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TROUSSE DE DIAGNOSTIC IMMUNO-ENZYMATIQUE RAFPIDE DE LA RAGEfl

Ce decument décrit la compeositicon et le mode d'empleoi d'une trousse de
diagnostic rapide de la rage par une technigue immune -enzymatique.

Cette technique, ainsi qus la trousse, ont &té developpée= par le Centre
collaborateur OMS de Référence et de Recherche pour la Rage, Institut Pasteur,
Paris.® La specificité ot la sensibilité de la techriqus ainsi que la
facilité d'emplei de la trousse ont été évaluées par ce centre zu cours
d'études réalisées en 1986 et 1987 auxquelleg ont participé six laboratoires
surcpéens et nord américains, ainsi que 12 laboratoires situds dans différents
pays d'Afrique, d'Amérique latine, et d'Asie (voir paragraphe %). La technigue
5'est ainsi avérée &ire d'une =zensibilité et gpéoificité comparables & celles
de l'épreuve d'immuneflusrescence directe,

De part sa facilité d'emploi et de lecture des résultats qui peut ge
fairs & 1l'oeil nu, la trousse peut-&tre tout particulidrement utilisée lors
de la réalisation d'enquétes épidémiclogiques intéressant un grand nombre
de prélévements alnsi que dans lea laberatoires qui ne pratiquent pas les
techniques 4'imnunollusrescence.

Ce document s'adresse au personnel des laboratoires de diagnostic de
la rage.
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. LA TROUSEE DE DIAGNOSTIC

L.l Egmp051t1on FIGURE 1

La trougse de diagnestic B présente sous la forme d'un cmballage isothorme
de: polystyréns contenant une notice d'explication et tous les réactifs néomssalres
A la réalization de | "épreuve  {voir Figure 1). La nature et la présentation de
chague réactif sont précigées ci-dessous, Chagus constituant de la trousse norte

une: Gtigquetts mentionnant le cods (RL & R10).

R 1 | microplague de 26 cupules. Les cupules sont sensibilisées avec des
antirorps antinucléocapside purifiés. La plague est placée dans uns mrveloppe
d'alumininm scellée sons vide. La plague peut &tre divigée en & barrettes
dee 16 pnits chacuns.

R 2 1 flaser de solution de lavage (20 fois concentrée).

R 3 I flacon d'antigine négatif de contrdle (surnageant lyophilisé d'un broyat
de cervesy de souris non-infectés).

R oA | fiacon §'antigéne pesitif de contrdle (surnageant lyophilisé d'un broyat
de cervean de souris infeoctée avec la souche rabique CV3),

R 5 I flacon d'anticorps antinucléocapside conjugué & la peroxidase (L0 foiaz
moncenLrd),

R A i flacon de mélange tampon de réaction enzymatigue et substrat.
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R 2 1 filacon contenant 8 pastilles de chromegéne (O-phényléne-diamine).

R 10 1l flacon de solution d'arrét de la réaction enzymatique (acide
gulfurique 4N).

1.2 Conditiong de stockage et dates de péremption

Lz trousse deit &tre stockée B 4°C. 5'il n'a pas &té reconstitué et z'il

est gardé &4 4°C, chague constituant ds la trousse peut &tre conservé jusqu'a la
date stipulée sur l'étiquette placée sur 1'emballagse.

2. RECONSTITUTION DES REACTIFS

Couper 1'emballage aluminium contenant la microplague sensibilisée (R1) et
retirer le nombre désiré de barrettes,

Refermer le sachet et gonserver les barrettes
non—utilisées 4 4°C (voir Figure 2).

FIGURE =z

Diluer 20 fois la solubtion de lavage (RZ2) dans de Ll'eau distillée avant
utilisatieon.

Recenstituer l'antiglne négatif de contréle (R3 - inactivé par la béta-proprio—
laatoneg) aves | ml d'ean distillée.

Reconstituer l'antigdme positif de contrdle (R4 ~ inactivé par la béta—proprico=-
lactone) avec L ml d'eau distillée,
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Diluer 10 feis l'anticorps antinucléocapside conjugué & la peroxydase (RS)
avaec la selution de lavage (R2) et définir les volumes & préparer en fonction des
beaoing,

Le tampon de réaction (R&) - Citrate 0,05 M pH = 5,6; Ean oxypénée 0,03%;
et Merthiolate de sodium 0,01% - est prét & l'emploi.

