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Cellulaires Différentes Pour L'lsolement

et L'ldentification de Virus des Oreillons
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Dans les infections a virus des oreillons, une ménin-
gite deéclarée peut survenir en moyenne dans 10% des cas.

avant, pendant ou apres la parotidite (1-7-8-). Elle peut

aussl constituer la seule manifestation cliniquement appa-

rvente de la maladie (7). Surtout dans ce dernier cas, il
est impossible de poser sans équivoque un diagnostic étio-
logique de la maladie. Méme en présence d'une parotidite,
la responsabilité de virus des oreillons comme 1'agent en
cause, est une présomption et non pas une certitude, car
parotidite suppurée dans les affections a stréptocoques de
la gorge, dans la diphtérie ou la fieévre typhoide.
Syndrome de Mikuliez (parotidite chronique afébrile).
Furoncle du canal auditif externe et adenite cervicale .
Tumeur malignes des glandes salivaifes . Obstruction du
canal de sténon par un calcul. Peériostite du maxillaire in-

férieur, peuvent étre confondu avec une parotidite our-
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lienne (10). Le diagnostic éticlogique d'une parotidite ou
bien d'une meéningite ourlienne est donc parfois impossible
sans l'aide d'examens 'de laboratoire. Le diagnostic séro-
logique, par les méthodes de fixation du complement et
l'inhibition de 1'hemagglutination, implique la titration des
anticorps dans des prélévements precoces et tardifs de
sérum du malade, obtenus dans un intervalle de 15 Jours.
Pour arriver a un diagnostic rapide, de facon 2 exclure
1'étiologie bactérienne de la maladie en cas d'une ménin-
gite ourlienne l'isolement du virus pourrait présenter un
intérét capital. D'aprés la littérature, les cultures celle-
laires en lignées continues de Hela, Hep-2 et la primocul-
ture de rein de singe seraient les plus convenables pour
1'isolement du virus. ‘

Au cours des travaux routines de laboratoire concer-
nant l'isolement du virus a partir de différents produits
pathologiques nous avons constaté que la lignée cellulaire
Vero permet le plus fort pourcentage d'isclement de virus
des oreillons, ce gqui nous a incité a reprendre une etude
de la valeur comparée, sur la sensibilité de primoculture
cellulaire de rein embryonnaire humain et trois différentes
cuitures cellulaires en lignées continues (Hela, Amb57 et
Vero ), pour l'isolement et 1 identification de wvirus des
oreillons. Les resultats obtenus de cette investigation font
l'objet de la presénte note.

Matériel et méthodes
1- Les cultures cellulaires.
Nous avons comparé la sensibilite de quatre cultures

cellulaires differentes a l'égard de virus des oreillons:

a- Les 1ignées cellulaires.

I1- s'agit des lignées cellulaires Hela(3), Am57(6) et

Vero (5-9). Depuis plus de 8 ans ces cellules ont été main-
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tenues dans notre laboratoire, dans un milieu a base d'hyd-
rolysat de caséine (4) préparé par nous-meme.

b~ Les primocultures de rein embryonnaire humain.

Elles sont obtenues par trypsination selon la méthode
habituelle et cultivées dans du milieu d'hydrolysat de
caseine(4) .

2- Produits pathologiques examinés.

Deux catégories de produits pathologiques ont été testés
sur quatre systemes cellulaires précites:

a- La salive.

On a fait cracher les enfants soupgennés d'une infec~
tion ourlienne dans un récipientstérile.Les salives ainsi re-
cueillies sont ensuite additionnées de 500 unités de penicill-
ine, 250 microgrammes de streptomycine, 100 unités de
mycostatine par ml er placées pendant une heure a 37°C.

b- Liquide céphalo-rachidien.

Nous avons ensemence tel quel, soit les liquides céph-
alorachidiens provenant d'enfants atteints d'une méningite

b

aseptique post oreillons, soit le reste des L.C.R. i partir
desquels un virus ourlien avait été préalablement isolé.

3- Ensemencement{ paralléle de chaque produit patho-
logique sur quatre systémes cellulaires a comparer,

Les liquides cephalo-rachidiens ainsi que les salives
ont été ensemencés dans les délais les plus brefs aprés leur
arrivée au laboratoire. Ils sont inoculés a raison de 0.2
ml. par tube et 2 deux tubes de chaque systéme cellulaire
dont le milieu avait été préalablement remplacé par un
milieu d'entretien.d’'entretien neuf. Les cultures cellulaires
ainsi ensemenceées sont placées a 36°C. et examindes ?apres
48 heures, puis regulierement tous les jours. Les cultures
cellulaires inoculées sont suivies pendant 14 jours. Durant

l'observation on note les cultures cellulaires permettant la
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croissance de wvirus.

4- Identification des virus isolés.

. . ey, ? . . #
En vue d'orienter llidentite de virus isole, on a tout

d'abord procede a une étude précise de type d'effet cytopa-
thique, observe a 1'état frais et sur préparations colorées.
La confirmation de l'identité éuupgunnée de virus est en-
suite appartée par une épreuve de séroneutralisation avec
'antiséerum specifique de virus ourlien.

