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Coronavirus-like serum particles, Australia antigen, and Dane particles were treated by various 
chemicals and enzymes. Results were studied by electron microscopy. Coronavirus-like particles have no 
nucleocapsid, no detectable nucleic acid, no antigenic relationships with Australia antigen, and seem to 
be phospholipoproteins. Similar particles have been found in sera of guinea pigs and in human lipo- 
proteins, especially in the HDL and VHDL fractions. Australia antigen which appears devoid of nucleic 
acid, and the envelope of Dane particles are sensitive to most agents and behave as phospholipoproteins. 
Phospholipase C produces ring-like structures. Results differ markedly from those obtained by other 
workers. The capsid of Dane particles is resistant to most agents. It is separated from the envelope by 
Tween 80, urea, and other agents. Dane particles seem to contain nucleic acid. 

Introduction mettre en evidence difftrents types de particules: 

Expbriences sur la nature de particules trouvbes dans des cas d'hkpatite virale: 
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Des particules skriques de type coronavirus, I'antigene Australia et des particules de Dane ont CtI5 
trait& par divers agents chirniques et des enzymes. Les effets ont CtC observes au microscope Clectronique. 
Les particules de type coronavirus, dkpourvues d'une nucleocapside et apparernment d'acide nuclkique, 
sont sans relations antigeniques avec I'antigene Australia et semblent Ctre des phospholipoprotI5ines. 
Des particules similaires ont etC trouvees dans des serums de cobaye et au niveau de fractions lipopro- 
tiiques de strums humains, notamment dans les fractions HDL et VHDL. L'antigene Australia qui 
parait depourvu d'acide nuclCique, et I'enveloppe des particules de Dane sont sensibles i la plupart des 
agents et se comportent comme des phospholipoprotCines. La phospholipase C provoque la formation 
d'anneaux. Les rksultats different notablement de ceux obtenus par d'autres auteurs. La capside des 
particules de Dane resiste A la plupart des agents. Elle est separCe de I'enveloppe par le Tween 80, I'urie 
et d'autres agents. Les particules de Dane semblent contenir de I'acide nucleique. 

L'ttude au microscope Clectronique de strums 
de sujets atteints d'hCpatite virale a permis de 

' R e ~ u  le 10 avril 1973. 
2PresentC en uartie au 40' Conzres de I'ACFAS. 

Ottawa, ~ a n a d a ;  septembre 1972, e t a  la 73' ~ e u n i o n  
Annuelle de ]'American Society for Microbiology, Miami, 
Fla., mai 1973. 

ABREVIATIONS COURANTES: nni, nanometre; I.E.O.P., 
immuno-6lectro-osmophorese; SGOT, transaminase oxa- 
loglutamique; U.I., unite internationale; SGPT, trans- 
aminase phosphoglutamique; VLDL, "very low density 
lipoprotein"; LDL, "low density lipoprotein"; HDL, 
"high density lipoprotein"; VHDL, "very high density 
lipoprotein" ; SDS, dodecylsulfate de sodium; RNase, 
ribonuclease; DNase, d8oxyribonucl6ase; ARN, acide 
ribonucltique; ADN, acide d6oxyribonucl6ique. 

l'antigene Australia classique; -1es pa;ticules de 
Dane (16) et, dans certains cas, des particules 
globuleuses d'environ 80 nm de diametre et 
pourvues d'une frange. Ces particules, dtcrites 
comme ressemblant h des corona- ou des 
paramyxovirus, ont t t t  observtes dans des 
strums et des coupes de foies humains (26, 42, 
43, 45, 49, 54), ainsi que dans le strum de singes 
infectts artificiellement avec du strum d'htpati- 
ques (7, 25). Jusqu'h preuve du contraire, ces 
particules pouvaient Ctre considCrtes comme 
agents possibles de I'hCpatite virale, mCme si 
leur prtsence doit Ctre interprttte avec prudence 
(51, 52, 53, 55). 
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Les essais de dkgradation de l'antigine Aus- 
tralia (4, 8, 12, 21, 33, 35, 36, 46, 47) comportent 
peu d'observations au microscope Clectronique 
et ne sont pas toujours concluants. En outre, les 
proprietts des particules de Dane, le candidat le 
plus probable B Ctre un virus d'hCpatite (1, 2, 
13, 14, 17, 19, 28) sont tris peu connues. 

A partir de strums de malades atteints d'hCpa- 
tite aigue, nous avions obtenu des fractions riches 
en particules de type coronavirus, en antigine 
Australia et en particules de Dane. Ceci nous 
incitait a entreprendre des essais de degradation 
contr61Ce. Notre but Ctait de rechercher si les 
particules de type coronavirus posstdaient ou 
non une nuclCocapside et, d'autre part, d'ttudier 
au microscope Clectronique l'action de diffkrents 
enzymes et de produits chimiques sur l'antigine 
Australia et les particules de Dane. Des expC- 
riences additionnelles comprenaient la recherche 
de particules de type coronavirus dans d'autres 
sCrums hurnains, dans des strums de cobayes 
sains ou infectts avec des leptospires, et enfin 
dans des fractions 1ipoprotCiques de sCrums 
humains. 

