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CULTURE DU YIRUS VANIGIAQLE 4l

iparglion du- vacein anti-varioligue o) ol la leclore de son Ira-
il s pas cullivé le virus variolique, Enfin, Barg [17] a vgale
ment cullivé le zeul virus vaccinal, ainsi quiil ressort de lravail
méme vilé par Murray et Kopech at d autees publications du méme
wuteur [18]. Senl, Reilly, eilé par Gastinel, au ¢ours da recherehes
pislées inddites W] o tenlé on 1998 I culbuve duvirus varioline
qur lissus d’embeyon de poubel, de st at de ehal,

s anme  prenmiiero nole .'E{]J MOUS avons monlrd qua cefle
eultura pouvall #lre alsémen! obtenue 3 nous rapportons ic Jes
résulials de cetle méthode co ce qui concerne la muoliplicalion
el e bbrame duvirns.

ETUDE DU COMPORTEMENT DU VIRUS DE LA VAJ
EM CULTURES DE TISSUS

par M. DALTAZARD, A BOUE et H. SIADAT (%)

(Insfitul  Poaleur e Ufran)

1 le virus de 1a variole peul @tre aisdmienl cnliives
membrane  chorip-allantotdienne (AL Co A de Veul de
incabd  selon la technique décrite dis 1087 par Lacurus
el ‘Meyer [1]. il semble bien, par contre, que o enlfuns
virus sur cullures de tissns n'ait encere jamais &6 chien
eifel, les quelques références donnees par Ies manuels Ef
lels que la récente Bibliography of the Resenrch in Tigsue
di Murray ot Kopeeh [ comme sa rapportaet ag vir
varigle, onb oncrdabibd vaid an views e la vaccim, pir £l
s souvent d'une confusion de lermes, en o parclicolier e
meand, Parmi les autenrs cités par Murray et Kaopech,: A
cb Svhmerling [3]. qui aursient les premiers: cullivie le vip
la wariole sur tissus, ont cn réalité travaillé aves le virped
vaceing, ainsl que le montre la leeture de lenr travail el
allemande 4], Nous n'avons pas pu consuller les pullicais
Haagen {4, 6], mois Uauteor lui-mime en g doond oo
Iyse [T, 8] dont la lecture el parfaitement explicita il
cpalement do virus de la vaceine. Nauek et Pashen [9, 107, i
g avons pu confuller e publications vilées, ool culfin
Iymphe  vovelnoele  humanisés, mais non le virgg  varis
Lanclu: [44] et cild par Murray el Kopech dapris une
oty la lecture de celle analyse midme, comme celle des &
publications faites 4 la méme dpoque par cet  aulcur,
quiil wia Iravaillé que sur les cullures de lissus el non su
e virwa, Les arvlicles de Kimuora el le ses colluborsteins
13, 14], dgulement cités par Gastine]l dane son arficle o

MaTEminL v TECHXIOITES.

Virus. — Cing souches de virng variolique ont &lé alilisées gu
tours dooce liavail

Duatre souches auloehiones isolées de varicleux en évolution :

1* Souche hachan {200 km an Sud de Téhéran) | dpidémia de
e 155,

2" Soucke Téhéran I un cas sporadique en novembra 1955
(ronrriason de G mois non vaecing).

A7 Sl Sabrevar (700 ki a I'Esy de Téhéran) @ épidémie de

prantemps 1595460,

B 4* Sonche Téhdran IT ; 'décembra: 1956,

#' Une soudche drangére @ épidémie de Vannes (Franec) ainie
Blement mise i notes disposition par T, Lipine, avint subi trois
b [assages sar Poouf depuis son isalement,

Dung I'étude, des souches autochiones, Ja dissnoalic de variole
:h l:'l"" conlirid an |:1hc1-|'fllf_‘-il'c Par les meithodes Fh'l.S:iil.]l.:cE T AnneL-
Clation 4 laomembrane choria-ullantoidicnne de Frenl incubé, pos-
pEaze =ur 1o peau du Lapin d'une syspension préporée avee la

