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COMPARAISON DE TROIS SOUCHES DE VIRUS HERPETIQUE
ISOLEES DE PSITTACIDES AVEC LE VIRUS HERPES
DU PIGEON

H. VINDEVOGEL, P.P. PASTORET
P. LEROY et F. COIGNOUL

Faculté de Médecine Vétérinaire de I'Université de Liége
45, rue des Vétérinaires, 1070 Bruxelles, Belgique

RESUME

Deux souches de virus herpétique isolées de psittacidés en Belgique
(PsiHV/B/Cu; Vindevogel ef al., 1978) (PsiHV/B/U; Meulemans et al.,
1978) et une troisiéme isolée en Suisse (PsiHV/S/1355; Ehrsam et al.,
1978) ont été comparées au virus herpés du pigeon (souche PHV/B/Cu,;
Vindevogel et al., 1975).

La souche PsiHV/B/Cu présente sur fibroblastes d’embryons de poule un
effet cytopathogéne focal et produit sous agarose des plages €gales a celles
du virus herpés du pigeon, alors que les souches PsiHV/B/U et PsiHV/S/1355
produisent un effet cytopathogeéne diffus et, sous agarose, des plages signi-
ficativement plus grandes.

La souche PsiHV/B/Cu est antigéniquement identique au virus herpés du
pigeon, mais différe des souches PsiHV/B/U et PsiHV/S/1355. Inversément,
les souches PsiHV/B/U et PsiHV/S/1355 sont antigéniquement identiques,
mais différent de la souche PsiHV/B/Cu et du virus herpes du pigeon.

Le pigeon est réceptif a la souche PsiHV/B/Cu, alors qu’il est réfractaire
aux souches PsiHV/B/U et PsiHV/S/1355. 1l semble donc que la souche
PsiHV/B/Cu est une souche du virus herpés du pigeon isolée de perruches,
et que les souches PsiHV/B/U et PsiHV/S/1355 sont des représentants du
virus de la maladie de Pacheco.

Le virus de la maladie de Pachéco et le virus herpés du pigeon forment
donc deux groupes de virus 4 caracteres biologiques et antigéniques dif-
férents. Ils peuvent étre tous deux isolés de perruches malades, mais le
pigeon est seulement sensible a son propre virus.

INTRODUCTION

En 1975, Simpson et al., ont isolé un virus herpés de psittacidés atteints de la mala-
die de Pachéco (Pachéco et Bier, 1930; Findlay, 1933).
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Depuis, de nombreuses souches de virus herpétique ont €té isolées de psittacidés
malades, aux Etats-Unis (Simpson et Hanley, 1977; Hitchner et Hirai, 1979; Hirai et
al., 1979; Miller et al., 1979), en Allemagne (Winteroll, 1977), en Nouvelle Zélande
(Durham et al: 1977), en Belgique (Vindevogel et al., 1978; Meulemans et al., 1978),
en Suisse (Ehrsam et al., 1978), et en Angleterre (Randall et al., 1979 ; Martin et al.,
1979).

Les relations antigéniques entre ces souches sont encore mal connues, mais toutes
celles isolées aux Etats-Unis semblent sérologiquement identiques (Hirai et al., 1979;
Miller et al, 1979). Winteroll (1977) a décrit une parenté antigénique entre un virus
herpés isolé de psittacidés et le virus herpés du hibou (OW! herpesvirus, OHV), lui-
méme semblable aux virus herpés du faucon (Falcon herpesvirus, FHV) et du pigeon
(Pigeon herpesvirus, PHV) (Mare et Graham, 1972; Mare et Graham, 1973). De méme,
un virus herpétique que nous avons isolé de perruches et le virus herpés du pigeon
(PHV) sont antigéniquement identiques (Vindevogel et al., 1978); mais d’autres
souches en différent par contre (Meulemans et al., 1978; Martin et al., 1979).

