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INTRODUCT ION

ETUDE de la DETECTION des
ANTICORPS CYTOMEGAL IQUES

Afin de dépister et d’identifier de fagon fiable le statut
immunologique contre le virus cytomégalique des donneurs de sang
ou d’organes,. une é¢tude sur les techniques rapides disponibles
pour la détection des anticorps contre le cytomégalovirus a eété
effectuee. ,

_( Cent- vingt et un donneurs de sang ont été évalués par ©
tests sérologiques dont 4 commerciaux:

- test d?immunofluorescence indirecte (Ele:tro—Nucleonics
_ Laboratories) -
+ — test de fluorométrie en phase solide (International Diagnostic
Technology)

- test immunoenzymatique (M.A. Riopreducts)
- test d’hémagglutination indirecte [Cetus Corparation),
ainsi que par un test de fixation HBu complément et urn test
d’hémagglutination passive décrit par Stewart. _
Vingt-neuf sérums ont été éliminés parce qu’ils montraient
des réactions non spécifiques dans un ou 1’autre des tests, 20
sérums sont positifs et 72 sérums sont négatifs,

Nous avons édtudié. les variables affectant le test
d’hémagglutination passive- selon Stewart. Nous avons pu
standardiser la concentration d’acide tannique en . sélectionnant
un seul mouton donneur d’hématies et en utilismant ses hématies

vieillies pour une méme période de temps. Aussi en utilisant
1’antigéne cytomégalique produit au Laboratoire de 1a Lutte
contre la Maladie, Santé et BRien—-Etre Social, Canada, les

hématies de controle doivent étre sensibilisées avec ]1’antigéne
normal correspondant.

La réaction non spéci fique des sérums en présence des
hépaties de controle sensibilisées A 17antigéne normal est peut—
etre due & la présence dans le sérum d’anticorps, dans la classe
des immunoglobulines M, diriges tontre des déeterminants
antigéniques A la surface des cellules non infectées ou contre
des composants cellulaires internes; au encore,cette reéaction est
peutétre due A& Une concentration protéique trop élevée dans 1la
+ préparation d"antigéne normal. .

Les tests .sont classifiés zelon- leur sensibilite, leurA
spécificité, leur précision ainsi qu’en fonction de leur taux de



-

. faux :posigifs et faux négatifs. Le test commercial
d’hemagglutination passive produit par Cetus Corporation donne 1e
meilleur rendement suivi. du test immunoenzymatique, de:,
flucrometrie, d’hémagglutination passive selon. Stewart, de -~
fixation du complément et d’immunofluorescence indirecte. -
Quand les tests sont classifiés en fonction des exigences
techniques selon les manipulations, le deélai,. 1’éguipement
nécessaire et la difficulté au niveau de l’interprétation de la
réaction finale, le test commercial d’hémagglutination passivep

produit par Cetus Corporation vient au premier rang; suivi par le

test de fluorométrie en phase solide, de —-1la réaction
immuncenzymatique, du test d’immunofluorescence indirecte et du
test d"hémagglutination passive selon Gtewart. Le test de

fixation du complément est;au dernier rang.
Parmi les tests étudiés, le test commercial -
d*hémagglutination passive produit par Cetus Corporation reépond
le mieux au besoin d’identifier de.fagon fiable les donneurs
positifs pour le virus cytomégalique et permet ainsi d° éliminer
ces donneurs afin de minimiser le risque de transmission du virus "
. au receveur. - ’ o .

——

(8]




[RIVRE R

. ETUDE DE LA DETECTION
'DES ANTICORPS CONTRE LE CYTOMEGALOVIRUS
PAR & TESTS SEROLOGIQUES

. ' REVUE DE LA LITTERATURE

-

Le cytomégalovirus _(Hémilton, 1982)° est un virus & ADN
double brin,’ a une capside composée de 1'62 capsomeres arrangés
dans une structure icosahédrale. Ce virus enveloppé, spécifique
a chaque espéce, est fprtg{ent associeé aux cellules.

Ce virus est responsable 'd’infections asymptomatiques dans
la majorité des cas, mais aussi d’infections’cliniques arayes

‘pour certains.