LG, A infeetée. Dans la suile fsnuches Sabzsvar, Tihéran 11)
s avans dgalement ulilisé la enllure sur 1jssus proue idenlifi-
'-_,ﬁlhu:l it virns, Le malaris] viculenl o Gl emplovd ol Frais; woil
Spres conservalion & — 35° O (dix tieis pour la souchs Kachan).
_Dl:rlf'[l:"lﬂ.i bvpes de suspensions vicnlenics onl 616 utilisds ;
1 Suspensions préparées A partic de liquide de pustiles vario-
crlees préleve dane des effiluzes. Iefflure ot zon comtenny som
variolique » dans Les alfrsirus des maladies humoines (L AEOVes dans un tube quée une haguelle de verre e hroval st
a1 Lapine), et dont nous avons pu consoller Voriginal, pe P e suapengion dans |04 2 ml de solution I ponnde f:-:'u'nuti-:-.n
naiguemenl sur oun authertique viens de vaseine,  Herzbers _' Hanle), prais centrifigd (2 000 lours, dis minutes). Lea liquide
a ntilisé o méme souche de vaccing humanisée gque Naue ESUr s eant ponsliloe 14 suspension. viralenle. .
i*ashen, 1l;-hurrlmr [48], ;:u:.m?m I nm_r-!ni,- ]rI: ]l'nh'u m-!i-L_'n-a (i L&E : h-:;‘ l‘.'m:-'pnu-ai:ins prepacces 4 parlie de crotles varioliques, soil
toees embeyonnaires du o viree vaceinal ¢l leuwr wiilisaticn da v e s Te malade, soit ramazices dans e B

* . u B =] de 1a chambre, Ly ?'T'tl.:ull:lzﬂh i'l:'f;'.'ﬂ*m-ﬁ . ]jl-ll'm-I r.hl’:me i

(* Maguscrib recn 20 Adosrlre 1957, Yo : SR : B A M mortier: fau ImP-:’:-m

=0t poudee inerle), mise en suspension dans 1 ml de solition
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famponnde, puis cenfrifuzés, Opoa inflérdt & wbiliser una solg
famponnde i laquelle on ajoute, por millilidre, en plus de
biotigques habituels (pénicilline, 100 13, ol sireplomycine, 100
de Ja letracyeline, 50 pz, el surlont de la nyslatine; 50 il
Malgre ces pracautions, les erontes prélevécs zur la face. en papl
cubier autour des orifices na=al el boceal, foujours Erds somi
ge pritenl mal & Uisolefment du viens a1 on leur préférs
erodles prélevies sire le trone el les membreg, '

4° Suspensions préparces & parlic de broval de me
chorio-allantoidionnes,

Technigues. — Noue avons utilisé I lechnigue de cult
lissis en lubes roulants dierite par Gey (317 Geile que on
loppee Robbins, Weller of Enders (23], Nous emplayons un
pdeitid & la lactalbooine dapivd de n:-:1uj de Melnick (2370 5ol
de Hanks, €2 ml; solution d'hydrolysal de Lt bnern
Ak p. 100, 10 ml ; liguide amniotique bovin, 23 ml; séra
cheval, & ml ¢ suqueel souk ajontés les antibioliques.

Pour la préparalion des explants, les différents lissus suine
ant #1é utilisés @ lissus dlembeyon humain (264 mois), pead
pain ¢ lissu de lapin adelte; vein ; tissus de Iapin nofves
{1 jour], rein et cccur 3 lissus d'embryon bovie, pesu gl re
tiszus 4 embryons evin el caprin, peau eb rein; Hesu dl'embe
die souris, cerves, .

[es tibes de collure vecoivent 2 ml de milics owleitif, ¢
tous les qualre ou cing jours. L'inoculalion des suspensions
lantes est fuile cn général gquatec jours aprés la mize an cul
des cxplants, c'eat-d-dive lova du premier changement de il
nulentil | mous avons pratiqué des inoculalions sur des collae
1, 2, 3, 8 el 12 jours sans modifications dans les vésullate. S

Fransrars.