Disscudre uné pastille de chromogéne (R9 = ortho-phénlyléne«diamine) dans
15 ml de tampon citrate (RB) &n se servant de la pince en plastique de la trousse
pour saisir las pastilles,

La solution d'arrdt (RIQ - acide sulfurigne AN) est préte 4 L'emploi.
3. MODE OPERATOIRE

3.1 fil:‘_iﬂ(';'ip(—: {voir Fignre 3)
Les prélévements do cervesu gont broyés dans une solution =saline tamponnée

puis clarifiés par centrifugation. Les surnageants sont ensuite placés en incubation

dans leg cupules sensibilisées avec des anticeorps anti-nucléocapside rabigue.

La prézsence éventuelle de nucléocapside rabigque dans les prélévements est ensuite

révélée par des anticorps antinucléocapside couplés & la peroxydase. L'apparition

d'nne coloration jaune aprés addition du mélange substrat-chromogéne signe la présence

de nucléccapside rabique dans le prélévement.

FIGURE 3 :
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3.2 Préparation des prélévements

»
Un merceau de bulbe, de cortex &t de corne d'Ammon de chague cerveau sont

méiangés et broyés & 30% (poids/volume) dans du milien de culture, du tampon phesphate
pH=7,2 ou la golution de lavage RZ (voir Figure 4). Les prélévements sont ensuite
centrifugés & 3000 tours par minute pendant 20 minutes pour éliminer les plus gros
Tragments de matiére cérébrale. Le surnageant clair gera wtilisé pour la suite

de L'épreuve, (e surnageant peut &tre inactivé par la chaleur (séjour de 2 heuras

ail bain-marie & BA/*C).

FIGURE 4

"
La manipulation du cadavre d'un animal suspect de rage ne doit Ztre faite

que par un psrucennel vaceciné. Le port de gants, de lunettes et d'un masque par
l'opérateur est vivement recommands,
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3.3 Réalisation du test

(a) Répartir dans la micropiague, 4 raison de 200 ul par cupule, les témoing négatifs
(R3) =t positifs (R4), ainsi que des surnageants des différents prélévements &

tester (Figure 5). En cas d'utilisation d'un lecteur de plagues automatique, la
premiére rangée de cupules qui servira de témoin "blang" pour la lecture au photométrs
regeit 200 ul de solution de lavage RZ2.

FIGURE &

(h) Incuber la micreplague en atmosphérse humide & 37°C pendant une heure,

*
() Eliminer les preduits de la plague par aspiration et laver log cupnles aveo
fa golution de lavapge R2 (Figure 6). Fratigquer au moins 5 lavages.

4
Attention: Ces produits sont potentisllement virulents. Les ligquides aspirés
doivent &tre recneillis dang un récipient contenant un désinfectant (eau de Javel).
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FIGURE 6

{d) Répartir dans chague cupule 200 ul d'anticorps anti-nucléocapside conjugué
& la peroxydase (RB).

{e) Incuber la microplaque en atmosphére humide & 237°C pendant une heure,

(f) Eliminer le conjugué de la plague par aspiration et lesver les cupules avec la
solution de lavage., Pratiguer au meins 8 lavages.

{g) Répartir dans chaque cupule 200 ul du mélangs substrat chromogéne (RS + R9I).

(h} Laisser la coloration se développer 2 1'obseurité et & la température du
laboratoire,

(i) Arr&ter la réaction, au bout de 20 & 30 minutes selon la rapidité de lg
coloration, par additicon de 5C ul de solutien d'arrét (R10) dang chague cupule,

{(j} Lire, selon les besoins et l'éguipement, la coleoration & l'eeil nu ou au
photométre & 492nm,
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4. INTERPRETATION DES RESULTATS

4.1 Lecture & l'oeil nu {Figure 7)

Le contr8le pogitif est fortemant coloré en jaune,

Tout prélévement qui donne une coloration jaune est considéré comme positif {le
contréile négatif ne doit pas &tre colord), Cette lecture repide est souvent suffisante
pour perter le diggnestie de la rage. Elle a surteut l'avantage de ne nécessiter
aucun équipement,