~Tout comme les autres membres de la famille des Herpesvirus,
le virus cytomégalique peut, par un mécanisme encore inconnu,
demeurer latent chez 17hote. Le phénomeéne de l'atence est
largement discuté dans la littérature. Plusieurs auteurs ont
mantrée le génome viral -ou méme }e virus lui-meme* présent &
1Tintériew de diverses celluwles sanguines et autres. En 1975,
Joncas et al. (Joncas.,. 1975) détectent 8 a 10 génomes
cytomégaliques dans des cellules lymphoblastoides. Pagano et al,
(1975) ainsi que Huangset al. (1976,b) montrent in situ, par la
technique d"hybridation cARN-ADN, la présence de genomes du virus
a I"intérieur des leucocytes périphériques. De 1975 a 1978, les
techniques d hybhridation (Huang, 1976 by Pagano, 197%: Huang,
1948  a; Jordan, 198T) servent & détecter le génome’  du
cytomégalovirus dans les cellules rénales, les leucocvytes
humains, le sperme ainsi que dans des carcinomes du colon. En
1982, Granett (1982) reéussit & isoler le virus cytomégalique &
partir de culture de lymphocytes T. Ces faits mettent en
évidence la présence du génome viral qui pourra etre reéactivé par
différents processus selon le cas, ex: au cours de la grossesse,
lors de la prise de certains médicaments immunosuppresseurs, etc.

Aprés une infection cytomégalique, toute personne est
susceptible de devenir porteur sain. Ces sujets sont des
donneurs potentiels de sang ou d’'organes. Par leurs dons, des
cellules infectées gui contiepnent le virus a 17état latent sont
susceptibles . d'@tre transmises A& un patient suite & une

transfusion de sang, de 1'un de ses sous—produits ou encore smite
4 une transplantation d’organes (rein, coeur, foie. moelle, etc.)

Il ‘est & noter cependant, que le donneur peut etre néqatif
pour le virus mais que le receveur de sang ou d’organe peut etre
porteur sain, c’est & dire avoir été atteint antérieurement d”une
infection cytomégaligue. Le receveur peut alors subir une
infection par réactivation de son propre virus. Le mécanisme de
cette reéactivation est encore inexpliqué.
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EFFETS PATHOLOGIQRUES

'l

Quelle que soit l7origine de 1 infection cytomégalique, les
infections qui en résultent peuvent varier d?’une infection

_asymptomatique, & un syndrome de mononucléose infectieuse, a.une

infection -systémique fatale. Selon le statut immunologique du
donneur et du receveur, certains groupes d’individus présenteront
un risque plus élevé. Ces groupes sont discutés en détail dans 1la.
section suivante. v

«

Les effets pathologiques qu’exerce le cytomégalovirus va-
rient en fonction de la population affectée selon qu’il s’agisse
de A. Population normale :

BR. Population a risque accru.

.

A. Population pormales .

Lorsque le virus cytomégalique infecte un hate normal, dans
la majorité des cas. il en résulte une <infection bénigne asympto-
matique (Oncogenic Herpesvirus, 1980. a; Hamilton, 1982 a). Les
seuls signes d une.infection sont: 17 augmentation du titre des
anticorps specifiques au virus et la présence de lymphocytes.
sensibilisés spécifiquement an virus.

La manifestation clinique d'une infection au cytomégalovirus
la plus souvent rencontrge . est le syndrome de mononucleose
infectieuse. De tous les cas de mononucléoses infectueuses, 6.6
% A& 12 4 (Ho, 1982 a; Hamilton, 1982 ) sont négatifs pour la
recherche d’anticorps hétérophiles et sont en fait des infections
cytomégaliques. -

a. Foetus. ‘ - ’

Le risque de transmission verticale de 1’infection
cytomégalique est important puisque 20 & 30 % des femmes
enceintes sont reconnues excreétrices du virus 4 un moment

_quelconque de leur grossesse. Certaines d’entre elles sont

atteintes polur la premiere fois d une telle infection, d'auwtres,
dej& sérgpositives, evcretent 1le virus A la suite d*une
réactivation ou d’une surinfection.

Le foetus d’une femme ayant une infection primaire court un
risque plus élevé dTétre atteint d’une maladie cytomégalique ou
g’etre .infecté comparativement au foetus d’une mére séropositive,

quoigque Embil et al. (1970), Huang et al. (1980), Krech et al.
~ (Hamilton,-- 1982)-. et -Btagno et al. ..(1973) rapportent des cas ol

des enfants nés de. méres séropositives sont aussi atteints de
maladie et d’infection cytomégaliques.