Effet  eyfoprthagéne. — Ta moliplieation du vieus da
variole sur cullures Je lissug de mammifdres aceompagne d
effol eviopathoméne, Les cellules s"arrondissent, se stparent
unes des autres, deviennent  ires oréfringenles, go ndorosen
disparaiszent. Ce proeessus gaccompagne d'une augmeanlation
Fopacité des cellules donnanl 2o lapis cellulaire enfourant I"axpls
un aspeel opalin bien visible 3 Uil nu. [

Cet effet eylopallogéne, relvouvd gvec tous les fissms gqie 0
avons dludiés, alleint & la Tois les fibroblasles et les enll
épithéliiales. La date diapparition des lésions dépend du laux
la suspension viruleole Inoculée, Sans qu'il coil possible de fa
du délat dapparition des Lésions cylologiques une medhnds
lilrage, on peut fablir uee relalion enire oo délai el o lilve e

CUTTURE DIF VTS \-ARIDI.iQUE ! 4=

ja suspensien  permetlant d'ovientar des Dirages plos précis

(lahlean 1)
Taniesy I

, Tour 4¢ la suzgpaniion | Dofe d'upnu:ﬂimml
wirulante 20 mohoo 58| 1deizng oytolegiguas
=io! T L8 jeurs
Bt 53T jours
[ 4% 5 jours
n? 34 4 jours
[ Z b 3 javrs
14 2@ 2 jaurs -

Pour les virus adaples par de nomhreux pussages, ees chiffres
doivent #re modifics ot la délai raccourci, mals nous avons
petrauve des rfelais équivalents pour loutes les souches que nous
avons fludides an cours des profmiers passages, "

Ly propagation des lésions & Vistérieur de la colture o fail
selon denx processus différents que on distingua anstment a
Uexamen microscopinue des tubes @

[T i:.|-|_'|||s|:-'_r|,|_l:ir_:-j'| directe de eellule A& cellule ; oo proceesus a5k
parficnlisramenl el lorsgqu’on @xaming dos eullurea inpoulées aves
e faible tanx de vieos (50 DICS0 on mains). On voll alors apga-
raflre, dans un tapis cellulaire trég étendu (le délai d'apparifion
des lesions a permis & la evllure de prohiférer lavgement depuis
Pinoeulation) et 3 proxamité de Vaxplant, gquelques eellules arron-
dies et réfringentes groupées, iranchant sur ka couche régulidrs
drs eellules eneore novmales, Ce debhut des lésions sst parliculis-
pement net dang les tapis de [broblastes on il donne un aspect
de pelites zones da eellules arrondigs rayonnanl A partir de
Pexplant, Lexamen rédgulier de la culture va montrar, au-cours
des jours suivants, une extension des lésions aux cellules avoisis
nantes, Trenle-six 4 quarsnle-huil heures apris Papparition de
s promienes cellules arrondies on peut, an méme encreot,  noter
un sspeeed Lres caractéristique ; dans un tapis de ecllules normales,
ung zone ovalaire bordés de ccllules rondes el pranuoleuwses cen-
trde par une Jacune correspondant 4 Uemplacement des premidres
collules alleinles, gqui ont disparn. Cet aspecl a mité o de la
eultire o @ld eatrouvd avee loules les gouches (fg. 1 & 4). I1 est
loujours Lransiloire et céde la place anx images dues au danxiéme
processus ale propagation du virns par diffusion duns le liguide,
qui provoque des lésions sur 'ensemble da la cullure, wmenant
rapidement une néerose de lw Lolalite des cellules, Ces lésions
evlologiques disséminées sur toute la surface de lo eullore se
voient d'emhblée dans les lubes inoculés avee de forles concen-
Leations de yivus.
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Trivegs, — D méme quiil est p-:iﬂﬁiirju. dale faire pg
nombrens virne, Ueffel cylopathogine permet le titrags de
pensiong de virus varviolique sur culiures de fissas

e, Lea eulturcs ainsi obtenues sonb le plus souvent des
uras maxtes - de cellules  dpithéliales et de fibroblasles, ces
ppierce avant lendancs 4 recouvrir loule la x:ulllm'{'. Les cullures
un aeul type cellulaire ou les enllures mixles, ne - montrent
illeurs aucine différenes de sendibilité an virws de lo variole ;
cellules sont tanjours oules déteuttes, les fibroblastes monlrant
wlement wne plug srande résislance el digparaissont moms vile
ae les cellules épithéhalas, Nons avons fixe 4 dix jours la durée
pheervation des  tubes apreés inocolalion des susponsione &
. cuncun effet exlopathogéne n'apparaissant jamals aprés of
i (voir 1ableau 1), En ontre, In liquide noirilif préleve le
iemie jour-duns les lubes ne présenfant pas de lésions n'esl
ie virolenl, quiil agisse de lubes appartenant 4 une sdérie de
lies neéeatifs on de tubae appartenant & une série: purbiellement
Nositive.,
& Noue avons po oeflecluer i plusienrs reprises avee nos. diffié-
Cpealcs souches des titrages comparatife d'une. méme suspension
Syimlonle sor fubes roulants ol sur membrans  chovio-llanlod-
enne, Coa litrages montrent que la sensibililé des deux milicux
Lo peu preaidentigqee, que "on lisa la réaction de la AL G. AL
‘par présence-absence de pustules ou par dénombrement des pus-
Cules, Le lablean 1L ménire le tirage compard de plusiears
liquidea de viFlenca différenta oit le réenltat sur M. G AL esl
chiffri par présence ou absence de pustules.