Matbriel et mbthodes 
Sir1rtns 

Toutes les experiences de degradation sont faites sur 
deux serums purifies, riches soit en particules de type 
coronavirus, soit en antigene Australia et particules de 
Dane. 11s proviennent respectivement des malades GI et 
LA, dges de 24 et de 21 ans, tous les deux toxicomanes et 
atteints d'hepatite aigue avec presence d'antigene Aus- 
tralia. Chez le malade GI, i l  s'agit probablement d'hepa- 
tite serique. Dans les deux cas, I'evolution de la maladie 
n'a present6 aucune particularite. Au moment du preleve- 
ment de nos Cchantillons, les tests de laboratoire ont 
donne les resultats suivants: 

Antigene Australia 1 :64 1 :32 en I.E.O.P. 
SGOT 920 820 U.I. 
SGPT 670 1300 U.I. 
Bilirubine totale 5.4 4.5 m g z  

Des particules de type coronavirus sont recherchees 
dans 11 autres strums bruts et des fractions purifiies, 
provenant de cas d'hepatite aigu& (7) ou chronique (I), 
de porteurs sains d'antigene Australia (2) et de sujets 
sains (1). Ces particules sont egalement recherchees dans 
des serums de cobayes et dans des fractions de lipopro- 
teines seriques provenant de quatre cas d'hepatite aigue. 
Les serums de cobaye proviennent de cinq animaux et 
sont preleves avant et apres inoculation avec Leptospira 
icterohaemorrhagiae en broyat de foie; la derniere saignde 

a lieu 4 jours apres ]'infection, peu avant la mort des 
animaux qui survient le 5e jour. 

Procidis de p~aifcariorr 
Les serums hunlains et de cobaye sont traites dYapres 

la methode de Gerin et a/. (21) modifiee. Elle comprend 
les etapes suivantes. 
(a) Ultracentrifugation de flottaison en gradient iso- 

pycnique (CsCI 1.1 a 1.4 glml, ultracentrifugeuse 
Spinco L2-65B, rotor SW-40, 40 000 t/min pendant 
18 h, ou rotor SW-27, 25 500 t/min pendant 48 h, i 
+ 5°C). 

(6) Tamisage des fractions antigeniques sur sepharose 6B 
(elution par tampon Tris-HC1 0.1 M, NaCl 0.5 M, 
pH 8.0). 

(c) Concentration sur membrane Amicon XMlOO de la 
fraction de t&te (du volume mort a la derniere fraction 
antigenique). 

(d) Ultracentrifugation de sedimentation en gradient de 
CsCl (1.05 a 1.2 g/ml, rotor SW-27, 25 500 t/min 
pendant 9 h 30 min). 

(e) Collection de fractions de 50 gouttes par le fond du 
tube et dialyse (NaCI 0.85z pendant 24 h). Les 
particules de Dane sont recuperees dans les trois 
premieres fractions. Le pool de ces fractions qui 
contient, d'apres notre estimi, approximativement 
lo8 particules de Dane par millilitre, a un titre d'anti- 
gene Australia de & en I.E.O.P. et sert aux essais de 
degradation et de coloration. Les preparations sont 
depourvues de proteines humaines, tel que determine 
par immunodiffusion double et I.E.O.P. contre des 
antiserums anti-protiines seriques. I1 est i noter que 
les serums de cobaye ont subi les etapes a, b et c 
seulement. 

Dans certains cas, les preparations sont concentrees par 
ultracentrifugation (Spinco L, rotor SW-39, 30 000 t/min 
pendant 90 min) et lavees ou non en acetate d'ammonium 
(0.1 M, pH 7.2). 

Les IipoprotCines siriques sont fractionnees par ultra- 
centrifugation sequentielle dans des solutions de densite 
appropriee (24). Les fractions (VLDL, LDL, HDL et 
VHDL) correspondent respectivement a des densites de 
1.006, 1.063, 1.21 et > 1.21 g/ml de CsCI. 

Essais de digradatiori et recherche d'acides nucliiq~res 
Les principaux produits et leurs conditions d'emploi 

sont groupes dans le Tableau 1, a I'exception des temps 
d'incubation qui sont indiques dans les Tableaux 2 et 3. 

De f a ~ o n  generale, produits et substrats sont melanges 
dans des tubes visses de 10 mm de diametre et agites 
avant incubation. Les enzymes sont employes dans les 
conditions indiquees dans le catalogue de Worthington 
Biochemicals Co. Les melanges sont examines sans autre 
traitement, a I'exception de I'etude de I'action du SDS, du 
Tween 80 et de I'uree sur I'antigkne Australia oh les echan- 
tillons sont centrifuges et laves apres incubation. L'action 
du pH est etudiee en traitant des specimens sur grille, 
avec du phosphotungstate de pH 3 a 10. 

La recherche d'acides nucleiques se fait par microscopie 
electronique ou par fluorescence. Dans le premier cas, 
les preparations sont colorees par I'acitate ou le formiate 
d'uranyle, avec ou sans traitement prealable par la DNase 
ou la RNase. Pour la recherche de la fluorescence, les 
preparations centrifugees et lavees sont colorees a I'orange 
d'acridine d'apres la technique de Bradley (1 I), et exami- 
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ACKERMANN ET AL.: HEPATITE VIRALE 

TABLEAU 1 

Relation 
agent/ 

Concn., substrat, Temp., 
Agent Fournisseur rng/rnl gouttes P 1-1 "C 

Chloroforme 
Ether ethvliaue 
~ther-ethanbl, 1 :l v/v 
SDS 
Tween 80 Fisherd 

Baker 
Worthingtone 
GBIJ 
NBCg 

UrCe 
a-Amylase 
Deoxyribonuclease 
Lipase du gerrne de ble 
Lipase pancrkatique 
Papai'ne 

Worthington 
BDH 
Fisher 
Sigma'' 
GBI 
Fisher 

Pepsine 
Phospholipase C 
RibonuclCase 

NOTE: *6:6 pour I'etude de I'antigene Australia 
'J. T. Baker Chemical Co., Phillipsburg. N.J. 
bSquibb & Sons, Ltd., Montreal, Qu6. 
=BDH Chemicals. Montr6a1, QuB. 

et des particules Dane. 