.



Le mode de transmission du virus de la mére séropositive au
foetus est encore inexplique: méme en présence d anticorps
maternels, le virus peut passer au foetus a partir de 1a
circulation sanguine maternel. L7infection qui en résultera peut
étre: asymptomatique et mise en évidence seulement par une
virurie, ou apparente et la sévérité variera en fonction des
organes affectés. Les symptémes les plus souvent rencontres,
probablement suite & une jnfection primaire chez la mére, sont
le retard mental et la surdite.

Dans une population non-sélectionnée de nouveaux-nes, le
pourcentage des beébés excreéteurs du  virus cytomégalique dans
1’urine varie, selon différentes &tudes, de .55 % a 2.54 Y
{Stern, 1968; Levinsohn, 1969; Starr et Gold, 196%9; Birnbaum.
1969; Hanshaw, 1959). -

Une étude similaire a été conduite & Hamilton, Ontario
(Larke, 1980); -les statistiques canadiennes qui montrent que .42
% des nouveaux-nés excrétent le virus, ne sont pas différentes
des études citées antérieurement.

b. Les nouveaux-nés: .

Les nouveawi—-nés gui nécessitent des transfusions sanguines
font partie de 1a population a risque accru.

En 1971, Luth@rdt (Ho, 1982) et en 1981, Yeager montrent
1’importance de sélectionner des donneurs de sanq négatifs pour
le cytomégalovirus quand cette transfusion est administree &  un
nouveau—né, plus particuliérement i "1 enfant est né d une mére
séronégative pour .le virus. Dans les deux etudes, aucun de= bébeés
nés de mére négative et recevant une transfusion d’un donneuwr de
sang négatif pour le virus n'a dévelaoppé d*infection.

. Les enfants nés de mére négative qui sont transfusés d un

donneur positif développent une infection cytomégalique sévere et

parfois meme tatale. D’apreés 1" étude de Luthardt, 3 % du aroupe.
développent une infection. D7 aprés celle de Yeager, 13,5 % de 74

. bébés sont infectés et S0 % de cewi-ci gouffrent d’une 1nfection

clinique . sévére et fatale. ' *X

- -t

Dahs les dew: études, les enfants nés de mére seropositive
transfusés de donneurs soit positif ou soit négatif ont un taux
d’infection similaire 'mais toutes ces infections sont

asymptomatiques.

Par ces études, les deux auteurs ont établi une . relation
directe entre le statut immunologigque du donneur et sa capacité
de transmettre le virus au receveur. Ils montrent que 17 agent
infectieux peut persister dans des cellules sanguines en
pregsence d’anticorps circu}ants.

. - .
. .
.
. . .
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c}' Les immunodéprimés par médicaments:’ -

Des études ont été faites sur les médicaments utilisés pour
supprimer 1’immunité en vue d’une transplantation d’organes tels
que rein, moélle, coeur, foie, -ou de thérapie telle gue le
traitement pour la leucémie.

~

En 1976, Dowling et al démontrait,que les patients traites a

1*afathioprine’” et au cyclophosphamide avaient un taux de

réactivation du virus cytomégalique supérieur auw groupe témoin.

En 1979, Cheeseman et al., ainsi quzgn 1981, Pass et al. et
Marker et ral. (1981) rapportent que les patients traites a 1a
globuline antithymocytees apres une transplantation rénale, sont

plus souvent virémiques que le groupe témoin. Par contre,
Pollard, en 1978, est incapable de démontrer ce phénomene chez
des patients qui ont eu le méme traitement de  globuline

. antithymocyte aprés une greffe cardiaque.

d) Les transplantés:
{ .