ez e w11
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- Por o dénembrement, des pustules gue MG AL, onarrive en
smovonne @ oblenie 1 408 pustolés powr un Dgquide litranl sur
|_|1.lh-:f_"5 roulanls 105 THCSD el 10 postoles powe o Tegoide Tt
10 T,

- Noua avens également effectué des litrages sur des lubes
. . Cmminbiles {slalionary lobes) de eolluves en cooebe mono-vellulaire
Lons™ nos ilvages oal @14 Tails sur collures en tubes roul CEtlan fa lechinigue de Dulbecco of Vogt [24] ot de Youngner [35].
ta HeasiL rénal de Japin nouveau-wd, Nous avons choisi ce 135 s Les posnfiats des lirages comparalifs de mémes suspensians Virt-
de préferenes - danlres: tissus embrvonnaiees, pures il el s zap eolloves e lubes roulunls oo sor culiures enoeouchs
ponr nous le plus aisément disponible o parce qutil dongie dqe SHana-cellulsire prépardes 4 parlic de rein de lapin nouveau-nd,
culinras rapidemenl prodilérantes ol suns [}-m dela eanche pl S =00l exactemenl superposables.
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Il sl dvidemmanl impossibhle d'oliliser, comme pour la;
da la poliomyelite, des teste colorés pour-la leclure dex rvézn
les délais dapparition de U'eflet cylopathogine aves le v
la variole sont frop longs. el Fa prolifération cellulaire qui p
V'apparition des lésions evtologiques enlidine loujours g
tion de pH (en parliculier dons Ie Llilage des suepensi
taux [aible]. :

Les lectures zonl lowjours Failes sy microscops 5 un senlis
dea tubea auodixieme jour est suffisant, Uinlensité des
A oo momenl permellaol woe Jocture wisde ol rapide;

A partiv de la seplisme heure le taux du virus resle & ped
conctant dans e liquide jusguta Ja dix-huiticoe hewee.
m;pq&riealf:e suivante montre que c'esl hian & Parrél du phéno-
o de fixation qu'cst dua cette stabilieation du Banx du virus
dons 1o liquide et noeo 4w débul de libération de virus par las
ellules, qui viendrait masguer la décraissance dug 2 une conli-
ation du processus da fixalion. Une aérre -:_lu_ Iulw.s_ sl moeuldés
Syac 100 DICHD ¢ apris douze heures ko totalité du liquide de ces
hea psl pemplacés jar-odo milics nuteitd neuf. Co _|_mimu &l
canzuile prtlevd el clangs 1ouhes las il{:-u:_-a heurcs_._ T ;_nlr.*.g-e:. sur
ubes ronlants moentre Vabsence compléle deo virus jusqia la
ingtiome heure. i
T eonstanes o laux du viend dans la plose liquide enire fa
pepticme et Ia dichmitiame leore est done doe & la sunvie dans
i fiuida du vicus inoculd aprés oo finode la pm‘m_(l:: i _fn:nhr.-n.
Getle survie 4 8704 & pu par ailleurs lro vérifice dans des
efpies de tubes roulants sans explants, inoculés paralltlement aux
aprendents s le s du ovirns resls & pos prds condlanl JEsqu
Fu dix-lnili#me heure (eourbe pointilléa),
" ¢ phénemene de ‘persistance du vieus dens le liquide est
Ceopstant - 11 existe done toujours une nen-lxation sur les cellules
‘une partie du viens inoculé, Celie non-lxation 2 relrouve dins
ous los as, quelle que soit la quantité de viras présent dans
Pinoenlal o des séries de cing lubes vonlants sont incculées avec
des toux de 21, 210, 2100 DICS0 ; @ ko sixiéme heoure Jes liguides
‘e chague sécle sont prélevie of mélangés. Le titrage montre qu’il
_;I_':':!ﬁl-l,! SO respoelivement 8, 1Kk, 237 DEGRD 0 1o ]‘-'-ii'l-iﬂ o fixdo
du viens sembla done proporlionnelle & la vichesse de Pinoculal.
G phénoméne ne peut ére expliqué par une gualitd spéciale
e ceriaing dlements virnlenls, marguant par E:ifmplﬂ- de powvoir
il agreasivili vig=nenis de la eellule ;oenoellet, oo vieus non fixé
restanl dans un liquide peut &tre fixé sur lea cellules 4 neuves »
Sllantres lgbes, Ghest e oens do tous nos litrames positifs  [ails
entre Iy sixiéme ot la dix-hudigoe hevre, el nous avons pu, dans -
un cas, opérer quates ¢ leansferts o geceassifa d'on mime liguide
e ricnpérant i chaque transfect une quantité sublisanle d'vn virus
Ceapable dlinfecter la gérie de lubes soivante.
T peul &'agir mon plos dlume o silueation o de toubes les
ceellules de 1o colteee, puisque ce phénomanse peut élra observe
méme gquee des innculata teds feibles, on le nombre des éldmenls
virulenls peul flee considéré comme Arés inférieunr f celut des
cellules, Tie méme on ne peul invoquar une inaptitude des
cellules au de eertaines callules de o cullere & fixer le virue,
-";H"J'Equ'u lu suite de by moliplication du vicos fonles lea eellules
Silnizzent par Blre infecldes.