*Fisher Scientific Co. MontrCal Qu6. 
~Worthington ~iochekicals CO.: Freehold, N.J. 
JGeneral Biochemicals. Chagrin Falls, Ohio. 
gNutritional Biochemicals Co., Cleveland. Ohio 
hSigma Chemical Co., St-Louis, Mo. 

nees avec une larnpe Mineralight (Ultraviolet Products 
Inc., San Gabriel, Calif.). Les phages MS2, T2 et 4x174 
servent de ternoins. 

Particules de type coroi~auirus 
I .  Se'runz GI 
a. Particules non traite'es (Figures 1 a 6)- 

Le strum GI  contient des particules globuleuses 
de taille variable. Elles sont gtntralement rondes, 
d'un diamktre de 80 (60 ii 105) nm, ou allongies, 
mesurant 45 2 50 x 70 a 90 nm, et elles montrent 
souvent une frange floue de 5 2 10 nm (Figures 1, 
2 et 4) qui se termine parfois en queue (Figures 5 
et 6). I1 n'y a pas de spicules en forme de clou. 
Lorsqu'elles se trouvent dans une couche tpaisse 
de phosphotungstate, les particules prtsentent 
parfois un halo uniforme (Fig. 3). Ces particules 
se rencontrent seules ou en petits groupes et 
peuvent Ctre reliees entre elles par un pont (Fig. 
2). En outre, le strum GI contient la forme ronde 
de I'antigkne Australia. 

Les grandes particules, rares dans le strum 
non fractionnt et dilut (1 :20), sont frtquentes et 
faciles h voir dans les prtparations purifites ou 
leur titre est estimt a 107 a 10' par millilitre. 
Elles flottent surtout a la densitt de 1.23 glml, 
mais se rencontrent dans toute la zone de 1.14 2 
1.28 g/ml. Elles ne sont pas agglutintes par le 
strum anti-Australia. 

b. Expe'riences de de'gradation (Tableau 2, 
Figures 12 ii 18)-Les grandes particules rtsistent 
aux agents suivants: pH acide, a-amylase, lipase 
du germe de blt, pepsine et trypsine. L'action du 

Agglrrti~~ations 
Les affinites antigkniques des particules sont recherchees 

avec du sirurn anti-Australia (Behringwerke A. G., 
Marburg-Lahn, Allernagne), d'apres la technique de 
Kelen et a/. (31). La lecture est faite aprts 1 et 2 h. 

Microscopic Blectronique 
Les specimens sont dCposCs sur des grilles de cuivre 

portant un film de forrnvar carbon&. Les colorations sont 
gCntralernent faites avec du phosphotungstate de sodium 
(2%, pH 7.0). D'autres colorants sont utilises avec des 
buts spicifiques: I'acetate et le forrniate d'uranyle (2%, 
p H  4.5) pour la recherche d'acides nucleiques, et I'acide 
osrnique (4%) pour la coloration de lipides osrniophiles; 
les durCes de ces colorations sont indiqu6es dans le 
Tableau 3. Les colorations prolongkes B l'acktate d'uranyle 
se font dans une charnbre hurnide. Les preparations sont 
examinees a 60 kV avec un microscope electronique 
Philips E M  300. L'apprCciation des r6sultats est faite en 
cornparant, par des exarnens rCpttts au nioins deux fois, 
les echantillons traites par un rn&rne agent avec un ternoin 
non traitC. Le critere le plus important est I'intCgritC rnor- 
phologique des particules, notarnrnent la nettet6 de leur 
contour. Dans une rnoindre rnesure, nous avons tenu 
cornpte aussi de leur frequence apparente et relative. 

Les rtsultats des experiences avec les prkpara- 
tions GI  et LA sont rtsumts dans les Tableaux 2 
et 3. 
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TABLEAU 2 
ExpCriences de dtgradation 

Particules Particules de Dane 
de type Antigtne 

Agents Temps coronavirus Australia En gCnCral Enveloppe Capside 

p H 3 9 8  1 min - - - 
p H 9 9 1 0  1 min + +++  + + + 
Chloroforme 30 min + + + + + + d R ?  
Chloroforme 2 h  +++ x x x  x x x  
Ether 30 min ++ + + d R 
Ether 2 h  +++ ++ + + d R 
Ether-Cthanol 18 h x x x  x x x  x x x 
SDS 2 et 18 h + + + +++ x x x  
Tween 80 2 h  ? ++  ++ d R 
Tween 80 18 h ? +++  x x x  
UrCe 2 et 18 h ? + + r 

- - - R 
a-Amylase 2 et 18 h 
Lipase, germe de blC 2 et 18 h - +++ +++  r R 
Lipase pancreatique 2 h  + + + + r R 
Lipase pancrkatique 18 h ++ ++ + + r R 
Papalne 2 h  + ++ + d R ?  
Papaine 18 h + + +++  + d 

- Pepsine 2 h  + - ?  
Pepsine 18 h - ?  ++  + d R 
Phospholipase C 2 h  + + + + + r R 
Phospholipase C 18 h ++ +++  +++  r 

- 
R 

Trypsine 2 h  + + + d - Trypsine 18 h x x x  x x x  
NOTE: h = heures, min = minutes; d = digestion, r = rupture, R = rbsistance; - = absence d'effet, f, + + et + + + = degrbs croissants 

de dbgradation, x x x = disparition de toute particule. 