Resultats

Ayant pour but de comparer la sensibilité de quatre
cultures cellulaires différentes pour l'isolement de virus
des oreillons a partir de divers produits pathologiques ,
nos essais ont porté sur 46 prélévements de la salive et 25
liquides céphalo-rachidiens provenant d'enfants soupg¢onnes
d'une parotidite ou méningite ourlienne. Dans des condi-
tions identiques, 1'inoculation simultanée de chaque produit
pathologique aux quatre systemes cellulaires a révélé la
valeur appréciable de culture cellulaire Vero pour 1l'isole-
ment et l'idetification de virus des oreillons, dans un la-
boratoire de diagnostic virologique.,

En effet cette lignée cellulaire nous a permis 24 fois
1'isolement de virus ourlien, tandis que a partir des mémes
prelevements, les cultures cellulaires Am 57, Hela et le
rein embryonnaire humain, ont donné respectivement 19,
17 et 3 fois des résultats positifs concernant la multipli-

cation virale (Tableau I).

Effectuant la titration de virus des oreillons sur les
cultres cellulaires en comparaison, les cellules Vero ont
fourni des titres en virus infectieux sensiblement plus
élevés par rapport aux trois autres cultures cellulaires ,

lorsque la récolte virale est faite sur le surnageant cellu-

laire, 72 heures aprés infection (tableau II). En outre, 1!
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Cellules Vero normales

Cliché 1
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Cellules Vero 48 heures apreés 1l'infection avec

le virus des oreillons.
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aspect d'effet cytopathique de virus des oreillons sur cellu-
les Vero, observé a 1'état frais et sur préparations colorées
est,plus evocateur de ce virus qu'il ne l'est sur d'autres
cellules étudiées. En fait, comme on peut le voir dans les

clichds 2 et 3, 48 heures apres infection, de nombreuses

inclusions intracytoplasmiques acidophiles apparaissent

-

Py

dans les cellules et au bout de 72 heures on assiste a la

- : : s :
formation de volumineux syncytiumes caracterisés par une :
b | L] ] ] -; 5
intense vacuolisation {(cliche 3).
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Cliche 3
Cellules Vero 72 heures aprés l'infection avec
le virus des oreillons.

Voir volumineux syncytiumes avec une intense §;:-_
vacuolisation.
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Discussion
L'importance de diagnostic rapide d'une infection our-
lienne par les méthodes de laboratoire réside surtout dans

~le fait qu'on peut exclure l'étioclogie bactérienne de la ma-

ladie en cas de méningites causées par le virus des oreil-
lons. En outre, si le diagnostic clinique d'une infection *””"“'”
lienne chez des sujets représentant la tumefaction paroti- .
dienne bilaterale, en cours d'une épidémie, est relative-

ment facile, il est par contre trés difficile devant les paro-

tidites unilaterales ou bilaterales atypiques d'origine viral

( Coxsackie A et chorio-meéningite lymphocytaire), bacte-

rienne ou bien d'autres facteurs que nous avons déja men-

tionnés dans l'introduction de cet article. Dans les infec-

tions ourliennes, lorsque les signes d'atteinte salivaire ou

testiculaire sont absents et lorsque la méningite constitue

la seule manifestation de la maladie, l'isolement de virus

3 partir de la salive, le L.C.R. ou bien de l'urine pour- |
rait présenter le moyen de diagnostic le plus rapide. Pour ““““
ce faire le choix de culture cellulaire constitue un facteur .
essentiel. Les primocultures de rein de singe, les cultures

cellulaires en lignées continues de Hela et Hep-2 sont re-

commandées. Les primocultures de rein de singe n'étant

pas toujours accessibles, surtout pour les petits labora-

toires de virologie, on recours & l'utilisation de cultures

.cellulaires en lignées continues pour l'isolement de virus
des oreillons. D'apres cette étude, la lignée cellulaire Vero |
retient l'attention en raison de sa grande sensibilité a 1!

.é’gard de virus ourlien , la facilité avec laquelle on peut

l'entretenir et notamment son extraordinaire faculté de

survie dans des conditions défavorables, en fait dans un

: 2 £ 1
autre travail nous avons demontre qu'on peut conserver les
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cellules Vero 26 mois a 36°C. sans renouvellement du milieu
d'entretien (2).

Rappelons enfin que contrairement a ce qu'on voit a
travers la litterature, les primocultures de rein embryon-
naire humain nous ont permis le moindre pourcentage d!
isolement de virus des oreillons.

Resumé

Trois différentes cultures cellulaires en lignées conti-
nues (Am 57, Hela, Vero) et la primoculture cellulaire de
rein embryonnaire humain ont eté comparées a l'égard de
leur sensibilité pour l'isolement de virus des oreillons a
partir de la salive et celui du liquide céphalo-rachidien.
Pour ce but, la lignée cellulaire Vero s'est averée la plus
convenable parmi les systémes cellulaires étudiés a cause
des raisons suivantes: elle permet le plus fort pourcentage
d'isolement de virus des oreillons. L'effet cytopathique de
virus ourlien, comparativement se manifeste dans un délai
plus court sur culture cellulaire Vero. Cet effet cytopathi-
gue est assez caractéristique pour permettre un diagnostic
preliminaire de virus des oreillons.

Summary

Three differentes continous cell lines (Am 57, Hela ,
Vero) and primary cell culture of human embryo kidney
are compared with regard to their ‘susceptibility for isola-
tion of mumps virus from saliva and cerebrospinal fluid .
For this pur-pdse the Vero cell line appeared to be more
suitable among the studied cell systems regarding the fol-
lowing reasons: it allows the highest pourcentage of mumps
virus isolation. The cytopathic effect caused by mumps
Virus occurs comparatively rapidly in this cell culture.
This cytopathic effect is typical enough to élluw for a pre-

liminary diagnosis of mumps virus.
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