Nous avons voulu dés lors comparer les caractéres biologiques et antigéniques de di-
verses souches de virus herpétique de psittacidés avec le virus herpés du pigeon.

MATERIEL ET METHODES
Virus
Trois souches de virus herpés isolées de psittacidés (Psittacine herpesvirus, PsiHV) ont

été comparées au virus herpés du pigeon (Pigeon herpesvirus, souche PHV/B/Cu, ;
Vindevogel et al., 1975).

Deux souches PsiHV ont été isolées en Belgique, 'une d 1a Faculté de Médecine
Vétérinaire 4 Cureghem (PsiHV/B/Cu; Vindevogel et al., 1978), autre 4 I'Institut
National de Recherches Vétérinaires @ Uccle (PsiHV/B/U; Meulemans et al., 1978)
et la troisiéme en Suisse (PsiHV/S/1355; Ehrsam et al.,. 1978).

Ces trois souches ont été multipliées cinq fois sur cultures de fibroblastes d’embryons
de poule (FEP).

Les stocks de virus sont préparés sur FEP cultivés en bouteilles plastic Falcon de 75
cm?. Pour ce faire, les cellules sont mises en suspension dans le milieu (50 ml) lorsque
Peffet cytopathogéne est complet. Les suspensions sont additionnées de 5 p. cent de
diméthylsulfoxide, titrées sous agarose (Vindevogel et al, 1975; Vindevogel et al.,
1977) et conservées 4 -70°C.

Infection expérimentale de perruches et préparation des anti-sérums

Quatre groupes de 20 perruches ondulées (Melopsittacus undulatus) ont été inoculées

par voie intranasale, respectivement au moyen d’une suspension contenant 10° unités

formant plage (ufp) de la souche PsiHV/B/Cu, 106 ufp de la souche PsiHV/S/1355, et,
soit 106 ou 10* ufp de la souche PsiHV/B/U.

Quatre semaines plus tard, les perruches survivantes ont été d nouveau infectées de la
méme facon et saignées apres 10 jours. Un “pool” de sérums a été réalisé pour chaque
groupe.

Le sérum de référence anti-herpés du pigeon (anti-PHV/B/Cu,) a été produit sur
pigeonneaux (Vindevogel et Duchatel, 1978).

Etude de la parenté antigénique
Les relations antigéniques entre les trois souches PsiHV et le virus herpés du pigeon
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ont été étudides par séro-neutralisations croisées, en utilisant la technique de réduction
de 50 p. cent de plages (Hoskins, 1967; Vindevogel et Duchatel, 1978).

Etude de Ueffet cytopathogéne sur cultures de FEP et production de plages

L’effet cytopathogéne a ét€ observé au microscope inversé 4 intervalles de 24 heures,
et étudié aprés coloration, a I’hématoxyline-éosine, des tapis cellulaires fixés par la
solution de Clarke.

Les surfaces de 50 plages produites sous 1 p. cent d’agarose par les 3 souches PsiHV
et par le virus herpés du pigeon ont été mesurées et comparées selon les techniques
déja décrites (Jetteur et al., 1979; Schwers et al., envoyé pour publication).

Briévement, les tapis cellulaires de boites de Pétri (Plastic Falcon; 30 mm de diamétre)
sont fixés 4 la formaldéhyde 4 jours aprés leur inoculation, colorés au May-Griinwald
Giemsa et photographiés avec une caméra “offset” afin d’obtenir un agrandissement

x 20. Les surfaces des plages sont mesurées a I’aide d’un planimétre Kempton OH. La
normalité de la distribution de la surface des plages est testée par les tests d’asymétrie
et d’aplatissement. L’influence de la souche sur la taille des plages est étudiée par une
analyse de variance a un critére de classification, et les moyennes de la taille des plages
sont comparées par le test de Student.

