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INTRODUCTION

- Avec 1"adoption de la résolution WHA41.28 en maj 1988, I’ Assemblée
mondiale de la santé déclarait que 1’OMS s’engageait 2 relever le
passionnant défi concernant I’ éradication mondiale de Ia poliomyélite d’ici
I’an 2000 .

Le succts dépendra du renforcement de nombreux aspects du
Programme élargi de vaccination (PEV). 1l faudra principalement
augmenter ies niveaux de couverture vaccinale et améliorer la surveillance
des maladies.

La surveillance de la poliomyélite repose étroitement sur les services
de laboratoire et cette interdépendance augmentera avec 1a diminution de
incidence. Dans les pays/zones qui, désormais, sont exempts de
poliomyélite, ou sur le point de I"ére, chaque cas suspect nécessite un
bilan biologique complet. De Plus, il faudra en permanence surveiiler
méthodiquement les virus isolés chez les malades et dans I"environnement.
A la phase finale de I'initiative, et sous réserve de I'existence de
laboratoires compétents et de programmes actifs de surveillance exercée
par ces derniers, 1’absence de poliovirus sauvage sera le critdre de
I"éradication mondiale de 1a maladie.

Alors qu'il existe de nombreux spécialistes et laboratoires compétents
qui se chargent du diagnostic de la poliomyélite en laboratoire, Ia
normalisation des méthodes et des réactifs est médiocre et on ne. dispose

toujours pas d’un systdme mondial apte 3 contrdler les compétences des

laboratoires. On espére que le présent guide apporte une réponse dans ces
deux domaines. -

11 sera difficile de parvenir A un consensus universel sur les méthodes
recommandées dans cet ouvrage en raison de la diversité des méthodes en
usage. On espére, toutefois, que les laboratoires qui ne sont pas en mesure
d’adopter les recommandations du manuel, auront au moins 2 coeur de les
inclure dans leurs propres méthodes, ce qui permettra d’assurer, au plan
mondial, une certaine cohérence dans la notification des résultats ot
d’améliorer les recommandations de I'OMS dans les cas ol d’autres
méthodes s’avéreraient supérieures.

Les méthodes OMS offriront en outre un cadre permettant la ¢réation
d’un systtme mondial de contréle des compétences. Alors que la crédibilité
de Ieffort d'éradication dépendra finalement d'un tel systéme, sa
principale fonction, 2 la phase initiale de I'initiative, sera de recenser les
zones Ok les laboratoires éprouvent des difficultés afin de leyr apporter de
fagon appropriée 1’aide et 1a formation nécessaires,

Un effort supplémentaire a &té fajt pour amcliorer et normaliser les
épreyves d'efficacité des vaccins, vaccin polio compris, On peut se
procurer auprés de unité des Produits biologiques (BLG), OMS, Gendve,
les informations concernant les techniques de laboratoire & mettre en
QEuvre pour ces tests,
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Nous remercions tous ceux et toutes celles qui ont donné de leur temps
et de leur peine au présent guide. Quant aux utilisateurs, nous espérons
qu’il leur sera profitable. Vos observations et suggestions sont les
bienvenues pour sa mise 3 jour régulire. Nous sommes heureux de
collaborer avec vous 3 la grandiose aventure qu’est 1’éradication de la
poliomyélite.
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1.

POLIOMYELITE: VIRUS, PATHOGENESE,
TRANSMISSION, IMMUNITE ET PREVENTION

1.1
LE VIRUS

Les poliovirus comprennent trois sérotypes 2 L'intérieur du genre
Entérovirus appartenant 2 la famille des Picornaviridae. Le virion
poliomyélitique a un diamétre de 27 nm environ et consiste en une capside
icosahédrique 2 symétrie cubique composée de 60 sous-unités contenant
chacune 4 protéines (VP1 2 VP4) regroupées autour d’un génome viral
constitué d’ARN monocaténaire de polarité positive. Les protéines
capsidales et non capsidales résultent du clivage de précurseurs de
polypeptides majeurs. Des études utilisant la diffraction des rayons-X ont
mis en évidence la structure moléeulaire tridimensionnelle du. virion
poliomyélitique. La structure du noyau est identique pour les trois plus
grandes protéines (VP1-VP3); l¢ squelette polypeptidique de ces protéines
s’enroule sur lui-méme et s’articule autour d’un cylindre creux formé de
huit brins maintenus par des liaisons hydrogénes (tube béta). Entre ¢¢ tube
et les terminaisons aminées et carboxyles de la protéine, la chaine des
acides aminés contient une série de boucles abritant les principaux sites
antigéniques que 1'on trouve 3 la surface du virion; ¢es sites participent 2
1a neutralisation de Vinfection virale, VP4, la plus petite protéine (interne)
est associée 2 I'ARN viral.

Les poliovirus, 2 I'instar des autres entérovirus, sont stables & des pH
acides pendant 12 3 heures et ont une densité de flottaison dans le
chlorure de césium de 1,34 g/cm’. Comme le virion n’a pas d’enveloppe
contenant des lipides, il est insensible aux solvants lipidiques, tels que
I’éther ou le désoxycholate de sodium. Le pouvoir infectant du virus est
compl2tement inactivé si on le chauffe 3 une température de 56°C pendant
30 minutes. En présence de chlorure de magnésium molaire, le poliovirus
est partiellement protégé contre le processus d’inactivation, propnété mise
a profit pour stabiliser le vaccin poliomyélitique oral.

La réplication du poliovirus a lieu dans le cytoplasme de la cellule
infectée, la durée du cycle infectieux est de 6 heures environ. Le virus
mature est libéré par lyse cellulaire. Au laboratoire, le virus est cultivé en
cultures cellulaires primaires ou continues de divers tissus humains ou de
gsinge. Les isolements naturels des poliovirus infectent seulement les
cellules simiennes qui possedent, 4 leur surface, un récepteur de membrane
spécifique du virus.
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A I'aide des outils de biologie moléculaire récemment mis au point, et
notamment les réactions avec les sérums polyclonaux ou monoclonaux
adsorbés spécifiques de la souche de virus, la cartographie
oligonucléotidique et le séquencage des bases dans le génome viral, on
peut observer des différences intratypiques pour chacun des trois types
antigéniques.

Pour clarifier la communication et harmoniser la nomenclature, tous les
isolements de poliovirus caractérisés du point de vue antigénique devraient
étre identifids par type d’antigéne, pays (ou ville) d’origine, numéro de la
souche et année de I’isolement, Ainsi, P1/Houston/23/62 désigne une
souche de poliovirus du type 1, numéro 23, isolé 2 Houston en 1962,

1.2
PATHOGENESE ET MALADIE

La bouche est 1a porte d’entrée du virus, La multiplication primaire se
produit dans 1’oropharynx ou I'intestin, et le virus peut 8tre présent dans
le sang pendant quelques jours. On peut isoler le virus dans la gorge juste
avant et aux premiers signes de la maladie. La période d’incubation est
généralement de 7 3 14 jours, mais elle peut aller de 3 i 35 jours. Une
semaine aprés le début de la maladie, on trouve peu de virus dans la
gorge, mais 1’excrétion de grandes quantités de virus se poursuit dans les
selles durant plusicurs semaines, méme si des anticorps humoraux sont
généralement apparus pendant la méme période.

Le virus contenu dans le flux sanguin peut envahir le systéme nerveux
central (SNC) sauf si des anticorps neutralisants sont apparus en quantité
suffisante pour bloquer cette voie, Dans le SNC, le virus se propage le
long des fibres nerveuses et, lors de la multiplication intracellulaire, il peut
léser ou détruire complitement les cellules nerveuses envahies, ce qui
entraine la paralysie flasque. Les cellules de la corne antérieure de la
moelle épinidre sont les plus touchées, mais dans les cas graves, les
ganglions de la come postérieure et de la racine dorsale sont parfois
également atteints, Dans le cervean, la formation réticulée, les noyaux
vestibulaires et les noyaux cérébelleux profonds sont le plus souvent
atteints. Le cortex est presque totalement épargné, 4 1’exception du cortex
moteur le long de la circonvolution frontale ascendante.

Le poliovirus ne se multiplie pas in vive dans les tissus musculaires. Le
dysfonctionnement qui se produit dans les nerfs périphériques et les
muscles volontaires résulte de la réplication du virus dans les cellules
nerveuses, qui sont le sidge de changements rapides, allant d'une légere
chromatolyse a la neuronophagie et a la destruction complate. Certaines
cellules nerveuses qui perdent leur fonction en raison de I'oedeme local
peuvent finalement la récupérer complétement. L’inflammation, surtout
lymphocytaire, est la conséquence indirecte de I'atteinte des cellules
nerveuses.,
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Si I’'individu sensible est infecté par un poliovirus virulent, le scénario
. suivant est possible : 1) infection latente asymptomatique, 2) maladie
bénigne, 3) méningite aseptique ou 4) poliomyélite paralytique. Environ
1% seulement des infections 2 poliovirus sont décelables cliniquement.
L’expulsion du virus 2 partir de la gorge, I’excrétion virale dans les selles
et la transmission de I’infection qui en résulte peuvent intervenir sans qu'il
y ait invasion du SNC. -

La maladie bénigne peut s’accompagner de fitvre, de malaises, de
vertiges, de céphalées, de vomissements, de constipation et d’une angine,
diversement associds, Le malade se rétablit en quelques jours. La
poliomyélite non paralytique (méningite aseptique), en plus:de la
symptomatologie ci-dessus, s’accompagne de raideur et de douleur du dos
et de la nuque; la maladie dure de 2 A 10 jours, et se termine par une
récupération rapide et compléte du malade. Il est important de souligner
que le poliovirus n’est qu'un des nombreux entérovirus et autres virus qui
provoquent ung méningite aseptique.

Dans la poliomyélite paralytique, 1’atteinte sévére peut succéder 2 ia
maladie bénigne selon le mode décrit plus haut ou parfois s'installer
d’emblée. La paralysie flasque, résultant d’une Iésion des neurones
moteurs inférieurs, en ¢st la principale manifestation, Généralement, le
malade récupére complétement dans un délai de 6 mois, mais les séquelles
paralytiques durent habituellement beaucoup plus longtemps.

1.3
MODE DE TRANSMISSION DE LINFECTION

L’homme est l'unique réservoir des poliovirus qui se propagent
principalement par proche contact interhumain. On peut retrouver le virus
dans I’oropharynx pendant quelques jours, mais son élimination fécale peut
se produire pendant un mois ou plus. La source d’infection habituelle est
le¢ virus présent dans 1’oropharynx ou les selles réalisant une transmission
fécale-orale. Les jeunes enfants sont le principal réservoir d’infection qui
se propage aux autres membres de la famille. Avant que la poliomyélite
ne soit décelée chez un membre quelconque de la famille, tous les
membres valnérables auront 6té infectés,

Quand le poliovirus circule dans une ¢omununauté, on le retrouve
généralement dans les caux usées qui peuvent &tre la source de
contamination des mouches ou d¢ 'eau utilisée pour boire, se laver ou
irriguer,
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1.4
IMMUNITE

Dans les pays tempérés, les infections par les entérovirus, poliovirus
compris, surviennent surtout en été et en automne. En zone tropicale, la
circulation du virus se produit plutdt tout au long de I’année ou est
associée avec la saison des pluies. Partout dans le monde, il existe une
relation directe entre de mauvaises conditions d’hygiene et sanitaires, le
surpeuplement et 1’acquisition de I'infection et des anticorps 2 un 4ge
précoce. :

L’immunité passive est transférée de la mere 2 sa descendance. Les
anticorps maternels disparaissent progressivement au cours des six
premiers mois de la vie. Les anticorps administrés passivement ne durent
que 3 a4 5 semaines.

Les anticorps neutralisant le virus apparaissent en quelques jours apres
exposition au virus, souvent avant le début de la maladie, et,
apparemment, persistent toute la vie. Leur apparition, au stade précoce de
I'infection, est le résultat de la multiplication du virus dans le tractus
intestinal et le systeme lymphatique profopd avant I'invasion du systdme
nerveux. La présence des anticorps dans le sang étant obligatoire pour
prévenir la dissémination du virus au cerveau et ceux-ci étant sans effet si
elle s’est déj produite, la vaccination n’a d’intérét que si elle précéde la
survenue des symptdmes imputables au systdme nerveux.

Les anticorps circulants, dirigés contre le poliovirus, ne sont pas la
seule source de protection contre I'infection. L immunité cellulaire se
traduit par une protection contre toute nouvelle infection intestinale aprés
guérison d'une infection naturelle ou aprés vaccination avec le vacein polio
oral. On admet de plus en plus que les anticorps sécrétoires ont un role
important & jouer dans la défense contre les infections par les poliovirus
ou par d’autres entérovirus.

Les infections virales en général constituent un risque accru pour les
sujets présentant diverses immunodéficiences humorales ou cellulaires.
Chez ces personnes, I'infection par le poliovirus - qu’elle soit due au virus
sauvage ou A des souches vaccinales (qui ont fait réversion aprds passage
chez I’homme) - peut se développer de fagon atypique, avec une période
¢’incubation supérieure 3 28 jours, un taux de mortalité élevé aprés une
maladie chronique longue et une répartition inhabituelle des lésions dans
le systéme nerveux central

L’ablation des amygdales et des végétations adénoides s’accompagne
d’une diminution de la résistance 4 l'infection par le poliovirus. Les
niveaux d’anticorps sécrétoires préexistant dans le rhinopharynx diminuent
fortement aprés 'opération, mais les niveaux d’anticorps sériques
demeurent inchangés. Les titres d’anticorps sécrétoires restent faibles ou
sont absents jusqu’a 1"ge de 7 mois. Chez les enfants séronégatifs, la
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réponse immunitaire rhinopharyngée au vacein polio survient sensiblement
plus tard et atteint des titres plus faibles chez les enfants déja opérés des
amygdales que chez ceux qui ont des amygdales intactes.

D’autres facteurs d’h6te qui influencent la gravité de 1'infection par le
virus sont I’dge (surtout les trés jeunes), la grossesse et la sous-nutrition
chronique.

1.5
PREVENTION PAR LA VACCINATION

Encore que l’amélioration des conditions sanitaires et d’hygitne
permette de limiter la propagation des poliovirus, la vaccination an:moyen
du vaccein polio oral (VPO) ou/et du vaccin polio inactivé (VPI) constitue
Ie seul moyen spécifique de prévenir la poliomyélite paralytique, Les deux
vaccing disponibles actuetlement sont excellents. Tous deux contieninent des
virus appartenant aux trois sérotypes de poliovirus.

Le vaccin polio inactivé par le formaldéhyde (VPI, connu aussisous le
nom de vaccin Salk) est préparé A partir de virus pouss€ sur des cultures
de reins de singes (jusqu’ici en cultures primaires, 3 présent principalement
en cultures continues de cellules de singes Véro). Des rappels répétés sont
nécessaires pour maintenir I'imounité par le VPI généralement disponible
jusqu'd présent, Des formulations nouvelles de VPI 2 concentration
d’antigenes plus forte (VPI potentialisé) ont été récemment mises au point.
Ces nouveaux vaccing se proposent d'induire des réponses immunitaires
satisfaisantes et durables, aprés deux doses seulement, chez une forte
proportion de sujets vaccinés. Cependant, les expériences sur le terrain
faites jusqu’ici ont donné des résultats dont 1a ¢larté, quant 3 leur efﬁcac:té
et leur effet global, i long terme, est ambigug.

Le vaccin pollo oral atténué, vivant (VPO, connu aussi sous le nom de
vaccin Sabin) contient des virus poussés en cultures primaires de cellules
de singes ou en cultures de cellules diploides humaines. Le VPO peut &tre
stabilisé par I’addition de chlorure de magnésium ou de saccharose, le
premier éant utilisé plus souvent. Le VPO stabilisé peut 8tre conservé
entre 0°C ¢t 8°C pendant 6 2 12 mois sans qu'une baisse notable du titre
se produise. Quand la distribution et I'administration du vaccin ne sont pas
imminentes, on peut stocker le VPO pendant 2 ans & -20°C. A des
températures élevées, le VPO stabilisé garde une activité minimale pendant
des durées plus courtes : 7 2 14 jours 2 26°C et 2 jours 3 31°C. A 37°C,
le vaccin perd environ 0,15 log,, chaque jour. A ce rythme, un vaccin
ayant un titre total viral de 6,15 log,,, perdra la moitié de son activité s°il
est exposé pendant 2 jours 2 37°C. Il convient de poursuivre les. efforts
pour accroitre la thermostabilité du VPO.
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Le VP1 et'le VPO induisent des anticorps humoraux qui circulent dans
le'sang et protégent le systéme nerveux central d’une invasion ultérieure
par le virus sauvage. Cependant, I"immunité induite par le VPI a peu
d’effet sur U'infection intestinale et le portage du virus, si bien que les
sujets vaccinés par le VPI restent des agents de contage susceptibles de
transmettre le virus sauvage aux personnes réceptives qu’ils viennent 3
rencontrer.