TABLEAU 3 
Colorations positives et fluorescence 

Agents 

Particules 
de type Antigtne Particules 

Temps coronavirus Australia de Dane 

Acetate d'uranyle 
AcCtate d'uranyle 
Formiate d'uranyle 
DNase + AcU 

Chloroforme + AcU 
Acide osmique 
Orange d'acridine 

5 et 30 min - 
6 e t  1 8 h  - 
5 et 30 mill - 
2 et 18 h, et - 

30 min (AcU) - 
30 et 30 min - 

30 min 
5 min (A4 

NOTE: AcU = acetate d'uranyle; h = heures, rnin = minutes; N T  = non testb; f et - = prbsence 011 absence de 
coloration positive ou de fluorescence (+F, -F). 

Tween 80 et de 1'urCe n'a pu &tre interprCtCe. 
Leur presence sur les grilles gCnait beaucoup les 
observations, tandis que le manque de materiel 
emp&chait de rCpCter les expCriences dans d'autres 
conditions. 

Par contre, ces particules sont sensibles aux 
agents suivants: pH alcalin, chloroforme, tther, 
mClange Cther-alcool, SDS, lipase pancreatique, 
papai'ne et phospholipase C. Les solvants des 
lipides sont les agents les plus actifs (Figures 13 
et 14). La digestion se manifeste surtout ii la 
pCriphCrie: les contours deviennent flous, et il y a 
accentuation des franges (Figures 12, 14, 17a et 

18). Les particules n'Cclatent pas, et on ne ren- 
contre pas de membranes vides et encore llloins 
un constituant interne quelconque, tout au plus 
de rares formes creuses ii contour flou. Le stade 
final est une masse amorphe. Quelques agents 
donnent lieu ii des effets particuliers: 

Chloroforme : polymorphisme extrsme et gon- 
flement suivi de dissolution (Fig. 13). 

SDS : aplatissement (Fig. 15). 
Lipase pancrkatique: formes transparentes, 

souvent pourvues d'une queue (Fig. 17b). 
Phospholipase C: gonflement et aplatissement 

(Fig. 18). 
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c .  Colorations positives (Tableau 3, Figures 19 
a 21)-Tous les essais de coloration positive par 
l'acttate ou le formiate d'uranyle ont t t t  sans 
succes (Fig. 19), avec ou sans traitement prtalable 
par la DNase ou la RNase, et ce mEme aprls 
coloration prolongte jusqu'a 18 h. La combinai- 
son de chloroforme qui ttait employ6 dans le but 
"d'ouvrir" les particules et faciliter ainsi la 
coloration d'un composant interne tventuel, et 
d'acttate d'uranyle provoque la formation de 
membranes granuleuses (Fig. 20). L'acide os- 
mique colore tres faiblement les particules 
(Fin. 21). 

2. Autres se'rums 
a .  Se'rutns humains-Onze strums ont t t t  

examines. De grandes particules ont t t t  obser- 
vtes dans tous les huit cas d'htpatite, chez l'un 
des deux porteurs sains d'antigene Australia, et 
chez un sujet sain. Toutefois, ces particules 
ttaient rares ou difftraient de celles du strum 
GI;  ainsi, un strum contenait surtout des parti- 
cules allongtes, et un autre des particules plates 
et larges de 120 nm. Pour ces raisons, les 
recherches ont t t t  abandonntes; elles indiquent 
tout au plus que le strum humain peut contenir 
des particules inconnues. I1 est :d noter que deux 
cas d'htpatite aigui! ttaient Australia-ntgatifs en 
I.E.O.P., et que l'antigene Australia fut dtcelt 
par microscopie tlectronique. 

b. Se'rums de cobaye (Fig. 7a,  b)-Les strums 
de cobayes sains contiennent des particules mor- 
phologiquement identiques a celles du strum GI. 
Toutefois, il y a relativement plus de particules 
allongtes. Les mEmes particules se rencontrent 
aussi apres inoculation des cobayes avec L. ictero- 
haenzorrhagiae, mais la leptospirose ne se~nble 
pas augmenter leur frtquence. 

c .  Fractions lipoprote'iques de sirurns hwnains 
(Figures 8 a 11)-En dehors des lipoprottines 
normales, la plupart des quatre fractions, VLDL, 
LDL, HDL et VHDL, des quatre strums con- 
tient des particules dont I'aspect et la taille sont 
comparables :d celles du strum GI. Elles sont 
relativement frtquentes dans les fractions HDL 
et VHDL dans lesquelles se retrouve tgalement 
l'antigene Australia. 

AntigPne Australia et particules de Dane (se'runz 
LA) 

I .  Particules non traite'es (Figures 22 li 24 et 
30) 

Le strum LA est riche en antigene Australia 
et en particules de Dane. Les grandes particules 

de 80 nm de diametre sont tris rares. L'antigene 
Australia comprend des formes rondes de 20 nm 
de diamktre et des formes allongtes, de mEme 
diamltre mais de longueur variable (Fig. 22). 
Une faible proportion de ces deux varittts est 
creuse et ptnttrte par le phosphotungstate. Les 
formes allongtes sont polymorphes. Elles prt- 
sentent parfois des angles droits et des aspects 
bizarres, telle la particule illustrte dans la 
Figure 23 qui est peut-Etre I'antigene Australia 
le plus curieux qui ait t t t  observt. En aucun cas, 
nous n'avons vu des sous-unil6s ou des stries 
transversales. 