Réceptivité du pigeon

Trois groupes de cing pigeonneaux agés de 4 semaines, issus de parents 1ndemmes de
I'infection herpétique du pigeon, ont été inoculés par badigeonnage de la muqueuse
pharyngée, respectivement au moyen d’une suspension contenant 10%ufp de la souche
PsiHV/B/Cu, et 10° ufp de la souche PsiHV/B/U et de la souche PsiHV/S/1355.

Aprés 3 et 5 jours, la muqueuse pharyngée des pigeons a €té écouvillonnée pour tenter
de réisoler le virus d’épreuve selon des techniques précédemment décrites (Vindevogel
et al., 1980, sous presse).

Trois semaines aprés P'infection, les pigeons ont €té sacrifi€s pour titrer par neutralisa-
tion les anticorps dans leur sérum. :

RESULTATS

Stocks de virus
Les différents stocks de virus titrent 9,5 x 10%, 1,0 x 107 et 8,0 x 105 ufp par ml,
respectivement pour les souches PsiHV/B/Cu, PsiHV/B/U et PsiHV/S/1355.

Inoculation de perruches (Tableau 1)

Les lésions observées sont semblables quelle que soit la souche utilisée: le foie des
perruches mortes est parsemé de foyers de dégénérescence blanc-jaundtres entourés
d’une zone hémorragique. L’examen histopathologique met en évidence, dans tous
les cas, une hépatite aigué parenchymateuse avec inclusions intranucléaires.

La souche PsiHV/B/Uest la plus pathogéne puisque 85 p. cent des perruches meurent
avec une dose de 10% ufp et qu’une dose de 10® ufp entraine 100 p. cent de mortalité.

Le virus d’épreuve a été isolé du foie des perruches mortes dans chacun des groupes
et toutes les perruches survivantes ont formé des anticorps spécifiques.

Comparaison antigénique

Les résultats des séro-neutralisations croisées figurent au Tableau 2. Les sérums anti-
herpés du pigeon et anti-PsiHV/B/Cu neutralisent le virus herpés du pigeon et la souche
PsiHV/B/Cu, mais non les souches PsiHV/B/U et PsiHV/S/1355. Inversément, les
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Tableau 1. Infection expérimentale.

Perruches Pigeons
Virus Mortalité Isolement Anti Lési Isolemertt Anti
ortailite du virusa niicorps €s101S du virus nticorps
PsiHV/B/Cu 60% + 22 -+ + 64
PsiHV/B/U 85 a 100%° + 118 - — <4
PsiHV/S/1355 30% + 128 - — <4
a Isolements du virus d’épreuve a partir du foie des cadavres.
b Isolements du virus d’épreuve a partir d’écouvillons du pharynx.
¢ Fonction de 1a dose d’inoculation (104 et 10° ufp).
Tableau 2. Séro-neutralisations croisées.
, Virus
Serums -
PHV/B/Cu, | PsiHV/B/Cu | PsiHV/B/U [PsiHV/S/1355
Anti-PHV/B/Cu, 82 68 <4 <4
Anti-PsiHV/B/Cu 16 22 <4 <4
Anti-PsiHV/B/U <4 <4 118 90
Anti-PsiHV/S/1355 <4 <4 104 128

sérums anti-PsiHV/B/U et anti -PsiHV/S/1355 neutralisent les souches PsiHV/B/U et
PsiHV/S/1355, mais non le virus herpés du pigeon, ni la souche PsiHV/B/Cu.

Effet cytopathogene et comparaison de lg taille des plages

L’effet cytopathogene produit par la souche PsiHV/B/Cu est de type focal et ressemble
d celui de 'herpés du pigeon (Vindevogel et al., 1977). Il s’observe aprés 24 heures, et
se caractérise par la formation de foyers bien délimités de cellules rondes et réfringentes
d’un diamétre deux 4 trois fois supérieur 4 la normale. Ces foyers augmentent rapide-
ment de taille pour confluer et envahir tout le tapis cellulaire aprés 72 heures.