Par contraste, le VPO 4 un pouvoir infectant, se multiplie et immunise,
par conséquent, d'une fagon qui équivaut 3 Iinfection naturelle. Le VPO
induit dans le sang, non seulement des anticorps IgG durables, mais anssi
des anticorps sécrétoires IgA dans le pharynx et I’intestin, qui dés lors
résistent A I’infection par le virus sauvage.

Les poliovirus vivants, atténués, en particulier ceux du type 3, subissent
une certaine mutation lors de leur multiplication chez des enfants vaccinés,
sans devenir complatement neurovirulents; seuls quelques cas extrémement
rares de poliomyélite paralytique se sont produits chez des sujets vaccinés
ou leurs proches contacts. Les risques de poliomyélite paralytique associés
avec la réversion du VPO sont excessivement faibles. En se basant sur
plusieurs études importantes, dont une étude de 10 ans conduite par
I’OMS, on estime qu'un cas de paralysie postvaccinale est survenu pour
chaque total de 2 4 4 millions de doses de VPO trivalent distribuées.

Dans les pays en développement, le calendrier de la primovaccination
devrait commencer précocement et se terminer au début de la petite
enfance. Le calendrier vaccinal recommandé par l2 Programme &largi de
vaccination (PEV) de I’OMS préconise I’administration d’une série de trois
doses de VPO & I'Age de 6, 10 et 14 semaines, ou le plus tbt possible
apras. 11 n’est pas nécessaire de recommencer la série si les doses ont été
séparées par des intervalles supérieurs 4 4 semaines,

L2 o les enfants naissent en milieu hospitalier (ou établissements de
type maternité) ou sont présentés i un service de santé & un fige précoce,
on mettra A profit ces circonstances pour leur administrer une dose
suppiémentaire de VPO. Elle portera le nom de « VPO zéro » plutdt que
« VPOL » pour bien montrer qu’elle ne remplace aucune dose de la série
VPO ordinaire. Bien que la réponse sérologique au VPO au cours de la
premidre semaine de vie soit inférieure & celle observée chez des enfants
vaccinés plus tardivement, cette vaccination précoce est bénéfique a plus
de 70% des nouveau-nés qui acquidrent aingi une immunité intestinale dans
le tractus digestif. En outre, de 30 3 50% de nouveau-nés fabrigquent des
anticorps sériques dirigés contre un ou plusieurs types de poliovirus,
L'« amorgage » immunologique ainsi réalisé chez un grand nombre de
nourrissons leur permettra de répondre promptement aux autres doses qui
leur seront administrées plus tard. La dose de VPO i la naissance est
particulidrement importante dans les villes, dans les autres zones 2 forte
densité de population et 14 ob des cas se produisent au cours de la
premigre année de vie. Dans les grandes villes de nombreuses régions du
monde, de 40 4 50% de cas de polio surviennent durant Ja premire année
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de vie, ce qui illustre bien la nécessité de mener 4 son terme, le plus 10t
possible, 1a vaccination antipoliomyélitique.

Dans un certain nombre de pays en développement, des enfants ont
présenté une réponse sérologique plus faible que prévu i trois doses ou
plus de VPO; cela est peut-étre di 3 la difficulté de maintenir la chaine du
froid lors du transport des vaccins vers les régions cibles, au vacein qui «
prend » mal & cause de la présence d’autres entérovirus ou a l'interférence,
au niveau de Uintestin, d’inhibiteurs non spécifiques. Plusisurs essais
¢liniques importants, parrainés par le PEV, sont en cours pour éwudier si
un dosage différent des trois types de poliovirus atténué du VPO trivalent
pourrait améliorer la réponse sérologique. Dans un pays en
développement, 1’association VPI-VPO semble avoir réussi 2 éliminer les
facteurs interférant avec la réponse sérologique (par utilisation du VPI) et
3 accroitre 1’immunité intestinale (par utilisation du VPO). Des. études
soutenues par le PEV sont entreprises dans plusieurs autres pays en
développement en vue d’examiner la réponse chez des enfants &
I’administration combinée ou simultande de VPI et de VPO.

On trouvera par ailleurs des détails complémentaires sur lés sujets
abordés dans ce chapitre, ainsi que de larges citations puisées dans la
littérature, >
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2.

UTILISATION DU GUIDE: ADEQUATION DES INVESTIGAT!ON% AU

STADE D'ERADICATION DE LA POUO ATTEINT PAR LE PAYS;
RESEAU DE LABORATOIRES

2.1

STADES D'ERADICATION DE LA

POLIOMYELITE

Un Plan d"action pour 1"éradication mondiale de la poliomyélite d’ici
Fan 2000 a été €laboré en 1938 et approuvé par I’ Assemblée mondiale de
la santé en 1989.° Aux fins de la planification, le Plan identifie. quatre
stades dans 1’éradication de la poliomyélite

® Les pays/zones au STADE A sont considérés comme exempts de
poliomyélite, Ils sont dotés de systémes de déclaration fiables, n'ont
signalé aucun ¢as indigéne de poliomyélite depuis au moins trois ans et
ont réalisé une couverture vaccinale dgale ou supérieure 3 80% parmi
lgs enfants ayant atteint leur premier anniversaire en leur administrant
la série de doses de VPO qui assurent la protection contre la maladie.

® Les pays/zongs au STADE B signalent moins de 10 cas de polioinyél ite
par an et ont une couverture vaccinale supérieure a 50%.

® Les pays/zones au STADE C signalent 10 cas ou plus de pohomyéhte
par an et ont une couverture vaccinale supérieure & 50%.

® Les pays/zones au STADE D comptent 10 ¢as ou plus de polipmyélite
par an ou ont une incidence inconnue et/ou une couverture vacginale de
50% ou moins ou un taux de couverture inconnu, -

A la fin de 1989, la majorité (62%‘) de 1a population mondiale vivait
dans des zones considérées comme étant au stade C; 26% de la population
mondiale vivait dans des zones considérées comms étant au stade A ou B,

‘tandis que 12% habitait des zones considérées comme étant au stade D

(Fig. I).

Le Plan d’action mondial identifie les activiiés nécessaires dans les
domaines suivants : couverture vaccinale, surveillance, enquéte sur les
flambées/lutte contre les flambées, services de laboratoire, contréle de la
qualité des. vaccins (y ¢ompris le bon fonctionnement de la cha‘l‘ne du
froid), formation, mobilisation sociale, réadaptation, et rccherche et
développement. La priorité 2 accorder respectivement A chaque catégorie
est différente selon le stade d’éradication,
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FIGURE 1
REPARTITION MONDIALE DES QUATRE STADES D’ERADICATION DE LA POLIOMYELITE,
DECEMBRE 1989.

p—
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(e plan d’action a servi de base a 1’élaboration du Guide a l'usage des
directeurs de programmes de vaccination (Eradication de la poliomyélite
en I’an 2000), publi€ en 1989.° Les grandes orientations esquissées dans
le présent guide sont destinées A 8tre adaptées aux programmes nationaux
et sont sujettes elles-mémes A une évolution constante du fait des apports .°
de I"'expérience.

2.2
DIRECTIVES POUR L'UTILISATION DES TECHNIQUES
VIROLOGIQUES DECRITES DANS LE PRESENT GUIDE

L’utilisation des techniques virclogiques décrites dans ce guide paut étre
rattachée au stade d’éradication de la polio atteint par le pays. De bréves
indications sur les techniques recommandées aux divers stades figurent ci-
dessous et & la figure 2.
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FIGURE 2 .
STADES D'ERADICATION DE LA POLIO ET INVESTIGATIONS DE LABORATOIRE
RECOMMANDEES A CHAQUE STADE

Niveau d’sradication de In pofio
Epreuves O
STADE A STADERB STADEC STARED

saterment du poliovirus Tous les cas Tous les cas Cuelques cas Quealques cas
ldentification du poliovirus Oui Qi Qui Clui
Caractérisation du poliovirus Oui Oui Nen Non
1solemant d'autres entéravirus Oui . Oui Non Nan
Identification d’autres antérovirus Qui Out Non Non
Evaluation sérologique rapide aptas le VRO Qui Qui Oui Nan
Préidvermnents dang | environherment :

Eaux usées Oui Non Nen Non

Sellas provenant d'individug sains Facultatif Non Non Non
Enquétas sérologiques . . Facultatlf Facultatif Nen Nmf\

é

* puand moins de SO cas sont signalés par an, &tendre lag éprauves d'isolemant/d'identification 3 tous las cas.

Isolernent et rdenﬂfmat:on du poliavirus {Chapitre 4)

Dans les régmns ol la poliomyélite est endémique ou épldémlque c'est-
aA-dire, les pays parvenus au stade C ou D, le laboratoire devrait se
concentrer entidrement sur les poliovirus. Pour établir le sérotype de
poliovirus circulant, seuls les échantillons de selles provenant dan petit
nombre de cas représentatifs seromt soumis a des investigations
virologiques. Les virus isolés seront identifiés en n’utilisant que des
immunsérums antipoliovirus mOn()spémfiques

L2 ol des taux élevés de couverture vaccinale ont notablemem réduit
le nombre de cas de poliomyélite qui surviennent chaque année dans un
pays ou une zone géographique (stade A ou B), on s’efforcera d’isoler le
virus chez tout cas suspect. Tous les virus isolds seront identifiés non
seulement en utilisant des immunsérums antipoliovirus, mais aussi ceux qui

@ ont été.préparés pour la plupart des sérotypes des autres entérovirus

' (Fig. 3). Dans ce cas, il devient important de distinguer la paralysie due
a une infection par le poliovirus et les maladies d’allure poliomyélitique
dues 2 des infections provoquées par d’autres entérovirus, Si les cas sont
associés avec une infection due 2 des entérovirus non poliomyélitiques
(NPEV), il convient d’identifier le ou les sérotypes en question, sinon ces
cas risquent d’&tre pris A tort pour des échecs de la vaccination.
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FIGURE 3
SEROTYPES D'ENTEROVIRUS

Groupas Equivalances

Poliovirus 1-3

Virus Coxsackie A1-22, Coxsackie A23 = Echovirus 9
24

Virus Coxsackie B1-6

Echovirus 1-9, 11-27, Echovirug 10 = Réovirus 1
29-34 Echovirus 28 = Rhinovirus 1A
L"échovirus 34 est une
variante de Coxsackie A24

Entérovirus 68-72 Entérovirus 72 = Virus de
{"hépatite A

Différenciation intratypigue (Chapitre 5)

Pour les pays au stade A ou B, il ne suffit pas d’isoler le poliovirus et
d’identifier le sérotype en cause. D’autres investigations virologiques
intéressant la différenciation intratypique des isolements de virus doivent
aussi &re effectuées pour préciser leur origine. La présence de souches de
poliovirus indigéne, importé ou vaccinal entraine, sur le plan
épidémiologique, des conséquences radicalement différentes quant aux
mesures qu’il convient de prendre,

Echantiflonnage dans |'environnament {Chapitre 4, Saction 4,1.4)

L3 ol I'éradication de la poliomyélite se poursuit avec succes et
qu’aucun cas de poliomyélite indigéne dd au poliovirus sauvage n’est
découvert pendant plusieurs années, il n’en restera pas moins essentie! de
poursuivre une surveillance constante. L’échantillonnage dans
I'environnement pratiqué A 1a recherche de poliovirus pourra s’effectuer
en tentant d’isoler le poliovirus soit dans les prélévements de selles
recueillis chez des individus en bonne santé soit dans les échantillons
d’effluents prélevés dans la communauté, L'utilisation du VPO ayant
conduit & une circulation importante des poliovirus d’origine vaccinale, il
est essentie! de procéder 2 la différenciation intratypique des poliovirus
isolés dans les prélévements en vue de se faire une idée précise de Ia
situation.

On doit aussi intensifier 1a recherche du poliovirus dans les échantillons
prélevés dans I"environnement si des cas de poliomyélite provoqués par le
poliovirus sauvage surviennent subitement dans un pays ou une zone
géographique exempts de poliomyélite depuis plusieurs années, Dans des
circonstances semblables, il est important de connaitre 1’ampleur de la
circulation du virus pour prendre les mesures appropriées.
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Epreuves sérologiques de titrage des anticorps neutralisants (Chapitre 6)

Il n’est plus recommandé de recourir & ces épreuves pour le diagnostic
courant de la poliomyélite. Plusieurs raisons ont motivé cette décision, Ia
principale étant que ces épreuves se sont rarement révélées utiles pour
trancher entre plusieurs diagnostics litigieux. Du fait de la vaccination
poliomyélitique désormais largement répandue, il est devenu difficile
d’interpréter les titres d’anticorps sériques. En outre, les méthodes
actuelles de titrage des anticorps neutralisants ne font pas la distinction
entre les anticorps dirigés contre le virus sauvage et e virus-vaccin,

L’épreuve des anticorps neutralisants est utile pour évaluer si leur titre
suffit 3 protéger contre la maladie. Le PEV a mis au point une méthode
d’évaluation sérologique rapide de 1a réponse chez des nourrissons 3 34
doses de VPO administrées dans le cadre du calendrier vaccinal
recommandé. On trouvera 2 I’annexe 1 des instructions détaillées a cet
égard. Des réponses au VPO inférieures 2 la normale ont été signalces
dans quelques pays tropicaux et il est donc important de se faire une idée
précise de la situation mondiale dans les années 90 a 1’aide de méthodes
normalisées (Annexe 1). Il est recommandé que les pays au stade A, B ou
C procident A de telles évaluations.

Les pays au stade A ou B peuvent souhaiter conduire des enquétes
sérologiques plus larges, incluant différents segments de Ia population. Les
enquédtes sur les anticorps neutralisants effectuées 2 l'aide de sérums
prélevés chez un certain nombre de sujets en bonne santé,
proportionneliement 2 la population totale, et choisis par groupe d’4ge et
zone géographique, peuvent refléter la situation immunitaire de la
population. Ce type d’étude est important 3 la phase avancée de
1*éradication pour déceler les éventuelles lacunes concernant I'immunité de
la population en 1’absence de cas de poliomyélite avec signes cliniques.

2.3
1 FS LABORATOIRES ET LEURS FONCTIONS

La complexité de ’investigation virologique des cas de poliomyélite et
de 1a surveillance du poliovirus dépend des installations de laboratoire et
des compétences techniques disponibles. On a envisagé des laboratoires
fonctionnant 2 divers niveaux.’
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Laboratoires nationaux

La tiche principale de ces laboratoires est de confirmer les cas de
poliomyélite avec signes cliniques en isolant et identifiant le virus chez les
patients. On confiera aussi A ces laboratoires le soin d’isoler et d’identifier
les poliovirus, et les enquétes épidémiologiques axées sur la recherche des
anticorps. Dans ces laboratoires nationaux possédant des installations
adéquates, on pourra aussi caractériser les isolements de poliovirus (virus
sauvage ou postvaccinal) A I'aide de séries d’anticorps monoclonaux
fournis 4 I’échelon central.

Laboratoires de référance

Les pays ne disposeront pas tous d'un laboratoire national pour le
diagnostic de la poliomyélite. Des laboratoires adéquats, dans d’autres
pays, seront inwvités & fournir 1’appui nécessaire : ce sont les « laboratoires
de référence », Ils pourront &tre chargés de l'ensemble du travail de
laboratoire nécessaire, confié par un pays donné, et de certaines des
épreuves plus complexes, notamment la différenciation intratypique des
isolements de poliovirus. Les laboratoires de référence pourront également
prendre part aux programmes de formation. Bien que la majorité de ces
laboratoires de référence soient supposés se trouver dans la méme région
du monde que les pays qu’ils desservent, il pourra arriver, par exemple,
que des laboratoires européens soient les laboratoires de référence pour des
pays d’Afrique ou d’Asie.