Les particules de Dane sont gtntralement 
rondes, mais prtsentent parfois un contour 
hexagonal (Fig. 24). La moitit sont pleines. 
Apres coloration au phosphotungstate, les par- 
ticules vides montrent les dimensions suivantes: 
diametre total 45 nm, tpaisseur de la couche 
externe ou "enveloppe" 6 nm, diamttre du com- 
posant interne ou "capside" 31 nm, tpaisseur 
de la capside 2.5 a 3 nm. Enveloppe et capside 
sont stpartes par une distance de 3 nm. L'en- 
veloppe est flexible. La capside parait le plus 
souvent ronde et ne montre pas de sous-unitts 
apparentes. Nous n'avons jamais rencontrt des 
particules enroultes en spirale. L'antigkne Aus- 
tralia et les particules de Dane sont agglutints 
par le serum anti-Australia (Fig. 30). 

2. Expe'riences de digraclation (Tableau 2, 
Figures 25 a 29 et 33 a 43) 

Antigene Australia et particules de Dane sont 
sensibles a tous les agents du Tableau 2, 
l'exception du pH acide et de I'M-amylase. Les 
solvants des lipides sont tres efficaces (Figures 33 
et 34), tandis que la lipase pancrtatique et la 
pepsine (Figures 39 et 41) ont relativement peu 
d'effet. 

La rtponse de I'antigkne Australia aux difft- 
rents agents est assez uniforme. Les formes 
rondes et allongtes se comportent de la mEme 
fa~on .  La digestion commence gtntralement 
la ptriphtrie: l'antigene Australia perd ses con- 
tours, devient flou et semble se dissoudre (Fig. 
33). Le stade final qui n'est pas toujours atteint, 
est une masse amorphe et granuleuse; cependant, 
il arrive qu'a c6tt de particules digtrtes a peu 
pres completement, on en observe d'autres qui 
sont plus ou moins intactes (Fig. 34). L'effet 
maximal des enzymes est gtneralement visible 
apres 2 h. Plusieurs agents ont un effet particu- 
lier : 
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pH alcalin, SDS, Tween 80 et urCe: aplatisse- 
ment et apparition de formes creuses 
(Figures 35 a 37). 

Phospholipase C: a cBtC d'antigtne Australia 
digCrC (Fig. 42a), apparition de nornbreux 
anneaux cornplets ou incomplets (Fig. 42b), 
groupCs en amas ou isolts, mesurant 40 nm 
de diarnttre et 5 nrn d'ipaisseur et composCs 
de deux feuillets stparks par un espace de 
2 nm. Ces anneaux se rencontrent aussi 
aprts traiternent de fractions ne contenant 
que de l'antigtne Australia. La solution- 
tCrnoin de phospholipase C ne contient que 
de minces filaments droits. 

Si les particules de Dane sont sensibles aux 
mimes agents que l'antigtne Australia, ceci est 
vrai surtout pour leur enveloppe qui devient 
gCnCralernent floue et sernble se dissoudre. L'urCe 
et les lipases cependant causent surtout une 
rupture de l'enveloppe qui garde des contours 
nets (Figures 25, 38 et 39). En outre, aprts 
traitement par la phospholipase C et la lipase 
pancrtatique, nous avons observC des particules 
partiellement digCrCes qui montrent des spicules 
a la place de I'enveloppe (Figures 26 et 27). 

La capside est beaucoup plus risistante que 
l'enveloppe. Elle resiste notarnrnent au Tween 80 
(Fig. 28), B I'urCe (Fig. 29) et aux lipases (Figures 
25 B 27, 38 et 39). L'action de la papai'ne et de la 
trypsine n'a pu Etre determinee. Aprts digestion 
de l'enveloppe, nous avons parfois observC des 
capsides hexagonales ou pentagonales (Figures 
28 et 29). 

3. Colorationspositives etJIuorescerzce (Tableau 
3, Figures 31 et 32) 

L'acCtate et le forrniate d'uranyle colorent 
l'antigtne Australia et la plupart des particules 
de Dane en nCgatif, en les Cpaississant (Fig. 31). 
Ainsi, le diarnttre de l'antigtne Australia devient 
23 nrn et celui des particules de Dane 48 nrn. 
Chez ces dernitres, l'enveloppe est Cpaissie et 
atteint 8 B 10 nm de largeur. Si les particules de 
Dane sont suffisarnrnent isolkes, on observe chez 
une partie d'entre elles une faible coloration 
positive (Fig. 32). Le traitement prCalable a la 
DNase est sans effet visible, tandis que la RNase 
sernble entraher la disparition de la coloration 
positive. Antigtne Australia et particules de 
Dane ne sont gutre colorables par l'acide 
osmique. 

Aprts coloration par I'orange d'acridine, les 

prtparations riches en particules de Dane prt- 
sentent une faible fluorescence rouge. Celle-ci 
est absente des fractions riches en antigtne 
Australia seulement et provenant du mEme 
malade. Toutefois, cette fluorescence disparait 
aprts traiternent par l'acide rnolybdique ou 
l'acide tartrique. 

Discussion 

Une Ctude morphologique de particules rondes 
ou polyrnorphes et plus ou moins inconnues 
cornporte de grandes difficultts d'interprktation. 
Ainsi, des particules intactes sont plus faciles B 
dCceler que des particules digCrCes, et I'apprCcia- 
tion des rtsultats, ntcessairernent subjective, a 
CtC parfois difficile. Par contre, il est a souligner 
que la prCsence d'enzymes ne gtne pas les 
observations. 