Chez les patients transplantes, outre 1les médicaments
immunosuppresseurs, d®autres sources (Oncogenic Herpesvirus,
1980; Hamilton, 19823 Ho, 1982) sont & l’origine d”infections
cytomeégaliques: : '

- 17organe transplanté
- les transfusions sanguines
- la réactivation d'une infection latente.

i) Organes transplantés: &ﬂ

Plusieurs auteurs ( Ho. 197%; Betts, 1975; Tobin, 1979;
Mar ker, 1981) montrent que 1 organe transplanté est la source du
virus pour une infection. Un groupe de patients séronégatifs
recoivent une ‘greffe de rein de donneurs séropositifs, le taux
d’infectivité est de 57 % (variant. de 33 a 83 % selon les
auteurs) alors que chez Un groupe de patients séronegatifs qul
regoivent un organe d7un donneur séronégatif, B % seulement
deviennent infectés (variant de O & 30 % selon les auteurs)..
Aussi, Preiksaitis (1982} incrimine le coeur transplante
comme étant 1la source du virus. Pour ce qui est des autres
organes {(foie, moélle, étc) trés peu d’études ont ete effectuées.
L]
ii) Transfusions sanguines: - P

Les transfusions sanquihes (ou de sous-produits sanguins
tels que leucocytes) ont eté 1’objet de plusieurs études et ont
éte reconnues comme représentant un risque élevé pour les
immunodéprimés. En 1970, Stevens montre que le pourcentage
d’infections observeées suite 4 une transfusion est proportionnel

»

au nombre d unités sanguines transfusées. Ces résultats sont
confirmés par Lang en 1977.

i n s b e




Monif, en 1974, montre gue les patients séronégatifs pour le
cytomégalovirus qui regoivent du sang d un donneur ‘aussi

séronégatif ne développent pas d infection alors que ceux qui en . .

regoivent d™un donneur séropesitif deviennent infectés.
P - -

En 1978, Tolkoff-Rubin étudie les patients qui sont transfu-—
séés avec des  unités de sang préservees de fagon conventidﬁnelfe
comparés a cew! qui sont transfusés avec des unités qui ont eéte
congel ées. Elle tire a8 conclusion que le taux d*infections
cytomégaliquez diminue \ chez les patients qui ont’ reqgu des
transfusions  de sang cohGelé puisque les leucocytes ne peuvent

survivre, Les recherchwes de Fiala (19753) et Rinalde (1979) qui
montrent la présence dulwirus a 17intérieur des leucocytes’
mononucleaires et polym onucleéaires corroborent ces résultats,

Deuws etudes distinctes, en 1980, Winston et en 196&, Hersman
eétablissent le lien entre la transfusion leucocytaire et 1%inci-
dence d infections cytomégaliques chez des patients leucémiques
ou des,receveuis de greffe de moelle osseuse.

iii) Reéactivation: s

Suwite a wne infection primaire, le virus persiste dans
certaines cellules chez le patient. Différents stimuli peuvent
dérarnger le systéme immunitaire de 1 organisme et le virus peut a
nouveau produire une infection. Cette réactivation ne produit
pas nécesdairement de manifestations cliniques mais est mise en
évidence par une virurie. Dans le livre de Ho (1982), 15 études
sur la reactivation du- cytomégalovirus suite a une
transplantation rénale ont été résumées. Hne moyenne de 85 % de
tous les cas évalues ont subi une reéactivation. Dix des 15

études ont un taux de réactivation variant de 90 & 100 % . Suite
& ces etudes, on peut établir 1 hypothese que tous les patients
séropositifs possédent le geénome viral A& l1°état latent et que la
presque totalité de cew—ci sont activés & la suwite d'une
transplantation.

Da A la fréquence et A 1" impact des infections
cytomégaliques dans la population A& risgue accru decrite ci-haut,
la nécessité de dépister les donneurs de sang ou dforganes

. asymptomatiques est évidente.

Pour mettre en evidence la présence du virus lui-ménfe che:z
les donneurs de sang ou d organes.’ il serait préférable
d’utiliser les méthodes suivantes: tests d hybridation de ARN—ADN
et culture de différents prélévements,

l.a technique d hybridation peul eétre effectude dens un délai. -

de 24 heures, elle peut détecter un titre de 1000 virus /7 ml,
cependant 1 utilisation de 1 isotope P32 pour marquer le ADN rend



ce test difficilement applicable dans un laborateire clinique
{(Chou, 1983) . -
La culture du virus cytomégalique est longue, il faut

souvent attendre environ 10 jours et davantage avant que 1la
culture ne devienne positive.

L*identification des porteurs sains du virus cytomégalique
parmi les donpews de sang ou d*organes est souvent urgente, 1la
transfusion ou la transplantation étant faite dans les heures qui
suivent la demande. Les laboratoires d'hopitaux nont pas le
temps nécessaire pour attendre les résultats d’une - culture et
bien souvent, -ni 17équipement ni le personnel spécialisé pour
effectuer un test d hybridation.