Laboratoiras de référence avac des fonctions spécialisées

Un petit nombre de laboratoires de référence seront recensés pour
$'acquitter d’une ou plusieurs fonctions spécialisées 4 la place ou en plus
de celles décrites plus haut, L'une d’elles sera de fournir I’identification
définitive des isolements de virus, & l'aide de séries d’anticorps
monoclonaux et/ou de sondes d'ADNc pour. différencier les souches
sauvages et vaccinales et pour déterminer I’origine des souches sauvages.
Les tiches suivantes pourraient aussi Jeur étre confiées ; 1) se procurer et
distribuer les réactifs standard et les matériels de référence appropriés, 2)
servir de source pour la mise au point et 1'utilisation des matériels de
formation, 3) se procurer et distribuer 4 d’autres Iaboratoires désignés les
séries d’échantillons devant étre soumis 3 un contrble de qualité et 4)
participer aux études collectives pour évaluer les projets de normes et de
matériels de référence et répondre aux problémes spécifiques relatifs 2 la
recherche,

e
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3. ‘
PRELEVEMENT, CONSERVATION
ET TRANSPORT DES ECHANTILLONS

1.’efficacité du diagnostic virologique est fonction des modalités et de
la date des prélevements effectués chez le malade, ainsi que de leur
acheminement au laboratoire dans des conditions optimales, La figure 4
illustre une méthode type pour le préleévement d'échantillons et leur
transport d’un laboratoire 2 un autre.

FIGURE 4
SYSTEME TYPE DE CHAINE DU FROID POUR LA CONSERVATION DES PRELEVEMENTS

Visite du cas

Conire de santé/hopital local
identifient coy suspect : cas L'épidémiciogiste notional dose
avec nom/adrens déciaré au le cas camme probable ou rejerts
cenire national de survsillance le cas. 5i cas probable:
Vise de ' dpidimiatogiste 1. attribue n® EFd
national (polic] avec trouste 2. rennplit une formule d'enguite

pour le cas

3. inscrit de cos sur le registre
de ighorateire {pour sufvre

Cantra national de surveillance tous les préldvements se
Laboratoire national rapportant du cas)
|
Recoit, déballe, enregisire ! I Prélave un échantillon de salias i

les schanvillons de sefles
‘ f Preleve le tacond &chantillen de

Les garde dans le réfrigérateur selles 48 h apres e premier
approprié enfre Q°C of 8°%C (cette masure ne s'applique que
I dans les pays au stode A cu B

l Traite bos salles ] de ["éradication de la polio

I.nborutniro de réiference

Réceptionne, déballe at
Effectua les Envoie les enregistrn les prétdy, fisolernents
Eprouves salles
d'isolament ‘ ‘
ot d'ldentification Envoie les Les conserve entre OFC of B°C
du vina isalements (courte durée) ou & -20°C

{longue durée)

Rappart Confirmn isol. virus ef identite
‘ ‘ isol. Si coractérisation poussee
Labaratoire de riférenca spécialivé nécessgire oy résyllals & confinmer,

adresse ise, labe, spéciolise

Recaptiorme, consigne et procéde
aux anohyses & |'aide d'anticonps
monacionaux et/ou de sondes Garde au congélaleur approprié
o ADNC @ -20°C llongue durée)
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3.1

PRELEVEMENT DES ECHANTILLONS

Recueillir des selles chez les patients non hospitalisés.
Chez les patients hospitalisés, on effectuera les prélévements suivants:
® paralysie flasque : selles, prélévements de gorge

#® encéphalite méningde : selles, prélevements de gorge et liquide
céphalo-rachidien

® décks . matériels nécropsiques (tissus du tronc cérébral, moelle
épiniére, colon descendant) et sérum

3.1.7
Prélévements pour l'isolement du virus

Les prélevements de selles se prétent le mieux 2 [I'isolement des
poliovirus, car ces derniers se multiplient dans le tractus intestinal pendant
plusieurs sernaines aprés I’infection. Les prélevements de gorge sont moins
utiles, parce que les poliovirus sont présents dans 'oropharynx durant 7
a 10 jours seulement apres le début de 1a maladie. Paradoxalement, malgré
le neurotropisme des poliovirus, ils sont rarement décelés dans le liguide
céphalo-rachidien (LCR); il est, toutefois, relativement facile d’isoler les
autres entérovirus dans ce site. Tous les échantillons destinés 2 I'isolement
du virus doivent &tre prélevés le plus tét possible aprés 1'installation de la
maladie. En cas de décts, des échantillons seront prélevés i I'autopsie
pratiquée dans fes heures qui suivent le décds,

Tous les prélavements destinés 3 1'isolement du virus seront effectués
avec soin pour exclure toute contamination par d’autres types
d’échantillons ou des matériels provenant d’autres patients.

Selles

Elles seront recueillies le plus tdt possible aprés le début de la maladie
(de préférence, dans les 7 jours qui suivent). L’élimination du virus dans
les selles pouvant étre intermittente, 1l est possible d’augmenter Ie taux
d’isolement en prélevant deux échantillons & 24-48 heures d’intervalle.
Dans les pays au stade C ou D de 1"éradication de la polio (Fig. 2), le
diagnostic du virus devrait se faire avec un sewd échantillon de selles, 1 est
souhaitable que le prélevement de matitres fécales ait la taille d’un ongle
de pouce d’adulte (c.-a-d., 4-8 g). L’échantillon sera placé dans un
récipient sec, propre et étanche; il vaut mieux utiliser les récipients en
matiere plastique standard munis d’une cuillere. A défaut, on pourra
utiliser des boites de médicaments/de pommade en matitre plastique,
propres et séches. ‘
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il est difficile de recueillir des matidres fécales - malades externes ou
malades dont le diagnostic a été posé dans des conditions de terrain -
I'usage de sondes rectales est une bonne solution de rechange pour
prélever des échantillons de selles.

Seltes prélevdes par sonde rectale

Ces sondes sont en matitre plastique fabriquées et emballées selon les
spécifications de I’'OMS/PEV; les sondes et 1a liste des fournisseurs sont
disponibles auprts de I'OMS/PEV, Gendve. On imprime un léger
mouvement 2 la sonde, introduite doucement dans le rectum, ce qui permet
généralement de prélever la quantité de selles souhaitée. Retirer la sonde
et la placer dans un flacon qui ferme bien ou dans un étui.

Prélévemnents de gorge

On passe doucement un écouvillon-coton stérile sur les amygdales et la
paroi postérieure du pharynx. On casse ensuite 1’écouvillon que I'on place
dans un flacon muni d’un bouchon 2 vis, contenant du VTM (milieu de
transport pour virus) (voir Annexe 2). On notera que le poliovirus est
présent dans ’oropharynx pendant 7 2 10 jours aprés le début de la
maladie et les frottis de gorge ne se justifient que pendant cette période.

Liquide céphalo-rachidien (LCR)

On transfere directement 2 4 3 ml de LCR dans un flacon muni d’un
bouchon 2 vis (sans addition de VTM).

Matdrisls nécropsiques humains

En cas de décds, il est souhaitable de faire des prélévements dans le
systéme nerveux central (notamment, dans 1a moelle cervicale et lombaire,
le bulbe rachidien et la protubérance annulaire), ainsi que dans le colon
descendant et cela das que possible apras le décs. Les prélévements seront
excisés en utilisant des jeux distincts d’instruments stériles et placés dans
différents récipients stériles en verre ou en matiere plastique contenant
suffisamment de VTM pour qu’ils ne se desséchent pas. Pour le SNC, la
taille des préldvements sera d’environ 1 cm’; dans le colon, on prendra un
segment de 'ordre de 3-5 cm de long contenant des matidres fécales.
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3.1.2
Prélévements de sang pour les examens sérologiques

Le sérodiagnostic de linfection poliomyélitique chez des patients
atteints de poliomyélite n’est plus recommandé comme pratique
systématique en raison des difficultés liées a I'interprétation des résultats,
surtout i I'on tient compte des niveaux de couverture élevés réalisés avec
la vacein polio.

Pour les enquétes sérologiques, on se contentera d’un prélévement par
sujet retemu dans 1'enquéte; la quantité optimale sera de 5 a 10 ml de sang.
5i la ponction veineuse n’est pas possible, une quantité suffisant 2 la
majorité des examens sérologiques pourra &tre obtenue par prélévement
capillaire (pigQre au doigt); on obtiendra ainsi de 0,3 4 0,4 ml de sang qui
sera recueilli aseptiqguement, 2 P'aide d’une pipette, dans un petit flacon
muni d’un simple bouchon ou d’un bouchon & vis. Chez le nourrisson, on
peut aussi recueillir le sang par piglre au talon,

Tous les prélevements de sang seront placés dans des récipients stériles
sans anticoagulant ni conservateur. On laisse le sang coaguler a I’ambiance
pendant 2 heures; A défaut, le prélevement st rapidement réfrigéré (0°C
2 8°C environ) et débarrassé de son sérum dans les 24 heures. Le sérum
est séparé par centrifugation 2 faible vitesse (500 g" pendant 5 minutes)
et transféré dans un flacon stérile A I’aide d’une pipette stérile jetable. Si
I’on ne dispose pas de centrifugeuse ou si on doit traiter un grand nombre
d’échantillons, on pourra se passer de la centrifugation en enlevant
soigneusement le sérum aprés rétraction du sérum; veiller 3 ne pas
mélanger les hématies avec le sérum 4 cause du risque d’hémolyse pendant
la conservation et d’interférence avec les épreuves sérologiques ultérieures.

= Force centrifuge relative; pour convertir en RPM, appliquer la
formule suivante :
g = (11,7 x 10MRN? oix :
R = rayon en mm mesuré de I’axe du centrifugeur jusqu’au point
extréme sur la tube.
N = vitesse de "axe vertical en RPM.
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Disgues papiar fil Itra

Les prélévements de sang mféneurs a 0 3 ml peuvent &tre Mwecueillis
par imprégnation de disques papier filtre. Ces disques sont d’abord
calibrés pour absorber 0,025 ml de sang et stérilisés 4 I'autoclave & 10 PSI
pendant 15 minutes. Toutes les manipulations suivantes doivens étre

effectuées en utilisant des techniques, instruments et récipients stériles, car
 les édes sur les anticorps meutralisant le poliovirus sont réalisées en
cultures cellulaires. Prélever en tout 0,1 ml de sang (soit, 4 disques x
0,025 ml) et a) placer chaque disque immédiatement dans un flacon/tube,
clairement désigné, contenant 0,7 ml de milieu de survie (voir Annexe 2).
Conserver les prélévements 4 une température comprise entre 0°C-et 8°C
jusqu’a leur arrivée au laboratoire; les conserver ensuite 3 -20°C en
attendant de les examiner; ou b) placer les disques imprégnés de sang dans
un récipient sec bien étiqueté, les laisser sécher une nuit et les conserver

3 -20°C avant examen; leur élution est obtenue en ajoutant 0,7 ml de PBS
stérile (voir Annexe 2), puis ils sont mis 2 incuber une nuit entre 0°C
et 8°C. Les deux méthodes donnent une dilution au 1:8, qui est Ia dllunon
de départ du test de microneutralisation. "

L

3.1.3
Etiquetage des prélévements

Les prélevements réalisés chez un cas suspect de polio font 'objet
d’une identification nationale et internationale par I"attribution d’ un numém
type d’enquéte sur le cas connu sous le nom de muméro EPId. Ce numéro
d’identification sert de référence commune pour tous les laboratoires en ce
qui concerne le cas en question, .

Le numéro EPId peut &tre immédiatement instauré dans tout pays qui
commence 3 prélever des échantillons pour analyse. On procédera.comme
suit : 1'épidémiologiste confirmé, chargé de cette tiche, tiendra un registre
national spécial affecté aux enquétes sur les cas. Cet épldémlologlste (ou
toute personne habilités) attribuera un numéro EPId A chaque nouveau cas
sugpect de polio qui fait 1'objet d’investigations (voir Fig. 3).
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FIGURE 5 ‘

NUMERO EPId : SYSTEME MONDIAL POUR L/IDENTIFICATION
DES PATIENTS CHEZ LESQUELS LA POLIOMYELITE EST
SOUPGCONNEE

Code pays Année début Numéro patient suspecté
a de la de polio pour I'année
3 lettres * paralysie mertionnée dans 2° colonng

coL 50 008

* CODES DE PAYS A TROIS LETTRES

Afrigus Lo Arndriques Paciligue occidental

Faye Fays Fays Pays Fays Payn Code

Algéria Anguills Afganisten Albacie Bangisdisah Aumtralia
Angola Amtigus-at- Arabia Autricha Bhouten Bolau

Bénin Barbuda Sapuatite Belgique ircly Brunét
Botawana Aritillen Batwein Bulgaris Il orkale Darumastam
Burking Fass nariand, Chypra Dannmark, Makdives Cambodga
Biiriingi hrgenting Djibouti Esxpagra Mongolie Chire

Chrnar gry Bahamss Egypta Fintanda Mysrmar Fiji

Cap. Vare Barbade Ernivins Ersnca Nipal Guam
Comoras Belize ar abow Gréca Républiqus Hong Kong
GCoango Barmuder unis Hargrie populsira T Cook
Céte o'lvaire Balivie lraq It ande démocratiqua The Mo wiem
Ethiopia Bréwil Jamahiriya ¥l ands do Corde du Nord
Gabon Canadas b lur abi St Lanks lios Marshall
Gambis Chili Tiayrra tralia “Thailardy ik Sslomon
Ghona Colembia Jord andy Luxembourg Japen
Guinda Costs Rica Kavwalt Malte Kiribatt
Girkho-Biksau Cube Liban Monseo Macag
Guirde dquat. Doarminlgue Maroe Harvigs Maisinlp
Karya El Selvador Oman Pays-Disk Microcvirie
Leaotho Equataur Pk rayan Pologna Neuvalio-
Libbrie Etate-Unie Qatar Portuget Calbdonio
Madagancar o Ambrique Républigim Républioum Newsvirbe
Matowi Grenade arabe tadéraln Thtarrde

Mali Guyanne [ty d"Alleragne Migiad

M miiricg {rangaiss Répuiliqua République Papoussin-
Mauritanio Guadalaypa Hlarrique nocististe ' Nouveile-
Mazambique Guatomaie d'lren merviditiqe Guinéa
Namibie Guiysna Républigua do Philippinos
Niger Harti dis Vdroen Bidlorsmio Palyrdsia
Nigdria Honduras Samalla Réputdligque frangane
Cuganda [19 Solulan wocialista Adputsliaue
Républicin Calmanas Tunteie sovistique cHmaET Bt
Gontr fric, tan Turgues o' Ubraire popisira Lao
Répub. - Unie ot CaTque Roumania Républiqua
da Tanzania Il Vierges Ry s Uni da Corba
Réunion arndric. e Grande- Riipuaslioun
Howw wril Hen Viarges Brotegne at wosidlivte
Sarta-Hélgrg britan. d'Irlande du Viet Nam
Sao Tormh-pl- Jamalqua du Nord Samod
Prigipa Martinigua Saint-Marin wndricuinm
Séndgal Meaxigus Sushde Singapour
Sayzhallos Montoarret S Tokdisou
Sinrrh Lone Nicarsguas Tohécom Terda
Swvagiland Panama lovequin Tuvalu
Tehad Parsguay Turquie Varuatu
Toge Pérow Union dan Wialli-at-
Leirm Parta Rice Républiquas Futune
Zambim Adpubligue socialistes
Zimbabwa derninic. wovhinigie
Gaint- Yougoalavie
Chriwtopha-
ot-Nevie
Sainta-
Lucia
Laints
Vincant
Surinma
Trinité-st-
Tobago
Uruguay
Viarazusle
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On trouvera 2 la figure 6 un e¢xemple d’étiquette pour prél&fzement
comportant le numéro EPId, lequel sera placé bien en vue 2 la partie
supérieure de 1’étiquette et écrit avec une encre indélébile. B

FIGURE 6
MODELE D'ETIQUETTE POUR PRELEVEMENT

N° EPId
Nom du patient
Date du prélévement / /7

jour mois année

Les laboratoires ne doivent pas cacher les données indiquées 2 la
partie supérieure du formulaire; utiliser I’'espace réservé a cet effet
3 la partie inférieure du formulaire pour enregistrer le numéro de
chacun deas laboratoires, [a date, etc.

J ;'

314
Formulaire de compte rendu de laboratoire

A linitiative de 1’épidémiologiste national responsable des: activités
d’éradication de la polio, un formulaire d’enquéte sur les cas est rempli
pour chaque cas de polio suspect enquété.® Certaines des informations de
la formule d’enquéte sur les cas sont reportées sur le formulaire de compte
rendu du Iaboratoire (Fig. 7). Ce formulaire est acheminé avet ‘tous les
prélévements/zsolenwn.ts se rapportant & un cas particulier depuis le
prélevement initial jusqu’aw rapport final mettant un terme aux
investigations virologiques.
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FIGURE 7

PROGRAMME ELARGI DE VACCINATION - ERADICATION MONDIALE DE LA POLIOMYELITE
FORMULAIRE DE COMPTE RENDU DE LABORATQIRE PQOUR I'ANALYSE DES
PRELEVEMENTS

Nom du patient: Numéra EPId

Pays : Etat/Région : Ville/District :

Diagnostic clinique :

Date début ©  jour__ /mois_ fannée____

Antécédents vaccinaux (polia) : Date derniére dose VPO @ jour_ /mois_ fannge__
Type de prélévement : Patient/n”contact :

Effectué le :  jour___ fmois__ fannée_

Adressé le 1 jour__ /mois___ fannée Voir su dos nom/adresse anquiteur.