FIGURE 7

1 : Témoin négatif
2 : Dilurion en série du témoin positif

4.2 Lecture an photométre

I1 faut tout d'abord s'assurer de la validatiom du test, ¢'est & dire, que le
contrfle positif présente une densité optigque {DO) supérieure & 1,5 unité et le contrile
négatif une DO inférieure & 0,1 unité. On obtient ensuite la valeur minimale de

positivité en ajoutant 0,080 unité & la DU enregistrée pour le contrdle négatif.
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5. EVALUATION DE LA TECHNIQUE

5.1 Specificité et zensibilité

51x laboratolireseurcpéens et nord-américainzs, dont quatre Centres collaborateurs
OMS ont testé 1253 prélévements provenant de 27 egpéces animales et de 10 origines
géographigues différentes.*

Les résultats obtenus avec la trousse de diagneostic immunoenzymatigue ont &ié
comparés & ceux obternus par le fest des anticorps fTluorescents. Les deux bechnigues
ot donné le mEme résultat pour 1220 &chantilleons, La concordance des techniques est
donc de 97,4% (veir tableauw 1), Cependant, la technique immunoenzymatique s'est
révélée légérement moins sensible que 1'épreuve d'immuneflucrescence. A la demande
de l'Organisation, le Centre cellaborateur OMS de Paris a fait évaluer la technigue
par des laboratoires de diagnostic de la rage situés dans différents pays d'Afrique,
d'Asie st d'Amérique latine. Douze laboratoires ont communiqué leurs résultats
{voir tableau Z2). La concordance entre les deux techniques a été de 96,3]%.3
Ces résultats confirment done eeux obtenus au cours de la premiére phase de 1'&valua-
tion.

Enfin, le Centre natiomal de REférence pour la Rage de 1'Institnt Pasbenr
de Paris a &tudié 1755 prélévements pour lesquels la concordance entre la Lechnigne
immincenzymatique et L'immuneflucregcence a é4é de 98,9%. Des détails sont donnés
dens le tableau 3 pour les 1007 pramiers prélévemsnts trajtés par cette technigque.

5.2 Tacilité de mise en osuvre

L'engcmble de ces travaux d'évaluation confirme par ailleurs gue la technigue
est facile & mattre en ceuvre, rapide et d'interprétation aisée. Le tempz nécczsaire
4 Ll'obtention du résultat par cette technigque, comparé & ceux exigls dans les autres
m&Lhodes de diagnostic de laborateire est donné dans le schéma No 1, placé en annexe.

3.3 Celt

Comparée a L'immunoflucrescence, la technique nécessite peu d'investissemant
&n matériel spécifique pour &tre mise en oeuvre, la lecture directe donnant
satisfaction. D'un antre odté, le prix de revient par échantilleon examing, lorsqu'une
cupule seulement est utilisée, est légéremsnt supérieur 3 celui de I'immuno-—
fluorezcoenca.

- Cofit d'investissement

Le cofit di matériel de laboratoire nécessalre & 1l'exécution de la fechnigue
est inférieur & US $2500 lorsgue la lecture est faite par observation directe,
Lorsgu'un photométre eat utilisé le cofit g'éléve & envipen US $9000. Ces coiits,
qualifiés de minimum et maximum s=ont montrés dans le schéma Ne 2 en annexs of,
comparésd ceux des autres techniques courantes de diagnestic de la rage.

Hesulte of a collaborative study of an experimental kit for the Rapid Rabies
Enzyme Immunodiagnosis, F. Perrin and F. Sureau, WHO Bullstin, 4, 1987, 4839-493

Enésultats de la technigque BEEID obtenus par divers laboratoirss de diggnestic
drafrique, d'Amérique latine et d'Asie, P. Sureau ot H. Bourhy (scumis pour publication
dans le Bulletin de 1'0OM3), 1988
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- Cofit d'nun diagneostic

Le prix d'une trousse (commercialiséde par Diagnosties Pasteur) est d'environ
U5 $185. L'examen d'un prélévement revient & environ US $2 en point simple (1 cupule).
Une ¢omparalson des colts d'up examen selon la technique mise en oeuvre est donnéde sur
le schéma No 3 en annexe.