Particules de type corot~avirus 
Les grandes particules du serum GI  ressem- 

blent Ctroiternent B celles dCcrites par Zucker- 
man et al. (54) et, dans une rnoindre rnesure, 
celles observCes par Stannard et al. (45) dans le 
serum hurnain. Elles difftrent cependant des 
particules rencontrCes dans le serum de singes 
(7). Nous ne pouvons nous prononcer sur les 
autres observations, faites sur des coupes de 
foie (42, 43) ou publikes sans photos (25) ou 
encore sous forrne de communications person- 
nelles (in 51). I1 est B noter que Wright (49), ayant 
observC les rnEmes particules que Zuckerman et 
a/., n'a pu Ctablir de corrklation entre elles et des 
maladies du foie. 

Ces particules ne ressernblent que trts vague- 
rnent a des coronavirus authentiques (3, 9, 10, 
30,34,38). Par contre, elles sont rnorphologique- 
rnent voisines de celles que nous avons observkes 
dans les serums de cobayes et dans les fractions 
IipoprotCiques de sirums hurnains. Des particules 
sirnilaires sont prksentes dans la fraction VLDL 
de strums hurnains et de rat (22, 23). Dans ce 
travail, elles ont CtC observtes essentiellernent 
dans les mErnes fractions que l'antigtne Aus- 
tralia: HDL et VHDL. Ceci explique qu'on les 
retrouve dans les fractions purifikes du strum GI. 
Cependant, leur prCsence dans les quatre frac- 
tions VLDL B VHDL indique qu'elles sont 
hCtCrogknes, et on ne peut Ies assigner ii une 
fraction IipoprotCique prkcise. 

Les essais de dkgradation n'ont pas permis de 
mettre en evidence une nucltocapside. Les seules 
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modifications visibles sont I'accentuation de la 
frange ou la dissolution pure et simple des 
particules. L'tther et le SDS ne causent ni leur 
rupture ni la formation de membranes comme 
chez des coronavirus authentiques (9, 30). En 
outre, il n'y a pas de coloration positive m&me 
apris 18 h, alors que 6 h suffisent pour colorer de 
petits virus cubiques a ARN (27). D'apres les 
rtsultats des digestions enzymatiques, les parti- 
cules se comportent comme des phospholipo- 
proteines avec predominance des lipides, con- 
tenant des phosphatides, de la ltcithine et des 
acides gras. Leur faible colorabilitt par l'acide 
osmique indique qu'elles sont pauvres en acides 
gras non saturtes. Nous pouvons en conclure 
que les grandes particules du strum GI sont des 
lipoprottines et non pas des corona- ou des para- 
myxovirus; les assimilations faites par d'autres 
auteurs (7, 25, 26, 42, 43, 45, 54) restent a 
prouver. 

AII tigiize Australia 
Les rtsultats des essais de dtgradation dtmon- 

trent la nature lipoprottique de l'antigene Aus- 

cerne le prtsent travail, nous avons dtlibtrtment 
choisi des concentrations Clevtes d'enzymes et 
prolong6 le temps d'incubation. Ntanmoins, il 
parait que certains agents comme l'urte, la 
lipase pancrtatique, la trypsine et peut-&tre aussi 
la lipase du germe de blt affectent la morphologie 
des particules en laissant apparemment intacte 
leur activitt antigtnique. On doit tenir compte de 
ces faits lors de la purification de l'antigene 
Australia dans le but d'ttudes biophysiques et 
biochimiques. 

Par ailleurs, nous avons confirme que le Tween 
80 provoque l'apparition de forines creuses (4), 
mais ceci est un phtnomene plus gtntral, caust 
aussi par le pH alcalin, le SDS et l'urte. Cepen- 
dant, nous n'avons pu confirmer que I'tther et le 
chloroforme n'affectent pas l'antigene Australia 
(36), ou encore que sa forme allongte soit 
stlectivement dttruite par I'tther (8). 

L'observation la plus intkressante est cepen- 
dant l'apparition, apres traitement par la phos- 
pholipase C, d'anneaux rtguliers. Ces anneaux 
sont trop nombreux pour provenir uniquement 
de l'enveloppe des particules de Dane et se 

tralia. Ainsi, sa structure est affectte par les sol- retrouvent dans des pr~parations ne contenant 
vants des lipides, les lipases et les prottases que l'antigene Australia classique. Des anneaux 
essaytes. Ces rtsultats sont en accord, notam- identiques ont t t t  observes, toujours aprts traite- 
ment en ce qui concerne la presence de phospho- ment par la phospholipase C, dans des prtpara- 
lipides (33), avec ceux d'autres auteurs qui ont tions d'trythrocytes (32), du virus grippal (39, 
etudie la composition de l'antigene Australia 40), du virus de Rauscher (32, 37) et du virus 
par des mithodes biochimiques (18, 20, 29, 33, de la stomatite vtsiculeuse (41). 11s sont formts 
46), physicochimiques (6, 36, 46) et histochimi- par l'assemblage d'une substance non identifite, 
ques (28). Des acides gras non saturts semblent prtsente dans les prtparations de l'enzyme, et de 
&tre absents. Nous n'avons pu assigner une 
localisation precise aux constituants lipidiques 
ou proteiques, bien que les rtsultats de Kim et al. 
(33) indiquent qu'au moins une partie des lipides 
se trouve a la surface des particules. 

En comparant nos rtsultats a ceux d'autres 
auteurs qui ont fait des essais de degradation (Ta- 
bleau 4), on constate la rarett des observations au 
microscope Clectronique et des difftrences impor- 
tantes. Celles-ci s'expliquent en partie par les 
modes d'investigation employts: les mtthodes 
immunologiques se riferent i I'activitt biologi- 
que, tandis que la microscopic tlectronique per- 
met de noter des alttrations de structure. En 
outre, les conditions d'exptrimentation (con- 
centration des agents, tempkrature et durte d'in- 
cubation) varient d'un auteur a I'autre, et il est 
B noter que les risultats des tests immunologiques 
n'ont pas toujours tte quantifits. En ce qui con- 

cholesttrol ou de sphingomytline (40). Ces deux 
composts ttant prtsents dans l'antigtne Aus- 
tralia (33), les anneaux que nous avons observts 
sont donc des produits de cette m&me rtaction. 