Laboratoire 1 [ National 3 Référence L] Spécialisé

Nom du laboratoire : Voir adresse au dos. ]
Prélevement regu le « jour mais fannée___ Température a la réception :
Type de prélévement : Isolement dy virug :

Isolement(s) adresséls) lab, de référence : Date envoi @ jour /maoisg lannée
Prélévement d origine

adressé au laboratoire de référence Date envoi = jour Imois fannée
Observations : Faites le : jour fmois fannée

Laboratoire 2 (] National L1 Référence L3 Spécialisé

Nom du laboratoire - Voir adresse au dos.

Préleévement/isolement(s)
regus le jour ____/mois fannée____ Termpérature 4 la réception : L]

Identification du virus ;

Si le ou les isolements ont &té

adressés au laboratoire spécialisé - Date envoi :  jour /mgis /année
Observations : Faites le : jour fmais fannée

Laboratoire 3 [ National L Référence ] Spécialisé

Nom du lahoratoire Voir adresse au dos. ]
isolement(s) recuis) le : j fm /a Température 3 la réception :

Identification du virug : Caractérisation du virus :

Observations : Faites la : jour fmois Jannée
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3.2

CONSERVATION ET EXPEDITION

DES PRELEVEMENTS

3.2.1
Considérations relatives a la température

La quantité de virus ou d’anticorps dans les prélévements effectués chez
les malades ou dans ceux qui sont soumis A des épreuves virologiques peut
diminuer au cours de leur conservation et de leur expédition. Ceci est de
nature 2 perturber gravement. les résultats du diagnostic virologique. If
convient donc de prendre des précauuons spéciales avant d’acheminer les
matériels au laboratoire et 1ors de leur transport, afin de les protéger dela
chaleur et de 1a dessiccation.

Les prélavements ne doivent pas étre congelés et décongelés a
maintes reprises. Les préldévements ne seront congelés que si Pon
est certain de maintenir 2 rous les stades du transport et du
stockage une température de -20°C au maximum. Cette exigence,
en général, n’est pas remplie par les chalnes de froid nationales
qui gdrent les prélevements. Il est donc recommandé de les
transporter et de les stocker & des températures comprises entre
0°C et 8°C,

3.2.2
Matériaux utilisés pour expédier les prélévements

Les matériaux et le matériel utilisés pour réfrigérer les prélevements de
polio peuvent &tre contaminés par le virus. Il est donc recommandé de
détruire ou de stériliser aprés chaque usage les matériaux ayant servi au
transport des prélzvements et de ne pas placer ces dermers avec les vaccins
dans le matériel de réfrigération,

Pour assurer la réfrigération des prélévements aux différentes phfases dn
transport ¢t de I'expédition au laboratoire et entre les laboratoires, il est
nécessaire d"utiliser des accumulatéurs de froid ou de la neige carbomque
ainsi que des récipients fortement isolants. Pour réduire au maximum le
poids et le volume des emballages et pour prolonger leur capa(:lté de
réfrigération, il conviendra de ramener 4 un minimum le volume|0c<:upé
par les prélevements. |
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La série de récipients destinés A recevoir les prélévements effectués lors
des investigations menées i ’occasion d’un cas isolé seront placés dans
une boite ou un sac plastique uniques (fermant bien) A peine plus grands
que Jes récipients et contenant assez de matérian absorbant pour garantir
que, en cas de fuites éventuelles des récipients, tout le liquide répandu
serait absorbé. Le formulaire de compte rendu de laboratoire sera placé
dans un sac plastique distinct fermé hermétiquement, puis enroulé autour
de Ia boite contenant les échantiilons ou fixé solidement & celle~ci,

Dans la mesure du possible, il est conseillé d’emballer dans le méme
carton ou la méme bofte isolants les prélévements réalisés 4 I'occasion des
investigations se rapportant A un cas donné, en vue de leur transport
Jjusqu’au laboratoire. Le PEV utilise des porte-vaccins et des bouteilles en
plastique connues sous le nom d’accumulateurs de froid qui peuvent &tre
affectés & cet usage.® Toutefois, aprés avoir servi & prélever des
échantillons, ils ne doivent jamais resservir pour transporter des vaccins.
Les exemples de récipients appropriés illustrés 2 la figure 8 ont une
capacit¢ maximale de 1,5 litre environ, non compris le volume nécessaire ‘
pour les accumulateurs de froid. Aprés avoir placé dans le porte-vaccins
la boite ou le sachet contenant les prélévements, on disposera tout autour
de ces derniers un maximum d’accumulateurs de froid congelés. Il ne
faudra pas moins de quatre accumulateurs de froid pour transporter les
prélevements dans un porte-vaccins; on les placera de fagon qu'ils
entourent complétement les prélevements. Ces conditions respectdes, ces
derniers pourront &tre conservés au moins 36 heures, méme avec des
températures ambiantes élevées (jusqu'a 43°C).

FIGURE 8
EXEMPLES DE PORTE-VACCINSG ET D’ACCUMULATEURS DE FROID
UTILISES PAR LE PEV
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Sous réserve gue les porte-vaccins et accumulateurs de froid destinds
au transport des prélévements ne soient pas manifestement contaminds par
des matitres fécales, on pourra les utiliser A nouveau aprds les avoir

nettoyés soigneusement avec de I’eau ou dans une solution d’hypochlorite
(eau de Javel).

Comme la temeur en virus des préldvements se détériore si les
accumulateurs de froid sont partiellement congelés, des accumulateurs de
froid non recouverts de « givre » seront placés avec les prélevements dans
les boites isothermes. '

Si 'on ne dispose pas de porte-vaccins ou de matériels spécialement
adaptés, il sera nécessaire de confectionner des récipients isolants A 1”aide
de matériaux disponibles sur place. On trouvera plus loin (Fig. 9 et 10) les
caractéristiques principales des emballages de ce type, ainsi que des
directives pour le choix des matériaux 3 utiliser,
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FIGURE 9 :
EMBALLAGES IMPROVISES
POUR L'EXPEDITION DE PRELEVEMENTS

AN

aj
b)

cl
d)

el
f)

g
h}

INFECTIOUS SUBSTANCE

30-60 ml de selles dans un récipient muni d'un bouchon A vis

sac en polyéthyiéne scellé pour les récipients contenant des ratiéres
fécales

sac en polyéthyléne scelld pour le compte rendu de laboratoire

rmatériau absorbant {le coton hydrophiie absorbe 8 4 10 fois son propre
poids}

accumulateurs de froid disponibles auprés du PEV national
polystyréne haute densité (30-38 kg/m? (petites bulles et indéformable)
étiquette pour substances infectieuses

emballage extérieur en carton ondulé double épaisseur ou matidre
plastigue
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FIGURE 10
MATERIAUX POUR L'EXPEDITION D’ECHANTILLONS
ENTRE 0°C ET 8°C QU A L'ETAT CONGELE

Dutde du voyage

Matériaux Mgoins de Deux &

24h trois jours

1. Volume maximum d'échantilions ermballbs 051 0,51

2. Epaisseur minimale de {'isolation
- palystyrdne faible densité 40 mm 110 mm
- polystyréne haute densité 30 mm 70 mm
- polyuréthane haute densité . 25 mm 50 mm

. Poids minimurm des accumulateurs de froid 0.8kg 2 kg
{transport entre 0°C at 8°C)
ou
Poids minimum de neige carbonique

{transport & |"état congalé; utiliser des
sbriquettes congeléass si possible)

R .‘\ﬁngng o] :.- R -5,;-5.;. :'F"" 3 TR potab
BEmERE T R
Isalation

Mousse polystyréne : habituellement blanche, elle a une densité
variable. La mousse faible densité, généralement utilisée pour les
matériaux d’emballage, a de grosses bulles et le doigt s’y imprime
aisément. Le polystyrdne faible densité est moins bon isolant que le
polystyréne haute densité (30-35 kg/m’), il est également de couleur
blanche, mais ses bulles sont petites, et le doigt s’y imprime plus

difficilement.

Mousse polyuréthane : de couleur jaundtre, doit ére dure au toucher.
(Les mousses en polyuréthane tendre que 1"on trouve dans les coussing et
les matelas sont impropres pour isoler les emballages destinés 2
I"expédition des échantillons). Le polyuréthane rigide a lui aussi une
densité variable et Jes mousses en polyuréthane haute densité, faites des
bulles les plus petites, sont les meilleurs isolants. I offre la meilleure
isolation que vous soyez susceptible de trouver sur place et I'on s’en sert
souvent pour expédier les denrées périssables.

Quel que soit le matériau utilisé, 1'isolation sera constituée de la fagon
suivante : les accumulateurs de froid, entourant completement les
prélevements, seront placés dans un emballage intermédiaire. Tous les
joints entre les parois et le couvercle de cette boite doivent &re bien
étanches. On obtiendra une bonne étanchéité en introduisant énergiquement
la botte ainsi constituée dans un emballage extérieur en carton dur et en
obturant les joints avec du ruban-adhésif pour que I’air ne puisse pénétrer
dans la boite. Si de I'air passe, la durée de réfrigération de I'emballage
aipsi obtenu sera considérablement réduite, surtout si la température
extérieure est élevée. |
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Accumulateurs de froid

Les accumulateurs de froid sont des bouteilles plates en matidre
plastique remplies d'eau/de glace fermées par un bouchon muni d’un joint
étanche s’opposant A une fuite éventuelle lors de 1a fonte du conteny, On
peut généralement se les procurer auprds des PEV nationaux, mais ils ne
doivent JAMAIS resservir a réfrigérer les vaccins aprés avoir été utilisés
pour transporter des prélévement au laboratoire, $i des bouteilles plates ne
sont pas disponibles, toute bouteille en matidre plastique fermant bien fera
I"affaire si les essais ont démontré qu’elle pouvait résister & des cycles de
congélation/décongélation sans se fissurer. Aprés usage, les accumulateurs
doivent &tre nettoyés avec soin 2 I'eau ou 2 I'aide d’une solution contenant
de I'eau de Javel avant d’&re A nouveau congelés.

Neige carbonique

s On n’utilisera la neige carbonique pour réfrigérer les
prélevements que si I’on est certain de pouvoir assurer, A fous les
stades futurs du transport et du stockage, une température maximale
de -20°C. Certe condition est rarement remplie au niveau des
chaines de froid nationales chargées de gérer les prélévements, leur
transport & l'érat congelé relévera généralement des laboratoires de
référence et spécialisés (voir fig. 10 pour plus de détails).

e P
i ,ff%%%ffﬁﬁﬁégfﬁﬁ&rﬁwy

3.2.3
Transport aérien

Siles prélavements doivent étre expédiés en fret aérien, les procédures
d’étiquetage et d’envoi seront essentielles pour I'acheminement sOr et
rapide des prélévements jusqu'au laboratoire.*'®, Voici la liste des .,
considérations les plus importantes:

® Choisir I'itinéraire le plus direct.

® Faire en sorte que les colis n’arrivent pas pendant un week-end ou un
jour de congé,

® Les informations suivantes seront données une semaine A 1’avance par
télex adressé au laboratoire :

- nombre de prélevements
- nombre prévu de colis et leur poids
- numéro et date/heure d'arrivée du vol

- le numéro de la lettre de transport aérien
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- « PRIERE D’ENVOYER UN TELEX SI LE COLIS
N’EST PAS ARRIVE » )

Les renseignements suivants figureront sur la lettre de transport
aérien :

- nom, adresse, téléphone/télex du destinataire

- nombre de prélavements

- mention « SUBSTANCE PERISSABLE »

- « TELEPHONER AU DESTINATAIRE DES RECEPTION »
(répéter le numéro de téléphone)

informations concernant la manutention 2 faire figurer sur la lettre
de trangport aérien :

- © « URGENT : NE PAS RETARDER : Substances

biologiques - périssables - & conserver & une tempéroture de
0°Ca 8°C. »

Un exemplaire de la lettre de transport aérien sera adressé au
laboratoire par voie postale au moment de 1’ expédition.

Doivent figurer clairement sur I’emballage :

- étiquette pour le transport de substances infectieuses (fig.11)

- . nom, adresse, téléphone, télex du destinataire
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FIGURE 11

MODELE D'ETIQUETTE DE MISE EN GARDE CONTRE LES SUBSTANCES INFECTIEUSES
APPROUVE PAR L'OMS ET L'IATA

FOND SYMBOLE ET
BLANC CARACTERES
EN NOIR

D %
INFECTIOUS SUBSTANCE

IN GASE OF DAMAGE OR | EAKAGE
IMMEDIATELY NOTIFY
PUBLIC HEALTH
AUTHORITY

6.2

DIMENSIONS EXACTES =
19 cm B 18 en
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4

ISOLEMENT ET IDENTIFICATION

DES POLIOVIRUS

4.1

ISOLEMENT DES POLIOVIRUS -

1l est indispensable que tous les prélevements cliniques ou autres
matériels devant faire ’objet d’investigations virologiques re¢oivent un
numéro d’identification spécifiqgue (voir 3.1.3) qui sera inscrit sur le
registre du laboratoire, dans le cadre supérieur du compte rendu acheminé
avec le prélevement et sur le récipient contenant ce dernier.

La plupart des prélévements nécessitent un traitement préalable avant
inoculation en vue de les débarrasser des débris macroscopiques et des
bactéries/champignons qui pourraient interférer avec les procédures
d’isolement du virus.

Comme la majorité des laboratoires de virclogie sont susceptibles de
recevoir, dans la méme journée de travail, de nombreux prélevements de
provenance multiple, il est essentiel de manipuler les prélevements avec
grand soin, non seulement dans le dessein de protéger le chercheur, mais
aussi d’éviter toute contamination virale croisée parmi les prélé\}emems,
ce qui pourrait conduire 2 des faux positifs. Le mieux serait de procéder
3 un étiquetage méticuleux de tous les récipients, tubes et flacons 2
centrifuger pour toutes les procédures citées ci-aprés.

4.1.1
Préparation des prélévements

Selles et prélavements de selles

1. A l'aide d’'un tube 2 centrifuger 2 parois €paisses, muni d’'un
bouchon 3 vis et résistant a 1"action du chloroforme, préparer une
suspension 2 20% du prélevement de selles dans du PBS complet
(voir Annexe 2) contenant 200 unités de pénicilline et 200 ug de
streptomycine (ou d’autres antibiotiques disponibles). Garder intacte
une petite portion du prélévement d’origine & -20°C pour un
éventuel transfert dans un laboratoire de référence spécialisé.

2. Fermer hermétiquement le tube et homogénéiser la suspension en
agitant énergiquement 3 la main ou au moyen d’un agitateur
mécanique pendant une durée déterminée.

3.  Mélanger le contenu des flacons (précédemment stockés)' avec du
chloroforme (1 volume pour 10) et agiter pendant 10 minutes.

4.  Centrifuger 2 500 g pendant 20 minutes 4 une température comprise
entre 0°C et 8°C ou A la température ambiante. '

5.  Recueillir soigneusement le surnageant et transférer dans un autre
tube 2 centrifuger propre et centrifuger 3 nouveau 2 500 g'pendant
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20 minutes. Recuelllir 2 nouvean le surnageant avec soin et ajouter
une solution antibiotique pour obtenir finalement une concentration
comptant 1000 unités de pénicilling et 200 pug de streptomycine.
Distribuer le surnageant 3 parts égales dans 4 flacons munis d’un
bouchon & vis convenablement étiquetés : 2 pour les épreuves
d’isolement du virus et 2 témoins, qui resteront fermés, permettant
une comparaison ¢n cas de résultats équivoques ou le transfert
éventuel des extraits d’origine dans un laboratoire spécialisé; on
conservera les flacons 4 -20°C.

Prélévements de gorge achominds dans le VI

1. Agiter énergiquement le tube/flacon contenant le prélévement ou
utiliser un mélangeur mécanique.

2, A I'aide d"une pince stérile, exprimer I’écouvillon contre 1a paroi du
tube/flacon, puis jeter I'écouvillon.

3. Répartir le liquide dans 2 flacons étiquetés. Verser un supplément ‘
d’antibiotiques (100 wunités de pénicilline et 100 ug de
streptomycine); conserver a -20°C,

Liguide céphalo-rachidien (LCR)

Les prélevements de LCR sont directement inoculés A des cultures
cellulaires conservées & -20°C minimum,

Matdriels nécropsiques
A, Tissus du SNC (cerveau, bulbe rachidien, moelle épiniére) dans le
VIM

1. Préparer un extrait & 10% de chaque tissu dans le PBS complet
contenant 200 unitds de pénicilline et 200 pg de streptomycine.