Tt sy

[ L]

o 4té dtablie d'aprés lea réenltala de quatra expériancas ident
une séria de fubes roulanis eet inoculées aves 2 ml, repr
WEF DICED, d'une suspension lirée de broval de membrane ¢
allentoidienne @ apréa (rois, six et douze henres, puis 1om
vingl-qualre heures, troie tubes sonl prélevés au hasond el
liguides mélangés pour litrage. ¥
La leclure de eette courbe montra qua : -
@) Le taux du vienz dans la phase liguide décroil rapide
pendant les: six premifres henres, péviode de fixation du vie
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A doit done myvoquer Ta possibilitg da Texistence dum .
bibwe v enlre la quantite da virus fixe parr lee cellules oL s quantiy

de virus libre dans le Tquide,
€) Clesl vers la vingl-guafritine  henpe que devienl  eagei]

Pavgrentilion du laux du virus dans e Tiquide par shile
lihération de virus par les cellules. 1a eaurbe; Liblement, g
dante  jusgu’an  qualriéme jour, commence & monler i'f;[':f'
alors yi'apparaissent les premicres 1ésions eylologigues.

i) Lo courlie atteinl son summet les sicieme e Ec‘-p:]emg-\.:.
2 mgment on les lsions ont alteinl Pensembla des cellules
calbure,

el Le taux du virus déeroit alors lentement jusquiay ving
jeur, dale a lagquelle nows n'svons junaia P e retrouver
be tiquide, 11 s%ayil done d’une disparilion lente : lo tauy du v
asl encore de ME DECBO le treizidme jour, bien que depuis
huilitime jenr on ne puisse voir aaepne callule vivanle dang
tubes en dehors des axplands, alors gue dang Jes R T
paralléles de conservation du liquide & 37 0 dans. des 1
roulaals =uns cellules la disparition est tolale en moins da
jours. Melnick [26] o constalé avee le virus de Ja poliomyclit
phénoméne semblable, qu'il allribug i une libéeation de Virue
des cellules qui sueviveaient dans Fexplunt mame.