Leffet cytopathogene des souches PsiHV/B/U et PsiHV/S/1355 est de type diffus
uniformément réparti sur Pensemble du tapis cellulaire aprés 48 heures; une partie des
cellules paraissent rétractées, d’autres sont déja détachees, d’autres encore arrondies et
réfringentes.

Sur préparations colorées, lorsque Peffet cytopathogéne est total, quelle que soit la
souche, la majorité des cellules contiennent une inclusion intranucléaire de type A
Cowdry.

Sous agarose, les surfaces des plages produites par la souche PsiHV/B/Cu sont signifi-
cativement plus petites que celles des souches PsiHV/B/U et PsiHV/S/1355, mais sem-
blables a celles du virus herpés du pigeon (Fig.1). En effet, pour les tois souches
PsiHV et pour le virus herpés du pigeon, I’étude de la distibution de la surface des
plages montre une forte asymétrie a droite, mais la racine carrée des données permet
d’obtenir une distribution normale. Les résultats de I’analyse de variance des données
transformées figurent au Tableau 3. L’hypothése nulle que les quatre souches pro-
viennent d’une méme population est rejetée (P <0,001). Le test de Student ne fait
pas apparaitre de différence significative entre les moyennes des surfaces des plages de
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Fig. 1. A: Plages produites par la souche PsiHV/B/Cu de superficie
égale q celles du virus herpés du pigeon.
B: Plages produites par la souche PsiHV[B/U de superficie
égale a celles de la souche PsiHV/S/13535.



Virus herpdtiques isolds de psittacidés 391

Tableau 3. Analyse de variance (données transformées).

» Source d.L dseznc);rrlfés Variance Test de F
Entre les souches 3 287,369 95,789 191,65%**
Dans les souches 196 97,964 0,499

la souche PsiHV/B/Cu et du virus herpés du pigeon (groupe 1), ni entre les moyennes
des surfaces des plages des souches PsiHV/B/U et PsiHV/S/1355 (groupe 2), mais bien
une différence significative entre les moyennes des surfaces des plages des souches du
groupe 1 et celles du groupe 2 (¢ <0,001).

Réceptivité du pigeon

Les pigeons inoculés avec les souches PsiHV/B/U et PsiHV/S/1355 n’ont présenté
aucun symptome et n’ont formé d’anticorps, ni contre le virus d’épreuve, ni contre

le virus herpés du pigeon. Les essais d’isolement du virus d’épreuve d partir du pharynx
sont restés négatifs,

Par contre, aprés inoculation avec la souche PsiHV/B/Cu, des foyers nécrotiques .
apparaissent sur les muqueuses pharyngées et sur le voile du palais. Le virus d’épreuve
peut €tre isolé du pharynx, et les pigeons présentent une séro-conversion. Le “pool”
de leurs sérums a en effet neutralisé le virus d’épreuve 4 la dilution 64, et le virus
herpés du pigeon 4 la dilution 76.

DISCUSSION

Une infection herpétique mortelle chez les psittacidés a été diagnostiquée pour la
premiére fois aux Etats-Unis en 1975 par Simpson et al., et en Europe en 1977 par
Winteroll.