Le statut immunologique du donneur est le reflet d7une
stimulation antérieure par le virus. A défaut didentifier les
porteurs sains en démontrant le génome latent dans leurs
cellules, on peut dépister les anticorps cytomégaliques chez les
donneurs .de sang ou d’organes. La présence d”anticorps
cytomégaliques est 17indice d’une infection antérieure. Toute
per.sonne séropos1t1ve est ‘éliminéé comme donneur de sang ou
d’organe parce qu’elle est suscept;ble dréetre porteur sain.

La méthode a ‘utfliser pour détecter les ant1cor95
cytomégaliques devrait etre étalonnee en fonction d’un standard
connu pour la concentration d"IgM ou d’IgH specifiques au

cytomégalovirus, tel que recommandé par 1’Organisation Mondiale
de la Santé. Actuellement, ces' standards ne . sont . pas
disponibles. 11 nous faut-utiliser les tests commerciaux dont

les taux d’anticorps significatifs pour le cytomé@alnvxrus sont
définis empiriquement par ‘chacune des compagnies, par corrélation
avec les tests sérologiques classiques, tels que le test de
firation du complément. ' . - '

Nous avons choisi certains tests commerciaux - disponibles
pour la détection des anticorps cytomégaligues selon les critéres
initiaux suivants:

- simplicite ~'

- équipement minimum

-~ facitité d'exécution ¢
. =+ rapidite.

Pe plus, le test d'hémagglutination passive selon Stewart a
até inclus comme test utilisable pour la détection .des anticorps
cytomégaliques de méme que le test de fixation du complément, ce
dernier étant effectud dans la majorité des laboratoires de
virologie. .

-

LN

+

- Les objectifs du travail ont consiste:

A. - A& mettre au point le test d’ hémagglut1nat1on pas!;ve selon
Stewarts ... . e S
a) en étud:ant 1es d1fférentes ‘variables du - “test, soit: le

pouton donneur d’hématies, la période de maturation
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b)
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dhématies, la concentration d’acide tannique, les hématies
de .controle'” et

en évaluant la préparatxnn d’ ant1gene cytomégallque produ;te
pouwr le test de fixation du complément au Laboratoire de la
tutte Contre la Maladie, Santé et Rien-Etre Seccial . Canada.
Nous voulions un test simple: comme Stewart utilise un
ntigéne de fixation du complément., nous avons utilise celu1
qui éta1t facilement disponible au Canada.

a cumparer les tests commerciaux disponibles en fonction:

du rendement: 1aVsen51b111té, la spécificité, l'exactitude,
la fiabilite et

des exigences techniques: la faciliteé d execution, le deélai.
l’éq%épement, 12 lecture subjective.

'
o i
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" METHODES

1. REACTION d’ IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE.

-

Le test d immunofluorescence indirecte utilisé est celui
produit par Electro-Nucleonics Laboratories, Inc.” (Antibody to
cytomegalovirus, 1982). :

La méthode utilisée est la fluorescence indirecte telle que
décrite par Weller et “Coons (1953). Le test utilise un frottis
formé d’un mélange de cellules non infectées et de cellules
infectées par le cytomégalovirus AD 169, mis en contact avec un
sérum humain. 8i le sérum contient des anticorps contre le virus
cytomégalique, ceux—ci s’attacheront aux sites rgactifs des
cellules infectées pour former un complexe antigéne—anticorps.
S’il n’y a pas d’anticorps preésents contre cet antigéne dans le
sérum, aucun’ complexe ne se formera.

Le frottis est lavé avec du tampon pHosphate afin d’eéliminer
les constituants du sérum qui ne sont pas attacheés.

On ajoute un anticorps anti-gamma—-globuline humaine couplé &
1*isothyocyanate de . fluoresceine qui réagit avee
l’immunoglobuline humaine G déja fixée sur 1’antigéne.

Un deuxiéme lavage est fait pour éliminer 17 1mmunnglobu11ne
marquée non fixée et 1"isothyocyanate de fluoresceéine d1550c1é de
l17anticorps marqueé. , .

Un résultat positif montre une fluorescence verte associée
seulement aux noyaux des cellules infectéees et observable au
microscope a fluorescence. Une fluorescence verte non associée
aux noyaux est non spécifique et peut etre due aux récepteurs Fc
présents sur la membrane des cellules infectédes.’