Nos rksultats de coloration par des sels d'ura- 
nyle indiquent que l'antigene Australia ne con- 
tient pas d'acide nucltique, en contradiction avec 
le travail de J6zwiak et al. (29) qui ont trouvt 5% 
d'ARN. Plus rtcemment, Brzosko et al. (12) ont 
affirm6 que l'antigene Australia est sensible a la 
RNase, mais sans explications ou photographies 
i l'appui. Par contre, la prtsence d'acides 
nucltiques n'a pu &tre confirmte par analyse 
chimique (36), par absorption de lumiere ultra- 
violette (20, 36) ou par coloration (28), et elle est 
peu compatible avec la faible densite de l'anti- 
gene (36). En outre, il n'y a pas de fluorescence 
apres coloration par l'orange d'acridine. Comme 
d'autres auteurs, nous pensons donc que I'anti- 
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TABLEAU 4 
Comparaison des essais de degradation 

Travaux anterieurs Ce travail 

References Agent mg/ml* PA ME ME 

21, 33 p H 2 i 5  - NT - 
33 pH 9 a 10 - NT 

- 
+ 

36 Chloroforme ? + + 
21. 33 Ether 209, - NT > 

33 SDS 1 et 5 - NT 
21. 33 SDS + NT 1 + 10 et 20 
3, 35 Tween 80 5 et 20 NT 

21 Tween 80 10 - 
33, 46, 47 UrCe 6 e t 8 M  - NT + - 35 a-Amylase ? NT - 
35 Lipase, germe de ble ? - NT 

- 
+ 

33 Lipase pancreatique 0.3 NT + 
33 Pepsine 0 . 2  - NT + - 35 Phospholipase C ? NT 

- 
+ 

33, 35 Trypsine 0.5 et ? NT + 
NOTE: * = sinon indiquk autrernent; PA = propriktbs antigbniques, g&n&ralernent dkterrninies par irnrnuno- 

diffusion ou  fixation du cornpl&rnent; ME = rnicroscopie klectronique; NT = non test&; + et - -; prisence 
o u  absence d'effets. 

gkne Australia n'est pas un virus (17, 35, 48), 
mais du mattriel viral synthttist en excks (1, 2, 
4, 13, 14, 16, 20, 28, 36). 

Particules de Dane 
Les dimensions des particules de Dane sont 

Itgkrement superieures celles des meilleures 
descriptions (16, 28); de telles divergences sont 
courantes en rnicroscopie klectronique. Nous 
avons confirme la prCsence de capsides hexago- 
nales ou pentagonales (16, 50) indiquant une 
structure icosatdrique, mais non pas de sous- 
unitts globuleuses (28) ou de particules en- 
roultes en spirale (17, 55). 

L'enveloppe des particules de Dane, sensible 
aux mEmes agents que l'antigene Australia, est 
probablement de nature lipoprottique. Ce fait 
etait d'ailleurs a prtvoir, puisque les particules 
de Dane sont agglutintes par le strum anti- 
Australia (1, 2, 15, 16, 17, 19, 28), tandis que la 
prtsence de lipides avait Ctt suggtrte par la 
colorabilitt de l'enveloppe au permanganate de 
potassium (28). Quant aux spicules observtes 
aprks traitement par la phospholipase C et la 
lipase pancreatique, elles peuvent reprtsenter des 
sous-unitts ou des macromoltcules ayant rtsistt 
i la digestion. 

La capside est beaucoup plus rtsistante que 

I'enveloppe et rCsiste a I'tther et aux lipases. Ceci 
indique qu'elle est de nature prottique. Elle peut 
Etre stparte de I'enveloppe par le Tween 80, 
ce qui confirme les observations d'Almeida et al. 
(4). D'autres agents, surtout I'uree, ont le mEme 
effet et peuvent Etre utilists pour prtparer des 
capsides isoltes. 

De mEme que Jokelainen et al. (28), nous avons 
obtenu une coloration positive par I'acttate 
d'uranyle, indiquant la presence d'acides nuclti- 
ques et peut-Etre d'ARN: la coloration observte 
a t t t  faible, et I'on sait que les virus a ARN se 
colorent ma1 a l'acetate d'uranyle (27, 44). Nos 
exptriences de digestion par la DNase et la 
RNase suggkrent aussi la prtsence d'ARN, mais 
ne sont pas concluantes. Pour en Etre certain, il 
faudrait disposer de prtparations ne contenant 
que des particules pleines, seules susceptibles de 
contenir de l'acide nucltique. L'orange d'acridine 
indique tgalement que les particules de Dane 
contiennent de I'acide nucltique. La fluorescence 
rouge suggkre qu'il s'agit d'ADN ou d'ARN 
monocattnaire (1 1). Cependant, la fluorescence 
ayant disparu aprks traitement par I'acide molyb- 
dique ou I'acide tartrique, nous n'avons pu 
trancher entre ces deux constituants possibles. 
Ces experiences doivent Etre reprises avec des 
preparations plus riches. En conclusion, nous 

C
an

. J
. M

ic
ro

bi
ol

. D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 w
w

w
.n

rc
re

se
ar

ch
pr

es
s.

co
m

 b
y 

U
ni

ve
rs

ity
 o

f 
P.