2. Homogénéiser au TenBroeck ou, 3 défaut, utiliser un pilon et .,
mortier et du sable stérile.

3. Transvaser le liquide dans un tube 2 centrifuger A parois épaisses,
muni d'un bouchon 2 vis et centrifuger & 500 g pendant 10 minutes.

4. Répartir soignensement le surnageant dans des flacons étiquetés;
conserver i -20°C ou, si possible, 4 -70°C.
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B. Colon gvec son contenu dans le VIM

1. Sortir le colon du VIM et le transférer dans une boite de Pétri;
ouvrir le colon et prélever par raclage une quantité suffisante pour
préparer un extrait 3 20% selon la procédure vue plus haut pour les
selles.

2. Recueillir le surnageant et le transférer dans 4 flacons étiquetds
conservés ensuite 4 -20°C.

4.1.2

Lignées cellulaires recommandées pour [isolement des
poliovirus

Si les cultures primaires de cellules de reins de singe comptent parmi
les plus sensibles pour la détection de petites quantités de poliovirus, il est
souvent difficile de les obtenir sur une base hebdomadaire régulitre. Les
pays, difficilement approvisionnés en cellules du fait de leur éloignement,
doivent faire face au probléme supplémentaire de la survie médiocre des
cellules li¢e & leur acheminement qui est forcément long. Heureusement,
les poliovirus cultivent facilement et donnent naissance 2 des lignées
cellulaires humaines continues d’une grande diversité.

L'OMS recommande que tous les prélévements présumés contenir
des poliovirus soient inoculés aux deux catégories de cellules
suivantes :

1. cellules RD, issues d’un rhabdomyosarcome humain et

2. cellules HEp-2 (Cincinnati) dérivées d’un carcinome épidermoide
humain.

Le choix de deux lignées cellulaires seulement pour le diagnostic
de 1a poliomyélite au laboratoire permet la normalisation des
techniques et la comparabilité des résultats entre divers laboratoires
de virologie.

Ces deux lignées cellulaires conviennent tout particulitrement du fait
de leur grande sensibilité 2 1’égard des poliovirus. La lignée RD offre
V'avantage supplémentaire de pouvoir en outre entretenir la croissance
d’autres emtérovirus (p.ex., certains virus Coxsackie groupe (A et de
nombreux Echovirus). Si l'on juge important de dépister de multiples
entérovirus, par exemple, dans les pays au stade A ou B de I'éradication
de la poliomyélite, I'isolement du virus pourra également nécessiter
d’autres lignées cellulaires ou cultures primaires, provenant notamment de
la mise en culture de cellules de reins de singe.
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Il importe de surveiller toute altération de la sensibilité des lignées
cellulaires RD et HEp-2 (Cincinnati) & 1’égard des poliovirus en titrant le
virus dans les souches de référence aprés 8 4 10 passages.

La survie des lignées cellulaires au laboratoire et leur préparation pour
la détection du virus sont décrites plus loin (Chapitre 7).

4.1.2
Isolement des poliovirus

Procédure

1. Prendre des tubes de culture fraiche formant un tapis cellulaire
monocouche (contréler au microscope), vider le milieu de culture
et le remplacer par un milien neuf (milieu de survie de Eagle) a
raison de I ml par tube (voir annexe 2),

2. Etiqueter les tubes en y portant le n® attribué au patient par le
laboratoire, I’année, le type de cultures cellulaires et le nombre de ‘
passages (p.ex., 100/89/RD/1 et/ou 100/89/HEp-2/1).

3. Inoculer un minimum de 2 tubes de culture de chaque type cellulaire
avec 0,2 ml d’extrait du prélévement et mettre 3 incuber en position
inclinée (5°) stationnaire 2 36°C. Un tube non ensemencé servira de
tube témoin pour chaque type de cellule.

4.  Examiner les cultures quotidiennement, & 1’aide d'un microscope
classique, pendant un minimum de 10-14 jours, pour y rechercher
un effet cytopathique éventuel (ECP) avant de les classer comme
cultures négatives. L'ECP provoqué par tous les entérovirus est
caractéristique de ce groupe, 2 savoir cellules qui s’arrondissent et
qui se détachent de 12 nappe cellulaire. Les tubes ol sont apparues
ces modifications morphologiques (ou les liquides de culture
recueillis) seront conservés a -20°C pour un nouvel examen.

Noter tous les détails concernant le prélevement (numéro de
laboratoire, dates des inoculations, passages, etc.) dans le registre
du laboratoire, .w

Une rapide dégénérescence des cultures cellulaires (1 ou 2 jours
aprés inoculation), peut étre due 4 une toxicité non spécifique du
prélévement. Les tubes seront congelés 3 -20°C, puis décongelés et
passés par volumes de 0,2 ml (second passage) sur des cultures de
méme type cellulaire. Siun aspect toxique se manifeste de nouveaun,
revenir A I'extrait de préldévement originel, le diluer au 1/10 dans le
PBS et recommencer I’ensemencement des cultures en procédant
comme plus haut.
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5.  Les cultures témoins doivent rester saines d'aspect. Toutefois, si au
bout d’une semaine, le « vieillissement » des cultures est évident
(c’est chose courante avec les lignées cellulaires continues), congeler
les tubes A une température de -20°C, décongeler et passer 0,2 mi
de liquide de culture dans des tubes de cellules fraiches en tapis
monocouche, de méme type cellulaire, que l'on examinera
quotidiennement pendant 7 jours supplémentaires. En tout, la
période d’observation pour I'isolement du virus ne devra pas &tre
inférieure a 14 jours; si aucun ECP n’est survenu au sein des
cultures au cours de cette période, le résultat sera considéré comme
négatif.

Certains virologistes utilisent, pour isoler le virus, une technique qui
differe de celle décrite plus haut. Au lieu de transférer directement 1’ extrait
d’échantillon dans des cultures contenant un milieu de survie, ils font
décanter le milieu de croissance cellulaire, rincent la couche de cellules au
PBS et laissent 1’extrait adsorber directement sur la couche cellulaire
pendant une heure 1 la température ambiante avant d’ajouter le milieu de
survie. Des études ont montré qu’au moyen de cette méthode, I'ECP peut
&ire détecté 1 jour plus tOt au moins, Mais cet avantage sera mis en
balance avec la possibilité de contamination virale croisée (sinon
bactérienne) dans les tubes due 3 la manipulation plus grande des cultures
cellulaires qu’exige cette technique. Les enquéteurs sont encouragés a
recourir 2 cette dernidre technique si les dimensions et 1'équipement du
laboratoire le permettent ou dans les régions o les formes paralytiques de
la maladie sont sporadiques ou rares.

La contamination virale croisée constitue un risque dans tout 1aboratoire
actif de diagnostic virologique lors de I’ensemencement des cultures, des
changements de milieu et des procédures de passage. Des précautions
extrémes seront prises pour ré&iuire au maximum ce risque, notamment
passage A la flamme des extrémités des tubes avant décantation des
milieux, ou leur bouchage. Si on a des raisons de suspecter qu’une telle
contamination s’est produite, répéter la technique d’isolement du virus en
utilisant Pextrait du prélévement originel. La répétition de I'épreuve est en
outre recommandée pour tous les cas épidémiologiques importants, par
exemple, cas-signal lors d'une flambée ou les rares cas conséeutifs i la
vaccination ou 4 un contact avec des sujets vaccinés.

L’isolement du virus intervient généralement dans les 2 semaines
suivant 1a réception du préldvement (identification du sérotype comprise).
Si I'on découvre des mélanges de virus, il peut s’écouler un mois avant
que les résultats ne soient disponibles.




36 : WHO/EFI/CDS/POLIOMO.

4.1.4
Isolement de poliovirus dans des échantillons prélevés dans
I'environnement

On peut suivre la circulation des poliovirus au sein d’une population en
recherchant leur présence dans I’environnement. Ce type de surveillance
s'effectue généralement dans les prélevements d’eaux usées. La recherche
d'une source ou d’un vecteur de flambée épidémique peut nécessiter en
outre I'analyse de I'eau de boisson/de bain pour y mettre en évidence
d"éventuels entérovirus.

L’analyse virologique des é&chantillons nécessitera une préparation
différente selon qu’ils proviennent de I’homme ou de I’environnement, la
concentration de I’échantiflon constituant une étape indispensable. Plusieurs
méthodes peuvent étre utilisées 3 cet égard. La méthode suivante est
relativement simple du point de vue technique, elle n’exige pas un
équipement cofiteux et peut étre maitrisée par n’importe quel laboratoire
de virologie; elle permet d’obtenir une concentration multiplige par 100,
ce qui suffit généralement pour des échantillons d’effluents. Des méthodes,
mettant en oeuvre des concentrations plus fortes, seront parfois préférées
pour Fanalyse d’échantillons d’eau de boisson/de bain.

Prélavernant d'dchantilions d'eau usde

L'emplacement choisi pour le prélévement devrait contenir des eaux
usées domestiques qui soient caractéristiques. Les effluents chargés
également de rejets industriels peuvent contenir des composés toxiques
susceptibles de compromettre les tentatives faites pour isoler les virus dans
les échantillons. Un litre d’eau usée est recueilli dans un récipient propre
et transporté, de préférence A une température de 0 2 8°C, au laboratoire
de virologie.

Prdtraiternant des échantillons d'esu usée pour l'isolement du virug :
cancentration par la méthode des deux phases

1. Solutions meres :
A.  Dextrane 3 20% (Pmol 40,000) dans de I’eau distillée (p/v).

B.  Polyéthylene-glycol 4 30% (Pmol 6,000) dans de 1’eau
distillée (p/v).

Il est souhaitable de préparer les deux solutions A et B en
mélangeant lentement une quantité de matiere séche pesée au
préalable avec une partie d’eau 2 l'aide d'un agitateur
magnétique. Quand la poudre $’est dissoute, ajouter le reste
de ’eau. On peut stériliser les denx solutions A I'autoclave.

[ )
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Mélanger 15 ml de la solution A et 100 ml de la solution B dans un
Erlenmeyer, ajouter 12 ml de 5 M NaCl et amener le mélange A un
volume final de 600 ml. (On pourra utiliser aussi tout multiple de
ces volumes,) Contrbler le pH; s’il est inférieur A 7, 1'ajuster 2 pH
7-8 avec 1IN NaOH,

Agiter pendant une heure 3 la température ambiante (20 2 25°C) A
I’aide d’un agitateur horizontal (ou magnétique). Aprés agitation, on
laissera reposer le matériel pendant 5 minutes. N'utiliser que le
surnageant, les grosses particules présentes dans 1effluent
interférant avec 1’étape de séparation des phases.

Transtérer le mélange dans un entonnoir 3 séparanon laisser
reposer 20 heures 2 une température de 0 2 8°C.

Recueillir 1a petite phase inférieure (2-3 ml) et séparer également
quelques millilitres de 1’interphase opaque. Traiter au chloroforme
comme 2 la section 4.1.1, sauf qu’'on utilisera des volumes égaux
d’échantillon et de chloroforme, et analyser les deux échantilions
pour la détection de virus cytopathognes.

Noter que la moitié seulement de I'échantillon d’eaun usée a été
utilisée. Le reste de 1"échantillon sera conservé entre 0°C et §°C
pour procéder éventuellement 3 de nouvelles investigations.

Inoculation d'échantillons d’eau usde & des cultures cellulaires

1.

Utiliser des bouteilles en plastique jetables (75 ¢m?) ou des flacons
en verre de taille équivalente plutdt que des tubes ordinaires,
contenant un tapis cellulaire monocouche, en vue d'augmenter la
sensibilité des tentatives d’isolement.

Mettre 2 décanter le milieu de culture, rincer la couche de cellules
avec du PBS et inoculer 0,5 ml de I’échantillon concentré extrait par
le chloroforme.

Aprgs une heure d’adsorption 2 36°C, vider I'inoculum et ajouter
20 ml de milieu de survie. Il est important d’enlever I'inoculum, car
les échantillons d’eau usée sont fréquemment toxiques pour les
cultures cellulaires.

Incuber 2 36°C pendant 7-10 jours et rechercher un éventuel ECP
comme il est décrit pour les cultures en tubes (voir section:4.1.3).

Les isolements réalisés & partir d’eanx usées contiennent souvent

plusieurs sérotypes d’entérovirus (et des virus d’autres groupes), ce qui
compliquera forcément les procédures d’identification (voir plus loin
section 4,1,5), En utilisant plusieurs lignées cellulaires humaines et
simiennes, de sensibilité différente aux entérovirus poliomyélitiques et non
poliomyélitiques, on augmentera les chances de trouver des poliovirus
parmi les autres entérovirus.,
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L’amplification enzymatique in vitro (PCR) pourra bientdt supplanter
ces méthodes de cultures cellulaires, qui sont fastidieuses, pour déceler les
virus en général et les poliovirus en particulier dans les échantillons d’eau
usée et les autres échantilions prélevés dans I'environnement. La sensibilité
de la PCR est si exquise que sa mise en ¢euvre ne doit &tre confiée qu’aux
laboratoires de virologie dotés d’un équipement sophistiqué.

4.1.5
Isolement de poliovirus dans des prélévements contenant
d’autres entérovirus

Les entérovirus autres que les poliovirus peuvent parfois provoquer une
atteinte  paralytique. Toutefois, I’identification d’entérovirus non
poliomyélitiques dans un échantillon provenant d’un cas suspect de
poliomyélite n’exclut pas la possibilité que I’échantillon rectle également
le poliovirus. La contamination en laboratoire peut aussi produire des
isolements qui semblent contenir de multiples virus. En cas de mélange de
virus, on dispose de techniques variées pour séparer les différents virus.

A Méthode des plages

La plupart des entérovirus forment des plages dans les cultures
cellulaires infectées en milien gélifié. Ces plages sont plus ou moins
caractéristiques de tel ou tel entérovirus, par exemple, larges plages
arrondies pour le pollxvirus de type 1 et petites plages irrégulidres pour
I’échovirus type 1,

1. Préparer un milieu nutritif gélifié, tel le milieu de survie de Eagle
{Annexe 2) contenant 1,5% de Bacto-Agar et du rouge neutre
au 1/30000.

2. Vider le milieu de culture des flacons 2 tapis de cellules jeunes
HEp-2 (120 cm?).

3. Ensemencer les flacons avec 0,1 ml - 0,5 ml d’extrait d’échantillon,
agiter les flacons par un mouvement de va-et-vient pour que
I’inoculum baigne uniformément le tapis cellulaire complet.

4. Incuber a 36°C pendant 1 heure pour permettre adsorption du
virus.

5. Couler sur chaque culture cellulaire 10 ml environ de milieu nutritif
préchauffé.

6.  Retourner les flacons aprds solidification de la gélose et faire
incuber & 36°C, en évitant I’exposition 2 la lumigre, le rouge neutre
pouvant induire une photosensibilisation.
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Examiner chaque jour les flacons 2 la recherche de plages, qui se
présentent comine des zones ternes entourées par des cellules viables
colorées au rouge neutre. A 1’aide de pipettes Pasteur, prélever avec
soin diverses plages représentatives de dimension variée (une pipette
pour chaque plage) et les faire passer sur des cultures en tube.

B. Nouvel isolamant an prééance d’anticorps spécifiques du virug identifié

En rdgle générale, si des poliovirus sont présents dans un échantilion

prélevé chez un patient, leur croissance rapide risque de masquer la
présence éventuelle d’autres entérovirus 2 croissance plus lente. Le
contraire est également vrai. Par exemple, ’échovirus type 9, autre
entérovirus A croissance rapide, identifié dans le prélévement, peut cacher
le poliovirus. Pour résoudre ce probléme, on peut utiliser la méthode
illustrée ci-aprds, en prenant comme exemple I"échovirus type 9 isolé dans
les selles d’un patient chez lequel la poliomyélite est soupgonnée.

1.

Mélanger 0,5 ml d’extrait du prélévement d’origine (mais FAS la
préparation pour 1’isolement) avec un volume égal de sérum anti-
échovirys type 9 contenant au moins 50 unités d’anticorps
neutralisants/0,1 ml (p. ex., si le titre d’anticorps homotypique du
sérum anti-échovirus type 9 est de 1/1000, utiliser & 1/20).