Winteroll (1977) a mis en évidence, par précipitation en gélose, une parente antigé-
nique entre le virus herpés qu’il a isolé de psittacidés, et le virus herpés du hibou
(OHV). Mare et Graham (1972 et 1973) ont en outre démontré par séro-neutralisation
et par immunofluorescence, I'identité antigénique des virus herpés du faucon (FHV),
du hibou (OHV) et du pigeon (PHV). D’autre part, la perruche ondulée (Melopsittacus
undulatus), 1a tourterelle (Strepropelia risoria), le faucon (Falco sparverius) et le hibou
(Bubo Virginianus) sont réceptifs aux FHV et OHV (Mare et Graham, 1972; Mare et
Graham, 1973; Mare, 1975). Par contre, pour Burtscher et Sibalin (1975), seul le hibou
est sensible 4 'OHV. Le virus herpés du pigeon (PHV) est pathogéne pour la tourterelle
(Streptopelia risoria) (Mare et Graham, 1973) et pour la perruche (Melopsittacus
undulatus) (Vindevogel et Duchatel, 1977), mais ne provoque expérimentalement de
maladie clinique ni chez le faucon (Falco sparverius), ni chez le hibou (Bubo virginianus)
(Mare et Graham, 1973). En 1978, nous avons isolé d’un couple de perruches calo-
psittes (Nymphicus hollandicus) une souche virale herpétique sérologiquement iden-
tique au virus herpés du pigeon (PHV). Nous avions alors suggéré que le virus herpés
des psittacidés pouvait étre un représentant supplémentaire du groupe FHV, OHV et
PHV. Par contre, Meulemans et ol (1978) et Martin et al. (1979) ont isolé de psitta-
cidés une souche non neutralisée par un sérum anti-herpés du pigeon.

Nos travaux montrent que la souche PsiHV/B/Cu présente, sur cultures de fibroblastes
d’embryons de poule, un effet cytopathogéne focal et produit, sous agarose, des
plages égales 4 celles du virus herpés du pigeon, alors que les souches PsiHV/B/U et
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PsiHV/S/1355 produisent un effet cytopathogene diffus et, sous agarose des plages
significativement plus grandes.

D’autre part, la souche PsiHV/B/Cu est antigéniquement identique au virus herpés

du pigeon, mais différe des souches PsiHV/B/U et PsiHV/S/1355. Inversément, les
souches PsiHV/B/U et PsiHV/S/1355 sont antigéniquement identiques, mais différent
de la souche PsiHV/B/Cu et du virus herpés du pigeon. Le pigeon est réceptif d la
souche PsiHV/B/Cu, alors qu'’il est réfractaire aux souches PsiHV/B/U et
PsiHV/S/1355. 1l semble donc que la souche PsiHV/B/Cu est en réalité une souche du
virus herpés du pigeon isolée de perruches, et que les souches PsiHV/B/U et o
PsiHV/S/1355 sont des représentants du virus de la maladie de Pachéco. Il est impor-
tant de signaler que la souche PsiHV/B/Cu a ét€ isolée de perruches qui se trouvaient
depuis plus d’un an chez un marchand, et introduites par un acheteur dans une voliére
contenant des tourterelles et des pigeons de fantaisie. Meulemans et al. ont isolé leur
souche de perruches directement importées des Etats-Unis, Ehrsam ez al. de cacatoés
importés d’Amérique du Sud, et Martin et al. de psittacidés importés d’Argentine et
de Singapour. Toutes les souches isolées aux Etats-Unis sont sérologiquement iden-
tiques (Hirai et al., 1979; Miller et al., 1979); il serait dés lors intéressant de savoir a
quel groupe appartient la souche isolée par Winteroll (1977). Cet auteur observe en
effet, en plus de la parenté antigénique avec I’herpés du hibou (OHV), un effet cyto-
pathogéne focal, caractére biologique des souches herpés du pigeon.

Le virus de la maladie de Pachéco et le virus herpés du pigeon forment donc deux
groupes de virus herpétique d caractéres biologiques et antigéniques différents. Ils
peuvent étre tous deux isolés de perruches malades, mais le pigeon est seulement
sensible d son propre virus. Il est cependant remarquable de constater que la souche
isolée de psittacidés voisine du virus herpés du pigeon provoque une moins bonne
réponse sérologique chez la perruche.
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SUMMARY

Comparison of three strains of herpesvirus isolated
from psittacine birds with the pigeon herpesvirus

Two strains of herpesvirus isolated from psittacine birds in Belgium (PsiHV/B/Cu;
Vindevogel et al., 1978) (PsiHV/B/U; Meulemans et al., 1978) and a third one isolated
in Switzerland (PsiHV/S/1355; Ehrsam et al., 1978) were compared with the pigeon
herpesvirus (strain PHV/B/Cu, ; Vindevogel et al., 1975).