E
.I

. o
n 

11
/1

8/
14

Fo
r 

pe
rs

on
al

 u
se

 o
nl

y.
 



ACKERMANN ET AL.: HEPATITE VIRALE 20 1 

pensons que nos rCsultats appuient lYhypoth6se de 
la nature virale des particules de Dane. 
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EXPLICATION DES FIGURES 

FIGS. 1 a 11. Particules de type coronavirus non traities; phosphotungstate de sodium; x 297 000. Les 
traits representent 100 nm. Figs. 1 a 6. Particules du serum GI. Noter le pont en Fig. 2, le halo en Fig, 3 et 
les queues sur les Figures 5 et 6. Fig. 7. Particules rencontrees dans le serum de cobayes sains (a) ou infectees 
avec des leptospires (b).  Figs. 8 A 11. Particules trouvees dans les fractions lipoproteiques de serums humains: 
fraction VLDL (Figures 8 et 9), HDL (Fig. 10) et VHDL (Fig. 11). Les Figures 8 et 9 montrent probablement 
des lipoproteines normales et illustrent le risque de confusion entre lipoproteines et particules de type 
coronavirus. Comparer les Figures 6 et 8. 

FIGS. 12 a 21. Particules du strum GI apres degradation et essais de coloration positive. Figs. 12 a 18. 
Phosphotungstate de sodium. Figs. 19 et 20. Acetate d'uranyle. Fig. 21. Acide osmique. x 297 000. Lei traits 
representent 100 nm. h = heures, min = minutes. Figs. 12 a 18. Experiences de degradation. Fig. 12. pH 9; 
Figs. 13a et b. Chloroforme, 2 h. Figs. 14a et b. Ether, 2 h. Fig. 15. SDS, 18 h. Fig. 16. Papai'ne, 18 h. Figs. 
17a et b. Lipase pancreatique, 2 h. Fig. 18. Phospholipase C, 18 h. Noter I'accentuation de la frange (Figs. 
12, 14, 17a et IS), I'absence d'un composant interne (Fig. 13) et des particules devenues transparentes (Fig. 
17b, fleches). Figs. 19 a 21. Essais de coloration positive. Fig. 19. Acetate d'uranyle, 30 min; ]'acetate d'uranyle 
donne lieu a une coloration negative seulement; les particules traittes par la DNase ou la RNase prksentent 
le mCme aspect. Fig. 20. Chloroforme, 30 min, et acetate d'uranyle, 30 min. Fig. 21. Acide osmique, 30 min; 
la Figure est artificellement contrastee. 

FIGS. 22 32. Antigene Australia et particules de Dane non degrades, structure des particules de Dane et 
coloration positive. Figs. 22, 31 et 32. Acetate d'uranyle. Figs. 23 a 30. Phosphotungstate de sodium. Fig. 22. 
x 148 500. Figs. 23 a 32. x 297 000. Les traits representent 100 nm. h = heures, min = minutes. Figs. 22 a 
24,30 et 31. Particules avant degradation. Fig. 22. Aspect general des preparations. Fig. 23. Antigene Australia 
d'aspect inhabituel. Figs. 24, 30 et 31 : voir plus bas. Figs. 24 a 30. Structure des particules de Dane. Fig. 24. 
Particule non traitee, pleine et a contour plus ou moins hexagonal. Fig. 25. Rupture de I'enveloppe et liEra- 
tion d'une capside pleine, phospholipase C, 18 h;  cette photographie rare montre que les particules pleines 
poskdent effectivement un composant interne et ne sont pas des lipoproteines. Figs. 26 et 27. Apparition de 
spicules apres digestion de l'enveloppe; phospholipase C et lipase pancrkatique, 18 h. Fig. 28. Capside 
hexagonale; Tween 80, 2 h. Fig. 29. Capside pentagonale; uree, 2 h, a gauche. Fig. 30. Antigene Australia et 
une particule de Dane agglutin6s par du serum anti-Australia; les spicules correspondent A des anticorps. 
Fig. 31. Coloration negative par I'acetate d'uranyle; une des deux particules de Dane est vide et penetree par 
le colorant, tandis que I'interieur dela particule pleine est rest6 incolore. Noter 1'Cpaississement des structures 
et comparer avec Fig. 23. Fig. 32. Coloration positive par I'acetate d'uranyle seul, 15 min, et apres traitement 
par la DNase, 18 h, a droite. 
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FIGS. 33 a 43. Antigene Australia et particules de Dane degrades; phosphotungstate de sodium; x 297 000. 
Les traits representent 100 nm. h = heures. Fig. 33. Chloroforme, 2 h. Fig. 34. Ether, 2 h;  remarquer les 
restes de particules allongees (fleches). Fig. 35. SDS, 18 h. Fig. 36. Tween 80, 18 h. Fig. 37. UrCe, 2 h ;  noter 
les formes creuses sur les deux dernieres Figures. Fig. 38. Lipase du germe de ble, 18 h;  remarquer I'Cpaississe- 
ment des enveloppes des particules de Dane. Fig. 39. Lipase pancriatique, 18 h: antigene Australia et une 
particule de Dane Bclatee. Fig. 40. Papabe, 2 h. Fig. 41. Pepsine, 18 h: presence de particules intactes ou 
fortement digtrkes. Fig. 42. Phospholipase C, 2 et 18 h: antigene Australia digbre (a) et anneaux en amas (b); 
remarquer les filaments qui semblent representer la phospholipase C elle-mCme (flkche). Fig. 43. Trypsine, 
2 h: deux particules fortement endommagees. 

NOTE: Les figures 1-43 suivent. 
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