatement la membrane CO-

quillére et la MCA sans 1léser les vaisseaux.
Prélever par aspiration,

3) Prélévement deg tissus

a) La_MCA
- Quvrir 1 'oeuf au niveau de la chambre 3 air
- dégager soigneusement la membrane coquillére :

eodd oue



- faire une rréche sur la MA ;
= vider |e contenu de | ' oeuf.
Ta MCA reste collée sur |a naroi de |' oeuf.

Quvrir 1'oeuf come précédemment et 3 1faide d'une pince 3 griffe, ex-

tirper 1'embryon ot couper le pédicule ombilical.

c) Le sac witellin
- ouvrir 1'ceuf comme pour le liquide allantoique .

- faire yne bréche dans |a MCA et extirper 1 ‘embryon avec une pince
et couper |e pédicule onbilical.,

~ prendre | e pédicule: sortir e sac et |e placer dans une boite de
pétri .

4) Contréle de stérilité

I1 est réalisé sur chague type de récolte par 1’ensemencement de m|ieux
appropriés.

+ FACTEURS POUVANT INFLUENCER 1.\ CROISSANCF DFS VIRUS DANS LYOEUF EMBRYONME

Parm |les facteurs pouvant influencer |a creissance des virus dans 1‘oeuf
embryonné, NOUS pouvons oier

a) la voie d'inoculation

S pour un virus d&ja identifik, on peut choisir la partie de |'oeuf per-

mettant un développement optiman, i1 n'en est pas de méme pour | es produits con-

tenant un virus dont on ne ccmnait pas |a nature, ni par conséquent |es proprié-
+és,

b) Les cont ani nat i ons bactériennes et mycoplasmiques
Elles peuvent &tre lintées par la centrifugation des suspensions et
1l'utilisation d'antibiotiques. Ne ras oublier nue certains antibioticues peuvent
géner 3 forte cencentration | e processus de multiplication virale, alors que d'au-
tres sont sans effet, Fxemle, le Virus de la grippe se dévelonpe dans 1'oeuf en
présence de 12.000 U de Penicilline alors qu'con ne dispose guére 500 & 1.000 UIL.

e_nu/oaa
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¢) la toxicité pour | ' enbryon des inoculums
- broyats d'oprgane

- -antibiotiaques.

d) La solution pour la dilution_des virus 3 i nocul er
La sclution peut contenir des inhibiteurs Naturels du virus (sol ution
serum hunain, serum de lapin, serum de cheval, etc.,,),

La stabilité du virus dans ces solutions constitue généralement uUne étape
délicate,

Conpte tenu de tous ces facteurs pouvant influencer |a croissance di virus
dans |' oeuf embryonné, chaque méthode retenue représente en fait un conproms
entre | es avantages et |es inconvénients possibles.
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