Faire incuber le mélange échantillon/immunsérum pendant 2 heures
ale°C. '

Inoculer 2 tubes de cultures cellulaires RD avec 0,2 ml du mélange
obtenu. '

Examiner les tubes chaque jour A la recherche d'un éventuel effet
cytopathique et récolter les cultures positives comme déerit plus haut
pour I’isolement primaire. :

Si ’on confirme que le virus isolé est bien un échovirus type 9,
c'est la preuve que le virus était présent, i titre élevé, dans le
préldvement d’origine et que l'immunsérum n'a pas réussi &
neutraliser complétement le virus, Recommencer les étapes 14 en
utilisant un sérum anti-échovirus type 9 contenant plus de
50 unités/0,1 m!; sinon répéter les mémes étapes A 1'aide d’extrait
du prélévement d’origine dilué & 1/10 et 1/100 et mélanger ‘avec 50
unités de sérum anti-échovirus 9. Sion n’isole aucun autre virus par
cette méthode des anticorps bloquants, c’est l’indication que
I"échovirus 9 était le seul virus présemt dans le prélevement
d’origine. La mise en évidence d'un nouvel ECP évocateur
d’entérovirus suggére qu’on est en présence de plusieurs entérovirus
et les procé&dures d’identification du virus doivent &tre mises en
route comme décrit A la section 4.2.
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4.1.6
Titrage des poliovirus

Dans le passé, il était usuel de titrer tous les isolements de virus avant
leur identification. Aujourd’hui, les virus qui produisent rapidement un
ECP aprés un ou plusieurs passages (c.-a-d. en 48 heures) sont utilisés 2
des dilutions choisies arbitrairement (p. ex., 10® et 10 aux fins
d’identification. Mais si des probl2mes surgissent, ou s'il faut déterminer
les niveaux d’anticorps sériques, le titrage du virus s'impose. A cette fin,
on pratique des séries de dilutions de 10 en 10 de l'isolement (ou
poliovirus-stock) dans la suspension virale, L’identification se fait alors par
microméthode (utilisation de puits sur une microplaque) ou par
macrométhode (utilisation de cultures cellulaires en tubes). Le titre du
virus (Dy,) correspond 2 la dilution 1a plus élevée produisant un ECP dans
50% des cultures cellulaires inoculées.

Microméthode
1. Dégeler la préparMwion virale 2 titrer.

2. Ajouter 1,8 mi du diluant de virus (p.ex., milieu de survie d’Eagle,
voir Annexe 2) A chacun des tubes 3 essai stériles d’une série de
8 tubes.

3. Ajouter 0,2 ml de virus au premier tube (== dilution & 10™") i I"aide
d'une pipette graduée stérile. Changer de pipette, mélanger avec
soin en évitant de faire « écumer » le liquide, ¢ce qui aurait pour
effet de disperser le virus dans I’atmosphére.

4. Transtérer 0,2 ml de la dilution 3 10" dans le tube suivant et jeter
la pipette; en prendre une neuve et mélanger soigneusement.
Continuer ainsi pour les 8 tubes avec des dilutions de 10 en 10,

Note : Pour éviter de reporter du virus au tube suivant, respecter
cette régle .

MELANGER - TRANSFERER - JETER

5. Distribuer 0,05 ml de chaque dilution du virus A une rangée de 4
puits d’une microplaque contenant déja 0,05 ml du milieu de survie
(voir fig. 12), Utiliser une pipette automatique A cOne jetable si on
en dispose; transférer d’abord la dilution de virus la plus forte, puis
les autres dilutions successivement.

6.  Distribuer 2 x 0,05 ml du milieu dans 4 puits qui serviront de
témoins pour les cellules non inoculées (voir fig. 12).
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7. Ajouter, A tous les puits contenant le virus et aux puits témoins,
0,1 ml de la suspension cellulaire appropri¢e, amenée avec le milieu
de culture 3 environ 1-2 x 10* cellules/0,1 mi (Annexe 2).

8.  Scotcher les plaques et incuber & 36°C pendant 3 -5 jours.
Examiner les plaques chaque jour & 1’aide d’un microscope inversé
pour faire 1a lecture d'un ECP,

FIGURE 12
EXEMPLE DE T{TRAGE D'UN ISOLEMENT DE POLIOVIRUS
PAR MICROMETHODE

' \g{lfjesr a gjlmloaiﬂgs
2| B
31 C
-4 D
-5 E
s| FE
71 G
v 41 H

. = ECP = ECP abszent O = PUits non

utilisés

Intarprétation des résultats

Titre du poliovirus 10*%® (calculé par la formule de Karber)
Témoins cellulaires creissance normale

On peut se servir des puits 5-8 des rangées A-H pour titrer un second
Virus.

Il
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9. Calculer le titre viral grice & la formule de Kirber :

log DI, = L -d (S -0,5 ob
= Jog de la premiére dilution utilisée pour le test
= log du facteur de dilution

= somme des pourcentages des tubes infectés (c.-a- d., cultures
montrant un ECP)

Exemple (voir aussi fig. 12) :

Dilution du virus Proportion de cultures infectées
10 4/4 =1
10% 44 =1
10° 4/4 = 1 e
10 214 = 0,5
107 1/4 = 0,25
10 0/4 =0
107 0/4 =0
108 0/4 =0
log Dl = L-d(-05
= -1-1(3,75-0,5)
= -4,25

Noter que la formule de Kirber donne un « log négatif » : le point final

50% se trouve a la dilution 10™% . Il est préférable d’exprimer le point

final du titre sous cette forme : la suspension virale contient 10** DIy, par ‘/
volume d’inoculum, soit 10** DI/0,05 mi dans notre exemple.
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Macromeéthode

Décongeler Ia préparation virale & titrer.

2. Ajouter 1,8 ml de PBS i chaque tube d’une rangée de 8 tubes 2
essai stériles.

3. Ajouter 0,2 ml de virus au premier tube (= dilution 10™) 2 1'aide
d’une pipette graduée stérile. Prendre une nouvelle pipette et
mélanger avec soin en évitant de faire « écumer » le liquide, ce qui
aurait pour effet de disperser le virus dans 1'atmosphere.

4. Transférer 0,2 ml de la dilution 10" dans le tube suivant; prendre
une pipette neuve et mélanger soigneusement. Continuer ainsi pour
les 8 tubes avec des dilutions de raison 10.

e | Note : Pour éviter de reporter du virus au tube suivant, respecter
cette ragle :

MELANGER - TRANSFERER - JETER

5.  Etiqueter une série de tubes de cultures cellulaires saines contenant
un milien de survie neuf; utiliser au minimum deux tubes pour
chaque dilution.

6.  Inoculer ces tubes avec 0,1 ml des dilutions appropriées; transférer
en premier la plus forte dilution de virus, puis des dilutions de plus
-en plus concentrées 2 1’aide d’une pipette automatique.

7. Ajouter 2 tubes inoculés ave¢ du virus non dilué et 2 tubes non
inoculés qui serviront de témoins.

8.  Incuber 3 36°C les cultures en tubes immobilisés en position
inclinée. Faire la lecture du titre quand le point final 50% (c.-a-d.
I’ECP) s’est suffisamment stabilisé (soit 3-5 jours). La dilution la
plus élevée produisant un ECP dans 50% des tubes inoculés contient
une dose infectieuse pour les cultures tissulaires/cellulaires (D1)
par 0,1 ml, '

9. Calculer le titre du virus 2 1'aide de la formule de Kiirber qui est
d’une utilisation simple et commode :

log DI, = L -d (S - 0.5) od
L = log de la premigre dilution utilisée pour le test:
d = log du facteur de dilution

S = somme des pourcentages des tubes infectés (c.-a- d.,
cultures montrant yn ECP)
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Exempla
Dilution du virus Proportion de cuitures
infectées

10! 272 =1

10 212 =1

107 22 =1

10 212 = 1

107 22 =1

10¢ 02 =0

107 02 =0

10°® 02=0

LogDl, =L-d(S§-0,5)
=.1-1(5-0,5)
= .55

Titre du virus = 10°°/0,1 ml

Bien que l'on puisse améliorer la précision du titrage en utilisant
4 tubes 2 culture par dilution du virus, les résultats obtenus au moyen de
2 tubes permettent généralement d’identifier le virus. La figure 13 montre
comment interpréter divers titrages de poliovirus.

Il importe de se rappeler que toute altération du systéme cellulaire
utilisé, des volumes de virus employés ou des jours de lecture des titres,
exige un nouveau titrage du matériel viral originel. Les virus qui
nécessitent un titrage sont utilisés 2 la concentration de 100 DI, par
volume d’inoculum pour identifier le virus et le soumettre A des examens
sérologiques. Par bonheur, les poliovirus (et les entérovirus d'une manidre
générale) sont trés stables si les fractions aliquotes sont conservées 4 -20°C
et, aprés dégel en vue de leur application 2 ces techniques, le méme titre
est habituellement retrouvé.
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E;?EUI\?F?LESDE TITRAGE D’ISOLEMENTS DE POLIOVIRUS PAR MACROMETHODE
Dilution du virus | 1sol. 1 Isol. 2 {sol. 3 Isol. 4 Isol. 5
107 +/+ /e o/a | LIRS E VRS +I+/+!,+'
1072 ++ +/+ ofa +/+f+]+ NI
107 w4+ +1+ olo +l+/+f0 +/afalo
10 +/o +1+ oo +/o/olo o/o/ofo
108 ofo ola ofo olololo o/o/olo
Dissf0, Tml 104 1046 Pas de 1038 1077

ECF {virus présent)
pas d'ECP {virus absent)

L=}
[l
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IDENTIFICATION DES 1SOLEMENTS
DE POLIOVIRUS

Pour I'identification des isolements de poliovirus, on mélange 2 part
égale un échantillon d’isolement dilué avec un choix d’immunsérums
polyclonaux obtenus chez des animaux ayant élaboré des anticorps dirigés
contre des sérotypes de virus connus. On met 3 incuber pendant deux
heures le mélange sérums/virus pour permettre aux anticorps de se
combiner avec le virus. Par la suite, on ajoute la suspension cellulaire ou
bien on inocule le mélange A des tubes de cultures cellulaires. Ces
derniers sont examinés chaque jour pour y rechercher la présence d’un
ECP. L'immunsérum qui inhibe la formation de I’'ECP indique 1°identité
du sérotype du virus.

Le test est réalisé au moyen d’un immunsérum polyclonal de titre élevé,
qui est alors mélangé a 100 DI, (intervatle 32-320 DI,;) de virus inconnu.
Autrefois, on titrait tous les isolements de virus avant les essais
d’identification. On préconise aujourd’hui de recourir 3 deux dilutions
arbitraires (10 et 10) pour les virus qui entrainent rapidement un ECP
aprés passage (dans les 2 jours). Si I'identification de 1'isolement venait 3
soulever des difficultés, il serait alors nécessaire de déterminer le titre du
virus (Section 4.1.6).

On identifiera le virus ¢ontenu dans l'isolement soit au moyen de
plaques pour microtitrage (microméthode) soit de tubes de cultures
cellulaires (macrométhode). La microméthode permet certes d’économiser
les précieux immunsérums antiviraux, mais entre des mains
inexpérimentées, le risque de contamination virale croisée parmi les
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isolemnents est important. La macrométhode nécessite, elle, un plus grand
nombre de réactifs, mais les diverses cultures en tube ne sont ouvertes
qu’au moment d’inoculer le sérum/virus. Si I'identification des isolements
pose des problémes ou si I'on craint un mélange de virus, on utilisera des
cultures en tube pour le typage du virus en neutralisation,

Si I'on parvient & isoler le virus dans les deux types de cellules RD et
HEp-2, il faudra impérativement procéder 3 1'identification des deux
isolements, car la sensibilité au virus varie d’une lignée i autre,

q.2.7
Immunsérums

Les laboratoires de virologie participant i Iinitiative de I’ éradication de
la poliomyélite ont pour fonction premidre d’identifier les poliovirus isolés
dans les échantillons prélevés chez les malades. Les premitres tentatives
faites pour isoler le virus devraient se concentrer sur ce seul aspect, 2
I'aide d’immunsérums polyclonaux antipoliovirus monospécifiques (types
1,2et 3 ), et/ou de pools de sérums antipoliovirus. Les demandes
concernant ¢es sérums doivent &tre adressées A CDS/EFPI, OMS, Gengve.

4.2.2
Identification par microméthode

On a besoin du matériel ci-aprés : 1) plaques microtitre, stériles,
jetables, & fond plat (pour cultures cellulaires); 2) film ou ruban adhésif
pour sceller les plaques; 3) pipette automatique réglable avec cOnes en
plastique, stériles, jetables, délivrant des volumes de 0,05-0,1 mi,

1. Préparer quatre pools d’immunsérums antipoliovirus (dilués selon
les instructions du fabricant) en procédant comme suit:

i. PoolP,+P,+ P,
ii. Pool P, + P,
iii. Pool P, + P,
iv. Pool P, + P,

Etiqueter clairement chaque flacon, ¢n indiquant le contenu du pool
et 1a date de la préparation. Une fois les 4 pools constitués, ceux
dont I'utilisation fréquente est nécessaire peuvent 8tre conservés 3
une température de 0°C a 8°C; les préparations-stocks seront
réparties en plusieurs flacons et conservées 2 -20°C. A chaque
nouvelle préparation d’un lot de pools, il est essentiel de confirmer
leur aptitude & identifier correctement des isolements de poliovirus
en éprouvant chaque pool vis-a-vis des poliovirus prototypes types
1,2et3.

anti-types 1, 2 et 3

anti-types 1 et 2

i

anti-types 1 et 3

anti-types 2 et 3
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10.

il
12

Déballer assez de plaques pour le nombre d’isolements 3 tester.
Etiqueter les plaques ¢n y indiquant le numéro attribué au
prélevement par le laboratoire, la date et les sérums (pools) utilisés.
1l peut &ire plus commode d’inscrire ces détails sur une feuille de
papier qui accompagnera chaque plaque numérotée.

Distribuer 0,05 ml de chacun des 4 pools d’immunsérums dans les
puits de 1a plaque microtitre (4 puits/pool) en changeant de cne
pour chague pool. Ajouter 0,05 ml de milicu de survie (voir annexe
2), par dilution de virus, dans 4 autres puits qui serviront de
témoins-virus (Fig. 14).

Diluer Jes isolements dans le milieu de survie a 107 et 167, dilutions
choisies arbitrairement comme on 1’a vu plus haut.

Ajouter 0,05 ml des isolements de virus dilués 2 10 a 2 puits et
le méme volume de la dilution 2 10® aux deux autres puits de
chaque pool d'antisérums et aux puits-témoins, en changeant de

- ¢One pour chaque dilution de virus.

Préparer un contre-titrage de l'isolement dans les tubes/flacons
contenant le milieu de survie, en commengant par la dilution la plus
forte utilisée (généralement, 107) et continuer avec des dilutions
successives de 10 en 10 (s0it jusqu’a 107, voir fig. 14).

Distribuer 0,05 ml du milieu dans 20 puits vides, ajouter ensuite un
échantillon de 0,05 ml de la dilution ¢i-dessus A 4 puits/dilution en
commengant par le virus le plus dilué.

Remettre le couvercle aux plaques et incuber A 36°C pendant
2 heures.

Pendant cette période d’incubation, préparer une suspension
cellulaire dans un ballon pour cultures cellulaires (type de cellules
ol le virus a été isolé) et 1a diluer dans un milieu de culture pour
avoir 1-2 x 107 cellules/0,1 ml.

Distribuer 0,1 'ml de la suspension cellulaire dans tous les puits
contenant le mélange sérum/virus ou le virus et dans 4 puits
contenant un volume de 2 x 0,05 ml de miliew de survie qui
serviront de témoins pour les cultures cellulaires.

Sceller les plaques avec du ruban adhdsif et incuber 2 36°C.

Examiner les plaques chaque jour (A Iaide d"un microscope.inversé)
pour faire 1a lecture d’un ECP, généralement pendant 3-5 jours,
Quand un ECP intact est observé dans les témoins-virus, enregistrer
les résultats définitifs le mé&me jour. Les pools d’immunsérums qui
inhibent la formation d’un ECP permettent 1'identification du virus
isolé ou des mélanges de poliovirus.
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13. A ce stade, il devrait y avoir un tapis cellulaire intact dans tous les
puits témoins cellulaires; le contre-titrage du virus devrait confirmer
que les dilutions de virus utilisées lors de P’épreuve étaient
acceptables (¢.-3-d., 100 DI, avec un intervalle de 32-320 DI,,).

La figure 14 montre la disposition classique d’une plague microtitre
avec |'interprétation des résuitats. Il est également recommandé d'inclure
dans chaque série d'épreuves d’identification 10 et 10* DI, de poliovirus
types 1, 2 et 3 (Souches Sabin).