On chick embryo fibroblasts, the cytopathic effect of strain PsiHV/B/Cu was focal
whereas strains PsiHV/B/U and PsiHV/S/1355 showed a diffuse cytopathic effect.
Also, under agarose overlay, the plaques of strain PsiHV/B/Cu and of pigeon herpes-
virus were the same while those of PsiHV/B/U and PsiHV/S/1355 were significantly
larger.

Strain PsiHV/B/Cu is antigenically identical to pigeon herpesvirus but differs totally
from strains PsiHV/B/U and PsiHV/S/1355. Conversely, the latter are antigenically
identical but differ from strain PsiHV/B/Cu and from pigeon herpesvirus.

The pigeon is susceptible to strain PsiHV/B/Cu but not to strains PsiHV/B/U and
PsiHV/S/1355.
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According to our results, strain PsiHV/B/Cu is probably a strain of pigeon herpesvirus
affecting also budgerigars and the strains PsiHV/B/U and PsiHV/S/1355 belong to the
group of viruses inducing Pacheco’s disease.

The virus of Pacheco’s disease and the pigeon herpesvirus would then belong to two
separate groups of viruses with different biological and antigenic characteristics. Both
can be isolated from sick psittacine birds but the pigeon is susceptible only to its own
virus.

ZUSAMMENFASSUNG

Vergleich von drei Herpesvirusisolaten aus
Psittaciden mit dem Taubenherpesvirus

Zwei belgische Herpesvirusisolate aus Psittaciden (PsiHV/B/Cu; Vindevogel et al.,
1978) (PsiHV/B/U; Meulemans et al., 1978) und ein drittes Isolat aus der Schweiz
(PsiHV/S/1355; Ehrsam et al., 1978) wurden mit dem Taubenherpesvirus (Stamm
PHV/B/Cu,; Vindevogel et al., 1975) verglichen. Auf Kiikenembryofibroblasten-
kulturen war der cytopathogene Effekt von Stamm PsiHV/B/Cu herdformig, wahrend
die Stamme PsiHV/B/U und PsiHV/S/1355 einen diffusen Effekt auslésten. Unter
Agaroseoverlay waren die Plaques des Stammes PsiHV/B/Cu und vom Taubenherpes-
virus vollig gleich, wahrend diejenigen von PsiHV/B/U und PsiHV/S/1355 signifikant
grofer waren, Stamm PsiHV/B/Cu ist antigenmapig identisch mit dem Taubenherpes-
virus, unterscheidet sich aber véllig von den Stimmen PsiHV/B/U und PsiHV/S/1355.
Im Gegensatz dazu sind die letzteren antigenmafig identisch, aber verschieden vom
Stamm PsiHV/B/Cu und vom Taubenherpesvirus. Die Taube ist empfanglich fiir
Stamm PsiHV/B/Cu, aber nicht fiir die Stimme PsiHV/B/U und PsiHV/S/1355. Nach
den vorliegenden Ergebnissen ist Stamm PsiHV/B/Cu wahrscheinlich ein auch fiir
Wellensittiche pathogener Taubenherpesvirusstamm, wahrend die Staimme PsiHV/B/U
und PsiHV/S/1355 zu der Virusgruppe gehéren, die die Pacheco-Krankheit verursacht.
Das Virus der Pacheco-Krankheit und das Taubenherpesvirus gehoren demnach zu 2
getrennten Virusgruppen mit verschiedenen biologischen und antigenen Eigenschaften.
Beide konnen aus kranken Psittaciden isoliert werden, aber die Taube ist nur fir ihr
eigenes Virus empfanglich.