Laplunits: —— Dans les oxplants prilevés au cois do ces b
moiz o nlavens pas elwdic e laux dy virps, mais  seuber
recherché si e virus. élgit lonjours dévelable dans lis el
nfeclies, Poor celle recherehe, apros priftvement do liquide o
l1:f. lubes, los explanta sont layvis, décollés aver Ta eouche: el
Inlrﬂ_qm les enloure, congeliz 4 — 250 G, puis dinangnlés
broyes : le hroyal mis en suspension dans 1 ml e soluliong
Hauks esl cenlrifugd (1500 tours, dix minules), le liquide sor
geant st incculd 4 une série de ubes roulpnts,

Dane un premicr es2ai 1o viros varioliue n'a pas été refr
dans los explanle préloves une, Irais, six, hoit, dix, douze, qui
et dix-neul hewres apris inoculalion d’une. Buspension virule
ttranl 188 DICS0: par contre, le virgs est prézenl dans
explants prélevis & parlie da 1a vingtaguateidoe houre, Dans
deuxitme. assai semblable, porlant sur wne série de tubes inoey
AVEE Une suepension Divant 10%° DICSD, les explants prelevés u
ez, ros, six et neul leures aprés inocolalion ne rondena
pas‘de virne décclable. Celle absence de virne dans des eollu
sur lesquelles le viena est théoriguement déjn fixé peviel dial
mer il exisle, au eours de la multiplication du virus de
variole, una phase d’eclipse. Uge Phase d"elipse eomblahle
de mame durée avail déja #é observée par Crawlond sl San-

*lenleer {par comparaison an

CULTURE DI VIRDS VARIOLIOUE

.6[5 [27] au cours de leurs dtudes sur lo multiplication du. virus
Cyaecinal oo cullere s de Hssu ceatand de bapan adulis,

Pasrages. — A partiv, de lguide de pustules varioliques: (souche

Kachan), nous avons effeciud 18 passipes sur cultures de rein de
japin nouveau-nd, Au seizitme passage l'inoculation du liquide

o searilicalion culonde wu lopin me provoque [Oujours  aucune

'h_'sic-u el Pinoeulalion @ la M. C. A, donne toujours les pelitee

prstules caractéristiques de la variole. La scule modifieation esl
una adaplation du vires o lo collure sur lissus caractérisée par
urn vaccourcizsemenl du el dapparilion die Ueffel cviopatho-
e : aprte quavante-huib bewres pour des suspensions titeant
1P DICH0 on e voil plus Paspecl o mité » des culiures mals des
leeians dillusanl dfemblie G Vengemblie de la coliore. Le lanx

*du viros dans le liquide peeleve 1o @ixitme jour atleint 108 DICS0.

Celle constanee des caracléres du vicng vopolique aprés da nom-
breus passages sur culbuees de fizsns esb & rapprocher du compor-

tement du virus sur mambreane choria-allanloidienne, ainsi equ'il

ressor] des travaux de Nelson [28] ¢t de Downie et Dumbell 7280,

Be=na:.

o Des ovirws de variole dlorizines diverses, dludiss en cullures de
liszus, produisent un effel cylopalhogéne,  ciractérisé par sa
Virng  vaccinal,  par exemple].
Lrétiede du développement du virns en cullures de lissus montea
egalamenl une phase de fixalion relalivemenl lonmee ;g% heures.
La lixalion el leujours ineomplete, limdlée i une parlic do virus,

- propoctionnellc fola quantitd indculée, Lo vires monlee une prhszse

déelipse » ef ne peut dee relrome s pardic de la vinsiéme
heure dans les cellules, moment o eallie-¢i commencent & libeérer
le virns ilans 1o Lguide nutritif.

L maximum de développement da viree correspond au nrx
mnm de elfel cvtepathogena (aepticme joor), aprés quoi le laie
diz vivos Laisse lentement jusquau vinglitme jour.

Les passiges répétés en eulbures e tiseve n'allivent pas les
caraciires o virus.

EUNAARY
-:}'l'l DY 0OF THE COMPORTMENT Gl YARIDLY VIREDA
IH TTa50E €000 mE,

Hilferent steains of variola virts have been stwdied n lissue
eilture, They podseas o eylopalhogenie activity, which ie charae-
leviced by its slowness {vompared fo varcinia viruz, for example).
The developmenl of the viros chows a relatively long - fixation
Phase :aix hours.  The fGxation is always incomplele and limited
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lo o quanlity of virus proportional to e inccebaled guanii
There s an o eclipee phase » and the virus cannot be demo;
traded o Phe cullures before (he twenlbielh hoor, when (e op
begin Lo release vires o the mediom,

Thee wsimion: developmenl of vires corresponds o0 the m
e eylopalhogenie effect (sevenih day), then lhe tiber of 1.:};.!,
slowly decreases unlil the Lwenlieth doy,

Transfers in serivs in lissue eullure do not modify the PO
of Al virygs.
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