FIGURE 14
IDENTIFICATION D'ISOLEMENTS DE POLIOVIRUS
PAR MICROMETHQDE

Poal Pool | Pool |Témains/Témains
PiePy | PPy | PPy | virus joeltules |
3 4|5 6 7 819 1011 12

Isolement virus X a -3
-4

Isolement virus Y 3 -3
-4

Contre-titrages: E
Isolement X .
F
G
lsolement Y
H

. - ECP O — pas d'ECP O = puits non ytilisés

Imerprétation des résuflatls :

Titre viral de l'isolement X = 10%*; isolement neutralisé par les pools polio
1+2+3;1+2;1+3

= Pyliovirus type 1

Titre viral de Visolement Y = 105 isolement neutralisé par les poals polio
1+2+3;1+2;2+3

= Polipvirus type 2
Témains cellulaires = Croissance normale

e
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4.2 3
Identification par macrométhode

L.

10.

11,

Préparer les 4 pools d’immunsérums antipoliovirus et les stocker
gxactement comme pour ia microméthode décrite plus haut.

Distribuer 0,2 ml de chaque pool dans des tubes A essai étiquetés
(ou dans les puits de plaques en plastique jetables de 22 cm x 14
cm) en changeant de pipette pour chaque pool. Utiliser 2 tubes
(puits) par pool.

Diluer I"isolement dans du PBS a 107 et 10, soit les dilutions
choisies arbitrairement et décrites plus haut. En méme. temps,

préparer un contre-titrage de 1'isolement en faisant des dilutions
allant de 102 a 107,

En changeant de pipette A chaque fois, ajouter 0,2 ml de virus dilué
a chaque tube (puits) contenant de I’antisérurn; mélanger doucement
les mélanges sérum/virus pour éviter de faire de 'écume.

Boucher les mélanges et mettre 3 incuber pendant 2 heures 3 36°C,

Pendant cette période d’incubation, sélectionner des tubes de cellules
fraiches en tapis monocouche et correspondant au type cellulaire ol
le virus a été isolé. Les &iqueter, en utilisant 2 tubes par mélange
antisérum/virus, 2 tubes de chaque pour les témoins-virus (10° et
10*) et & ubes supplémentaires pour le contre-titrage de I'isolement
de 107 a 107 et deux tubes non ensemencés pour servir de 1émoins
ceflulaires.

Transférer les mélanges sérum/virus (volume total de 0,2 ml/tube)
dans les tubes étiquetés correspondants, en se servant d'une pipette
différente pour chaque inoculation. '

Inoculer les cultures cellulaires avec 0,1 ml de solution de contre-
titrage. On peut se servir de la méme pipette, pourve que l'on
commence par la plus forte dilution de virus et que I’on termine par
les deux tubes A 10° et 107 chaque, qui serviront également de
témoins-virus. Ajouter 0,1 ml de PBS 2 chaque tube de culture
contenant le virus dilué (pour amener au volume de I'immunsérum),

Faire incuber 3 36°C les tubes immobilisés en position inclinée.

Examiner chaque jour, 2 I'aide d'un microscope classique, les
témoins-virus pour y observer un ECP complet (généralement
3 jours). Les tubes contenant les immunsérums sont lus le méme
jour. Les mélanges d’immunsérums qui inhibent la formation d’un
ECP durant la méme période permettent d’identifier le ou les
isolements.

Les résultats sont interprétés 2 la figure 15.
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FIGURE 15
IDENTIFICATION D'ISOLEMENTS DE POLIOVIRUS
PAR MACROMETHODE

Pool Poal Pool Pool identification du
P, +P,+P, P,+P; P, +P, P+ Py virug
0 0 o + Poliovirus type
0 0 + 0 Poliovirus type 2
Q + 1] Poliovirus type 3
o G + + Mélange poliovirus
types 1 & 2
o + o + Melange poliovirus
types 1 & 3
a + + 0 Mélange paliovirus
types 2 & 3 .
o + + + Mélange des 3 4
types de poliovirus
+ + + + Pas de poliovirus
ou mélange de
poliavirus avec
d'autres
eMmerovirus

= ECP
ECP absent

+ =
¢

1l

Avec la majorité des isolements, on observera probablement, un ou
deux jours aprds la lecture des résultats, une « percée » relative du virus
malgré la barridre de limmunsérum. Un effet rapide (c.-a-d., ECP
complet), peut &tre dt : A une dose trop forte de virus utilisé dans
I’épreuve, 2 la présence d’un mélange de virus, ou 3 une certaine variation .’
antigénique survenue dans l’isolement. 11 est donc recommandé de
confirmer tous les résultats A I'aide de sérums antipoliovirus
monospécifiques.
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5. | .
DIFFERENCIATION INTRATYPIQUE DES SOUCHES DE POLIOVIRUS

Pour les pays au stade A ou B de I’éradication de¢ la poliomyélite, la
différenciation intratypique devient importante. Cette technique permet de
démontrer si le poliovirus isolé chez un cas appartient A une souche
sauvage ou est d’origine vaccinale, Si le poliovirus sauvage est en cause,
1a souche circule-t-elle déja dans la région ou a-t-elle été importée d’une
autre région?

Deux méthodes de différenciation intratypique sont décrites dans le
présent guide, la premidre faisant appel 2 des séries d’anticorps
monoclonaux et la seconde 3 I'hybridation de sondes d’acides nucléiques.
Ces deux techniques sont actuellement utilisées dans un petit nombre de
laboratoires internationaux de référence.

5.1

SERIES D'ANTICORPS MONOCLONAUX POUR DIFFERENCIER LES SOUCHES DE
POLIOVIRUS

Les anticorps monoclonaux sont produits par des hybridomes dérivés
d’immunolymphocytes rendus immortels par fusion avec des cellules issues
d'un myélome, Les anticorps monoclonaux ont une sensibilité exquise vis-
a-vis des sites qu'ils reconnaissent sur un antigdne et une seule
modification des acides aminés peut bloquer la liaison anticorporale. Les
séries d’anticorps décrits ici sont principalement destinges 2 distinguer les
souches VPO des souches de poliovirus de type sauvage. .Elles ont &é
imaginées pour déterminer i les souches sont : a) identiques aux souches
vaccinales Sabin, b) en rapport avec ces mémes souches mais ayant subi
une dérive génétique, c) des souches sauvages types ou d) des souches
sauvages inhabituelles d’un point de vue antigénique.

Les anticorps de la série type 1 sont numérotés de 11 a 16, cenx de la
série type 2 de 21 2 26 et ceux de la série type 3 de 31 2 36. La figure 16
montre comment ils réagissent avec les virus de type sauvage et
postvaccinaux appartenant 2 la collection du National Institute of
Biologicals Standards and Control, Londres, Royaume-Uni. Certains de
ces anticorps sont spécifiques de la souche vaccinale Sabin ou de souches
dérivées. Les anticorps 11, 12 ¢t 15 ne réapissent pénéralement pas avec
les souches sauvages de type 1, 1'anticorps 24 ne réagit pas avec les
souches sauvages de type 2 et les anticorps 33 et 34 ne réagissent pas avec
1a plupart des souches sauvages de type 3 éprouvées. Dans certains cas,
ces anticorps ne réagissent pas avec des isolements issus notoirement de
ces souches vaccinales et obtenus chez des sujets vaccings ou contacts.
Ceci est dd A une modification du site antigénique du virus par suite de la
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réplication chez I'héte. Toutefois, une modification de tous les sites
spécifiques de la souche est peu probable, et si le virus réagit avec 1'un

quelconque  des  anticorps  spéeifiques de  souche, il dérive
vraisemblablement d’une souche vaccinale Sabin.,

Toute demande concernant ces séries d’anticorps monoclonaux doit étre
adressée 3 CDS/EPI, OMS, Gendve.
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FIGURE 16

POURCENTAGE DE POLIOVIRUS SAUVAGES ET
POSTVACCINAUX REAGISSANT* AVEC DES SERIES
D’ANTICORPS MONOCLONAUX

Séries d'anticorps Paliovirus type sauvage Poliovirus vivant
. postvaccinal
Type 1 11 0% 88%
12 0% B8%
13 49% 100%
14 51% 100%
15 0% 65%
16 37% 100%
Type 2 21 85% 100%
22 81% 75%
23 3% 100%
24 0% 80%
25 67% 100%
26 100% 100%
Type 3 3 92% 100%
32 24% 100%
33 8% 80%
34 2% 100%
35 71% 100%
e

* Résultats d*études menées au National Institute of Biclogical Standards and
Control, R.U., partant sur plus de 50 virus pour chaque sérotype.
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Procddure

En utilisant des isolements de poliovirus déj sérotypés et titrés :

1. Préparer une série de 8 dilutions du virus de 10en 10 en
commengant par 107 (¢.-a-d., 0,2 ml de virus plus 1,8 ml du milieu
d’essai d’Eagle (Amnexe 2), en changeant de pipette graduée 2
chague nouvelle dilution),

2. Ajouter un volume de 0,05 ml de ces dilutions 3 chacun des puits
d’une rangée de deux plaques microtitre et 3 gquatre puits d'une
rangée d’une troisiéme plaque; ¢.-3-d., rangée A pour la premidre
dilution, rangée B pour la deuxizme, ete. Les plaques doivent étre
déja étiquetées (code d’identification des préldvements, type et
numéro de 1’anticorps monoclonal, etc.) (voir fig. 17).

3. Diluer chaque anticorps monoclonal au 1/100 dans le milieu d’Eagle
et ajouter 0,05 ml aux 4 puits que comporte chaque rangée d’une
plaque pour microtitrage. Ainsi, 1a série des anticorps monoclonaux
sont distribués dans les cupules de deux plaques microtitre. Enfin,
ajouter 0,05 ml du milieu d’essai aux quatre puits de la troisizme
plaque microtitre. Cette plaque servira de titrage témoin pour
I"isolement des poliovirus,

4. Replacer les couvercles sur les plaques et incuber A 36°C pendant
2 heures.

5, Ajouter 0,1 ml de cellules HEp-2, remises en suspension dans le
milieu de culture pour obtenir une concentration d’environ 1-2 x 10*
cellules dans chaque puits.

6. Préparer un certain nombre de puits sur 1a troisi2me plaque pour
servir de témoins cellulaires en ajoutant le milieu d’essai aux puits
sous des volumes de 2 x 0,05 (= 0,1 ml au total), puis ajouter 2
chacun 0,1 ml de la suspension cellulaire,

7. Sceller les plaques avec du ruban adhésif et incuber 2 36°C pendant
7 jours,

8. Examiner les plaques 2 1’aide d’un microscope inversé aux jours
4 et 7; les puits montrant un ECP complet seront classés comme
posttifs. On calculera le log du titre du virus en présence et en
I"absence d’anticorps en appliguant la formule de Kirber et 2 la
valeur numérique de la différence sera affecté un indice de
neutralisation pour chacun des sérums, calcuié 3 I'aide de la formule
suivante :

Indice de neutralisation (NI} = log VTo - log VTma o :
VTo = titre viral en I’absence d’anticorps monoclonal

VTma = titre en présence d’anticorps monoclonal
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Un indice de neutralisation &gal ou supérieur & 1 indique que
I"isolement est sensible & 1’anticorps. '

1l est recommandé d’inclure dans toutes les épreuves faisant appel a des
anticorps monoclonaux les souches de poliovirus (atténué) de référence.
Les demandes concernant ¢es souches doivent 8tre adressées 4 CDS/EPI,
OMS, Genéve. '
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FIGURE 17

DIFFERENCIATION INTRATYPIQUE DE SQUCHES
DE POLIOVIRUS A L'AIDE D'ANTICORPS
MONOCLONAUX

PLAQUE 1 0,05 ml 0,05 mil 0,05 mi

d_’anticorps 1 d’anticorps 2 d'anticorps 3
dilué dilug dilué

1 23 4 9101112\
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FIGURE 17 (Suite)

PLAQUE 3 | e < 0,08 mi Aoy
5 6 7 81 '
osrse 1 | ACEORROC Y Y Y MO |
2 iii*@?i ¢3§§ & ....@B BRI
3l c $2$> 25?1"25? $$$>..O...QC
4
4
Vo
)

@ = puits-tests O = puits non ytilizés

Disposition des plagues-test at de la plague témoin

Les dilutions de virus sont réparties sur trois plaques. La dilution 107
est distribuée sous un volume de 0,05 ml dans chaque puits de la rangde A
de 1a plaque 1 et de la plaque 2, et dans quatre puits de la rangée A de la
plaque 3. La dilution 102 est distribuée pareillement sous des volumes de
0,05 ml dans la rangée B et ainsi de suite. Les dilutions d’anticorps sont
réparties sur les plaques 1 et 2. Pour le type 1, la sdrie comprend les
anticorps 11, 12, 13, 14, 15 et 16, Pour le type 2, la série comprend les
anticorps 21, 22, 23, 24, 25 ¢t 26. Pour le type 3, la série comprend les
anticorps 31, 32, 33, 34, 35 et 36. Le premier anticorps (11, 21 ou 31) est
distribué sous un volume de 0,05 ml dans les puits des lignes 1,2, 3 et 4
de la plaque 1. Le deuxidme anticorps (12, 22, 32) est dlstrlbué dans les
puits des lignes 5, 6, 7 et 8 et ainsi de suite. Les puits de la plaque 3
recoivent 0,05 ml de diluant. La plagque 3 prévoit également 8 puits,
contenant chacun deux volumes de diluant, et qui serviront de témoins
cellulaires.

Interpratation des résultats

La figure 18 montre et interpréte quelques-unes des réactions
caractéristiques observées.
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FIGURE 18

EXEMPLES D’INTERPRETATION DE REACTIONS
D'ANTICORPS MONOCLONAUX AVEC DES SOUCHES DE
FOLIOVIRUS DES TYPES 1, 2 ET 23

Typa 1
Anticorps monocionsl

1 12 13 14 18 16

-

Virus Interprétation

Sabin 1 + + + + + + Vaceln Sabin

VW + +* + +* + + | lsolsmont dérivé du vaccin

vwi + * * +* . + | Isolement dérivé du vaccin

Heng Kong 15/8 - - + “* - + Sauvags typa 1

Graeca 5/82 - - - - - + Souvage typo 1

Spain 459/82 - - - u - - Sauvagse typa 1 antigdne atyplgua

Type 2

Anticorps monacional
Virus 21 22 3 M 25 26 Intarprétation
Sabin 2 + + + + + + | Vaccin Sabin
KT228/1 + + o+ + + + | Ikeloment dérivé du vactin
KT4 28/ + + + + + + {eolamant dérivé du vacein
5603/lee/B014 + + + - * + | Sauvage type 2
A2068/Kuw/8017 + - + - + + | Sauvage type 2
N1 + + + - - + Sauvage typs 2
1-299 - . . . - + | Sauvags typa 1 sntighne atypique

Typo 3

Anticorps monocional
Yirus A 32 13 MU » I8 Interprétation
Sabin 3 +* + + + + + | Vaecein Sabin
Dma * + - + + + | izolamant dérivé di vasein
EM25G + + - * * + | Isolsment dérivé du vaccin
OMas + + + + + - Isoloment dérivé du vecein
DMEE * + . * + - Iaatamant dérivé du vaccin
-715 + + - - + + Sauvage typs 3
Ni-374 + + - - + - Sauvags typa 3
-1 + . . - + - Sauvage typs 3
Fin/23127/84 - - - - - - Sauvege typa 3 antigéne atypiguo

+ = poutralisd
- = non nautraliséd
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5.2 ‘
DIFFERENCIATION [INTRATYPIQUE D'ISOLEMENTS DE POLIOVIRUS PAR
HYBRIDATION AVEC DES SONDES NUCLEIQUES

Ces sondes constituent une méthode simple, sfire et rapide pour
différencier les isolements de poliovirus. On a mis au point des sondes
d"ADN synthétiques pour reconnaitre soit 1’ensemble des entérovirus
humains soit des souches de poliovirus spécifiques, tels que ceux isolés
dans des souches dérivées de souches vaccinales Sabin. La reconnaissance
se fait par appariement spécifique des bases des sondes avec les séquences
dans I’ARN du génome du poliovirus isolé. Les sondes utilisées pour e
groupe des entérovirus se lient avec les séquences conservées parmi les
entérovirus et les poliovirus, tandis que les sondes spécifiques de souche
se lient avec des séquences hautement variables au sein de divers sérotypes
de poliovirus. Bien que les séquences ciblées par les sondes spécifiques
aux souches Sabin présentent parfois des variations mineures lors de la
réplication du virus-vaccin chez I’homune, les conditions d’hybridation
décrites dans ce chapitre permettent de reconnaitre si ces variantes sont
liges au vaccin.