6. CONCLUSTON

La technique de diagnoestic immuno—enzymatique de la rage présente une specificité
et zensibilibé comparable 3 celle de 1'immune-luorescence directe. Elle s'avére
rapide &t lacile & mettire &n oruvre, BElle permet, en outre, de porter un diagneostic
sur des prélévements dans un &tat de putrefaction avancée,

Etant donné que la lecture directe donne satisfaction, cette taghnique nécessite
moing d'investissement en matériel spécifique que 1'immuno-fluorescence,

L'utiligation de cette technique peut Btre recommandée dans les conditions
de la pratigue

- zoit comme éprenve de conTirmation de 1'immune=flucrescence (qui comporte
tonjours un élement subjectif lors de la lecture an microscope);

- s0it comme l'épreuve de choix lersqu'un grand nombre de prélévements doivent
ftre examindés (dtudes épidémiclogiques);

- cu bien comme substitut de 1'immuno-fluorescence pour les laboratoires
qui ne disposent pas de !l'éguipement requis pour la pratigquer,

Remereiameants

Les auteurs tiennent 3 vemercler vivement Mademciselle Florence Durand pour 1a
réalisation des photegraphies, ainsi que le Docteur Jacques Barrat pour celle des
schémas.
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TABLEAU 1. CONCORDANCE ENTRE LES RESULTATS DES TECHNIQUES IMMUNOENZYMATTQURES
ET DES ANTICORPS FLUCGRESCENTE POUR LE DIAGNGSTIC DE LA RAGE
(CA% DE SIX LABORATOIRES EURQPEENS ET NORD-AMERICAING)

Nombre d'échantillons

Total
#*
Laboratoire d'&chan=- +FAT -FAT +FAT -FAT Concordancs
tillons +HRRETD -RREID -RREID +RERELD T
A 155 73 64 10 Q 93.3
B 130 39 89 1 1 98.5
G 474 115 352 4 3 S8.5
D 139 150 4l 1 7 26.0
E 39 34 1 4 0 239.7
F 250 234 Z0 2 o] 99.2
Total 1253 651 569 22 1 97.41
. nembre des positifs avecs nombre de négetifs avec
Concordancs a les deux technigues les deux technigues x 100

nombre total de prélévements examinés
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TABLEAU 2. COMPARAISON DES RESULTATS DE LA TECHNIQUE D' IMMUNOENZYMATIQUE
ET DE L'EPREUVE DEZ ANTICORPZ FLUQREZCENTS (CAS DE 12
LABORATOIRELS STTUES DANS DIFFERENTS PAYS D'AFRIQUE, D'AMERIQUE
LATINE, ET D'ASIR
Laborateire Total +RREID +RREID =RREID =RREID
+ IF - IF + IF -~ IF
1 a3 73 o 3 17
z 94 37 Q 3 54
3 S0 28 o 0 22
4 A 68 47 o 1L 10
4 I 63 31 o 1 3l
5 78 23 1 1 &3
i 87 17 #] 0 70
7 4z 23 Q 0 14
g 34 13 Q 0 21
9 30 9 c 1 20
10 12 8 1 1 2
11 64 27 o 1 36
12 1403 a7 3 Q 13
Total 818 428 g 22 363
Concordancs RREID avec IF © 704/73)1 = 96,69%
Spécificité RREID/IF 428 TF+/43% RREID+ = 08, 84%

Sensibilits RREID/IF

433 RREID+/450 TF+

96, 22%
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SCHEMA No 1. GCOMPARAISON DES DURFES NECESSATRES A L'OBTENTION
DES RESULTATS PAR DIFFERENTES TECHNIQUES

Technigues
1
MIT | o T e
1] - -
EC ¢
RREID
FAT
Mann
Sellers
l T T 1
01 10 20 30
Jours
MLT = Inogculation & la souris
oc = Cultures cellulairs
RREID = (Rapid Rabies Enzyme Tmmuno-Diagnosis) = Technique de diagnostic

immunc=enzymatique rapide de la rage
FAT = Epreuve dez anticorps fluorescents

Mann

Sellers Techniques histelegiques
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3CHEMA Ne 2. COMPARALBON DES COUTS DU MATERIEL DE LABORATOIRE

NECESSAIRE A LA MISE EN OEUVRE DE DIFFERENTES
TECHNIQUES

Prix (FF)
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ECHEMA b 3. COMPARAISON DES COUTS DE L'EXAMEN O'UN PRELEVEMENT
SUSPECT, SELCN LA TECHNIQUE MISE EN CEUVRE

Prix (FF}
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o0t pour 2 dpreuves (2 cupules) par {US $1 = FF 6.20}
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