Ces sondes trouvent leur application avec les sérums hyperimmuns
utilisés pour I"isolement et le typage primaires du virus. L’isolement du
virus en cultures cellulaires est essentiel pour distinguer entre les divers
virus pouvant cohabiter dans les échantillons cliniques et pour amener les
titres de virus 2 des niveaux capables de donner des zones d’hybridation
ADN-ARN satisfaisantes. Il est essentiel de disposer de données précises
concernant le type de virus afin d’identifier correctement le poliovirus en
cause et de réduire la somme de travail totale nécessaire 2 la
différenciation intratypique en excluant précocement les entérowms non
poliomyélitiques des épreuves de routine ultérieures,

- Des sondes spécifiques 2 plusieurs génotypes de poliovirus sauvage ont
été élaborées de manidre A obtenir, par 1a mise en oeuvre de techniques
diagnostiques de routine, des informations épidémiologiques importantes
sur la distribution de génotypes sauvages caractéristiques. Il semble
possible de préparer des sondes génotypiques pour les poliovirus sauvages
endémiques dans diverses régions du monde. Mais le grand nombre de
génotypes de poliovirus sauvages existant actuellement dans le monde
entrainerait 1a constitution d’une vaste collection, La série de sondes
présentement disponibles comprend : 1) une sonde applicable au gr()upe
des entérovirus pour confirmer la présence d’un entérovirus (notamment
le poliovirus) dans un isolement et donner un certain nombre d’indications
sur la quantit¢ d’ARN présent; 2) trois sondes spécifiques 3 1a souche
vaccinale Sabin pour reconnaitre Ies isolements postvaccinaux pour chaque
sérotype. De nombreuses variations dans la conception des sondes et des
méthodes d’expérimentation ont été introduites avec succes. Ce chapitre
décrit les conditions d’utilisation de sondes génétiques synthétiques courtes
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en ligison covalente avac une molécule de phosphatase alcaline. On utilise
une simple réaction histochimique pour détecter les hybrides.

La technique de I'hybridation au moyen de sondes se décompose en
cing phases : 1) préparation des prélévements par traitement au
formaldéhyde; 2) immobilisation des ARN de poliovirus sur des filtres a
membrane; 3) hybridation par incubation des filtres dans des tampons
contenant les sondes spécifiques; 4) lavage des filtres pour éliminer les
sondes non liées et 5) détection des hybrides,

521
Préparation des prélévemants par traitement au formaldéhyde
Matériel

1. Tubes ou plagues microtitre 2 tapis complet de cellules jeunes RD
ou HEp-2 polio-sensibles.

2. Neige carbonique/bain d’éthanol ou congélateur (-70°C ou -20°C).
i, Solution saling de citrate de sodium 20X (20X 58C). (voir 5.2.6).

4. Solution de formaldéhyde & 37% (Produit pur pour analyse).

ATTENTION :
CANCERIGENE. EVITER I’INHALER LES
VAPEURS. PORTER DES GANTS DE PROTECTION.
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Procadure

ATTENTION :
LES MATERIELS INFECTIEUX NE SERONT
MANIPULES QUE DANS UNE
ENCEINTE DE SECURITE MICROBIOLOGIQUE.
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;
Pour chaque isolement de poliovirus, rincer des cultures cellulaires
formant tapis et leur inoculer 0,1 ml de la suspension. virale

provenant d’isolements cliniques en vue de produire des virus-stock
de titre élevé. Les cellules RD ont un bon rendement 4 cet &gard,

Aprés adsorption (36°C pendant 1 heure), recouvrir complatement
les tapis de cellules avec juste ce qu’il faut de milieu de culture
cellulaire (sans sérum foetal de veau),

Incuber les cultures 2 36°C jusqu’ obtention d’un ECP complet,

Mettre en suspension les cellules infectées par agitation. Congeler
(neige carbonique/bain d’éthanol ou congélateur) et décongeler
(36°C) deux fois.

Transférer 0,5 ml de la suspension virale dans un tube pour
microcentrifugation de 1,5 ml . Agglomérer les débris cellulaires
dans une microcentrifugense (> 10.000 g pendant 1 minute).

Transférer le surnageant dans un autre tube de 1,5 ml, Pour chaque
0,5 mi de surnageant, ajouter :

20X SSC 0,3 ml
formaldéhyde 2 37% 0,2 ml

Cyclomixer soigneusement et centrifuger brigvement (15 secondes).

Sceller le tube avec un film plastique pour empécher le bouchon de
santer et chauffer & 60°C pendant 15 minutes.

Remarque : La phase chaleur rompt les protéines du virion, libérant
I’ARN viral. Le 6X 55C (& la concentration finale) fournit les sels
fortement concentrés nécessaires pour fixer efficacemert I’ ARN sur
les filtres 2 membrane, Le formaldéhyde dissocie ’appariement des
bases au sein des molécules d’ARN, ce qui provoque la formation
de chaines étendues par les ARN natifs. La chaleur er Ie
Jormaldéhyde se comibinent pour inactiver totalemenr le pouvoir
infectant du virus de sorte que les étapes suivanies peuvent étre
exécutées, & 'air libre, sur les plans de travail du laboratoire.
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L’exposition prolongée au formaldéhyde dégrade les molécules d’ARN,
il est donc préférable de préparer seulement le nombre de prélévements
traités au formaldéhyde qui soient utilisables immédiatement. Les milieux
de cuhure infectés non traités ou les surnageants clarifiés peuvent étre
stockés indéfiniment a -20°C.
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Immaobilisation de I'ARN du poliovirus sur des filtres a
membrane

On peut étaler directement les prélévements sur des filtres 3 membrane
a l'aide d'une micropipette. Cependant, si les prélévements sont
nombreux, il est commode d'utiliser des plaques en plexiglas pour
immunotransfert. On peut s¢ procurer dans le commerce des plagques en
plexiglas & 96 puits semblables par leur taille et leur disposition & ceux des
plagues pour microtitrage, Ces plaques se composent de trois parties. La
base est reliée A une source de vide qui peut étre fournie par le systéme
central de dépression, un aspirateur d’eau ou une pompe a vide électrique.

Matdriel

1. Filtres & membrane en nitrocellulose.

ATTENTION :
LA NITROCELLULOSE EST TRES INFLAMMARLE,
NE PAS AUTOCLAVER,

Papier filtre épais.
Plaque pour immunotransfert,
Source de vide et flacons 2 filtrer.

Pince pour filtre.

Procddure

1. Couper les coins des feuilles de papier filtre et des filtres 2
membrane pour faire apparaitre les trous d’alignement sur la plaque.
Faire une marque sur le coin du filtre 2 membrane pour identifier
la cupule Al. Eviter de roucher ces filtres (porter des gants et
utiliser une pince), car les doigts gras risquent d’interférer avec la
fixation de I’ARN sur le filtre. Les filtres 2 membrane en
nitrocellulose sont fragiles et doivent &tre manipulés avec soin.
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10.

Imprégner un morceau de papier filtre épais avec du 6X SSC et le
poser sur la plaque.

Faire flotter le filtre dans un récipient peu profond contenant de
I’ean distillée pour 'humidifier. L’humidité accentue la couleur
foncée du filtre. Retourner leé filtre au bout de 30 secondes pour une
bonne imprégnation.

Evacuer 1’eau en trop et tremper bridvement le filtre dans du 6X
SSC comme ci-dessus (étape 3).

Positionner le filtre 3 membrane sur le dessus du papier filtre.
Serrer ensemble le «sandwich» et faire le vide doucement.

Pour s’assurer qu’aucun des puits n'est obstrué, filtrer une petite
quantité de 6X SSC A travers tous les puits. Les bulles d’air
empéchent la filtration complte du prélévement; on les éliminera en
tapotant légérement le support sur la paillasse. On cesse de faire le
vide quand tous les puits sont désobstrués.

A I'aide d’une micropipette, distribuer Ie prélévement sur le filtre
sous des volumes de 0,2 ml maximum déposés le long de la paroi
de chaque puits.

Faire de méme pour les autres jeux. Les prélévements doivent
contenir des ARN d’une souche de vaccin Sabin et d'une souche de
pohowrus sauvage & mre de référence. On a besoin de deux j _]E.I.IX au
moins :

- 1 jeu pour la sonde applicable au groupe des entérovirus et
- 1 jeu pour chaque sonde spécifique de souche.

Si les sérotypes des isolements sont inconnus, il est nécessaire de
préparer quatre séries en paralltle : une série pour la sonde
applicable au groupe et une série pour chacune des sondes
spécifiques de la souche Sabin. Les prélévements seront groupés de
manidre qu’en découpant des zones distinctes dans le filtre on
obtienne des images équivalentes contenant les divers ARN, Pour
une bonne orientation, venller 3 marquer soigneusement toutes les
pitces du filtre.

Apres avoir distribué tous les prélevements, faire doucement le vide
jusqu’a ce que tous les puits soient vides. Démonter la plaque et
enlever avec soin le filtre. 3 mémbrane.

Placer le filtre 2 membrane entre deux morceaux de papier filtre et
laisser sécher A I'air (zénéralement 30 3 60 minutes). Ne pas
chauffer les filtres. Le filtre est dé&sormais prét pour ’hybridation.




WHOQ/EPI/CDS/POLIOA0.1

Remarqgue : Les volumes de liquide de culture traité supérieurs 2
0,2 ml peuvent obstruer les filtres. Il arrive parfois que les
prélevements distribués sous des volumes inférieurs 2 0,05 ml ne se
répartissent pas uniformément au fond des puits. Dans ce cas, on

fera une nouvelle dilution avec le 6X SSC pour obtenir des volumes
de 0,2 ml.
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Hybridation

Pour diminuer les taches de fond dues 2 une liaison non spécifique des
sondes, on commence par faire incuber les filtres 3 membrane dans un
tampon d’hybridation ei I"absence de sonde : ¢’est 1a « préhybridation »,
La préhybridation est superflue avec de nombreuses sondes d’ADN
synthétiques, mais avec d’autres, il subsiste des taches de fond en dépit de
toutes les précautions. 1l faudra souvent procéder de fagon empirique pour
résoudre de tels problzmes.

Matériol

1. Tampon d’hybridation (voir 5.2.6).

Boites & sandwich en plastique que 1'on peut sceller.

Bain-marie & agitation.

Procédure

1. Placer les filtres dans des boites 3 sandwich en plastique contenant
1 ml de tampon d’hybridation par centimdtre carré de filtre 2
membrane. On peut mettre plusieurs filtres dans la méme boite.

Sceller les boites et les faire incuber 3 45°C pendant 2 heures
dans un bain-marie 2 agitation (120 RPM).

Aprds la préhybridation, transférer les filtres dans des boites
distinctes pour ¢haque sonde.

Ajouter 0,1 ml de tampon d’hybridation pour chaque centimbatre
carré de filtre 2 membrane (un dixi2me du volume utilisé pour 1a
préhybridation).

Ajouter la sonde au tampon d’hybridation 4 1'aide d'une
micropipette.

Sceller chaque boite et transférer dans un bain-marie 2
agitation a 45°C.

Incuber pendant 1 4 2 heures.

Transférer les filtres dans des récipients peu profonds, tels que
barquettes en plastique que 1’on peut sceller, pour les laver.
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Remarque : La technique des hybridomes met généralement en jeu de
petits volumes en vue d’accroitre les concentrations des sondes. Pour
garantir que toutes les séquences cibles accessibles peuvent s’hybrider, les
sondes sont ajoutées en excds stoechiométrique sur les séquences cibles
immobilisées sur les filtres 2 membrane. Les fortes concentrations des
sondes entrainent les réactions d’hybridation. Les températures optimales
pour que ces réactions se produisent représentent un équilibre entre
I’augmentation de la vitesse d’association des brins et 1a séparation des
hybrides sous l'influence de la température. Pour la majorité des
hybridations, les températures d’incubation optimales sont inférieures de
15 3 25°C aux températures requises pour la fusion (Td) des hybrides. Ce
sont principalement 1a longueur et la composition des chaines (les paires
G-C qui ont trois liaisons hydrogéne sont plus solides que les paires A-T
ou A-U qui en ont deux) qui déterminent les températures de fusion
d’hybrides parfaitement appariés, formés par les sondes d’ADN
synthétiques dans le 6X SSC. La formule suivante permet de calculer
approximativement ces températures :

T, = 4°C x (Nbre de liaisons G+C) + 2°C x
(Nbre de liaisons A+T)
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Lavage des filtres pour éliminer les sondes non liées

Matériel

Tampons de lavage A et B (voir 5.2.6).

2. Barquettes plastiques qu’on peut sceller, d’une capacité de 200 mi
ou plus.

3.  Bain-marie 3 agitation.

Procédure

I.  Laver les filtres deux fois pendant 3 minutes a I’ambiance en les
agitant dans 100 m! de tampon de lavage A.

2. Laver les filtres pendant 5 minutes 2 45°C en les agitant dans
100 ml de tampon de lavage A.

3. Laver les filtres pendant 5 minutes 3 45°C en les agitant dans
100 ml de tampon de lavage B (Note : pas de SDS),

Remarque : Les sondes non spécifiquement liées sont éliminées par
des conditions de lavage dites « astringentes ». Ce phénoméne
d’astringence s’accroit avec 1’augmentation de 1a tempérarare et la
diminution de 1a concentration saline des tampons de lavage. L'une
et I’autre de ces conditions cassent les ponts hydrogene formant
I’appariement des bases des hybrides.
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On peat recourir 2 un choix minutieux des conditions de lavage pour
sélectionner des hybrides ayant A des degrés divers un appariement des
bases incompatible avec les séquences cibles. Pour les sondes courtes, qui
ont moins de 30 nucléotides, 3 ou 4 appariements incompatibles avec les
séquences cibles éliminent virtuellement I'hybridation. Dans certaines
circonstances, méme un mauvais appariement au niveau d'un seul
nucléotide peut &re détecté par une diminution de la stabilité thermique
des hybrides. Les conditions décrites ici ont été optimisées pour distinguer
entre les isolements des souches vaccinales Sabin et les poliovirus
sauvages.

5.2.5
Détection des hybrides

Matdrigf

1. Boite A sandwich en plastique propre

2. Tampon pour le substrat de
la phosphatase alcaline

Nitrobleu de tétrazolium (NBT)

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate (BCIP)

Procédure

1. Transférer chacun des filtres lavés dans une boite A sandwich
propre. '
Ajouter 2 chaque boite 0,033 mi de NBT et 0,025 ml de BCIP dans
7,5 mi de tampon pour le substrat de la phosphatase alcaline,

Incuber 2 la température ambiante et dans I'obscurité pendant
4 heures maximum. Contréler au bout de 30 minutes si une
coloration survient.

Laver les filtres 2 la température ambiante dans de Feau distillée,
- Les laisser sécher dans 1’air ambiant.

Les zones d’hybridation se colorent,
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Réactifs

TAMPON D’HYBRIDATION

6X S5C/0,1% de sodium dodécyl-sulphate (SDS)/5X solution de Denhardt

20X 88C
SDS 10%
50X solution de Denhardt

Eau distillée

TAMPON DE LAVAGE A
1X S8C/5D5 2 0,1%

20X 88C

SDS 10%

Eau distillée

TAMPON DE LAVAGE B
1X §5C
20X 5SC

Eau distillée
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20X SSC

3,0 M NaCl/300 mM citrate de sodium (pH 7,0)

Chlorure de sodium (NaCl p.£58,4) ............ .. 876 g
Citrate de sodium

(Na,CH,O,H,0p.£2941) . ............. .... . 41 g
Eaudistillée ... ... ................. q.5.p. 5000 ml

Peser chaque élément et ajouter 4000 mi d'eau distillée. Remuer jusqu’a
dissolution. Ajuster & pH 7,0 avec quelques gouttes de 10 N NaOH.
Compléter le volume 2 5000 ml avec de I’eau distillée. Distribuer par
volumes de 1000 ml dans des flacons avec bouchon 2 vis. Stériliser 2
I’autoclave pendant 20 minutes.

SOLUTION DE DENHARDT (50X)

Ficoll ... .. . . . . 5g
Polyvinylpyrrolidone ... .. ................... 5g
Sérum albumine bovine (BSA) Pentax .

(Fraction V) . .. ... .. .. ..., .. ... ... ... .. 5g
Eaudistillée ........................ q.8.p. 500 ml

Stériliser par filtration. Conserver des fractions aliquotes de 25 ml A
-20°C.

TAMPON POUR LE SUBSTRAT
DE LA PHOSPHATASE ALCALINE

100 mM tris-HCl (pH 8,5)/100 mM NaCl/50 mM MgCl,

Tris-base ... ... ... .. .. .. 1,21 ¢
NaCl . 0,58 ¢
MgCL, 6H,O . ... ... ... .. ... ... . ..... 1,02 g
Eaudistillée . ....................... q.s5.p. 100 ml

Ajuster le pH 2 8,5 avec le HCL. Ajouter 20 mg de NaN, comme
conservateur. Stocker 3 4°C.