Voir s:héma 1: Reéaction d’immunofluorescence indirecte.

.
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REACTION D' IMMINOFLUORESCENCE -INDIRECTE
A ANTIGENES CYTOMEGALIQUES . -
L I '
i IMMNOGLOBULINES G SPECTFICUES
AUX ANTIGENES CYTOMEGALICUES
+ \ .
.
IMMNOCLOBULINES RUMAINES NON SPECIFIQUES
fl\ AUX ANTIGENES CYTOMEGALICXIES
\ /N
A
\ u,
i ANTICORPS ANTI - GAMMA - GLOBULINES HUMAINES

OMIUGIES A LA FLUORESCEINE ISOTHIOCYANATE
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2. FLUCRDOMETRIE en PHASE S0i. IDE

-

Le test de fluorométrie en phase solide utilise est’le test
FIAX (R} pour la detection des gamma-—-globulines humaines contre le
cytomégalovirus, Ce test a été mis au point et produit par
Internatipnal Diagnostic Technology. Inc. (Fiax (R) test kit for
cytomegalovirus G antibeodies, 1982) ' .

. .
Une préparation d'antigénes cvtomegalques. souche AD 169,
est adsorbée sur une membrane de nitrate dercellulose. sur la
face A d'un batonnet. La face R o0 aucun antiqgéne n'ecst adsorbe
cert & déceler la fluorescence non spécifique.
Les faces du éétonnet sent mises en présence d un | Sérum
hdmain. S*il y*a des anticorps Ig6 contre le virus cytomégali-
que, ils se fixent de facon gpécifique. Apreés un href lavage
dans une solution tampon, les batonnets sont mis en contact avec
les anticorps apti--gamma-gl obul i nes humaines Jies &
1 isothyocyanate de fluorescéine. Ceuw:~ci se fixent doe fagon
spacifique sur le complexe antigéne-anticorps. 211 esl présecht.
Un deuxieme lavage est gffectud pour éliminer les anlicorps .

" conijugués qul nTont pasz &tée finés,

.. F)

l.e fluorométre FIAX est utilisé pour lire la flucorescence
obtenue sur la face A (réaction spécifique antigeéne -anticorps) et
sur la face R (réaction non spéclfique) et exprime leos  lectuges
en unitédhde signal fluorescent (USF). 1La djfférence de USF (UISF

" face A - USF face ) de 4 calibrateurs sert a tracer une courbe

standard en fonct:on de leur lLitre FIAX(E)Y connu. l.e difference
de USF des sérums & évaluer est lue sur l& courbe standard.

Voir schgﬁa 2 Fluorométrie en phase sogide.'

e
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FLUOROMETRIE EN PHASE SOLIDE

FACE du bitomnet ol les ANTIGENES CYTOMEGALIQUES
SONT ADSORBES - (EPREUVE)

‘FME du bitonnet ol AIXTN ANTIGENE
R'EST ARSOREBE ' {OONTROLE) -

‘ «

IMMNOGLOBULINES G SPECTIFICUES |

IMMUNOGLOBULINES HUMAINES NON SPECIFIQUES

AUX ANTIGNES CYTOMEGALI(UES

ANTICORPS ANTI - GAMA ~ GLOBULINES HIMAINES
ONJUGLES A IA FLUORESCEINE ISOTHICCYANATE

UNITES DE SIGNAL FLUORESCENT
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=. REACTION IMMUNOENZYMATIQUE

8

Via reaction immuncenzymatique indirecte utiliséde est telle
que dé;rite par Moller et al. (197&4; 1976 a) st dont les reactifs
=ont  produits par M.A. Eioproducts (Cytomegelisa (TH test kitl),

—————— t

Une preparation d"antigenes cytomé&égaliques, souche AD 169,
est adsorbée passivement sur une surface seclide (1ci puits de
plaqgque?l. On met ensuite cette surface en présence dun sérum
humain. Les immunogleobulines s’attacheront si elles sont

spécifiques pour les antigéenes adsorbés.

On lave les plagues avec du tampon phosphate pour ~ eliminer
jes anticorps non attaches. i

) On ajoute des anticorps anti-globulines humaines G liés a
une enzyme. Ces anticorps. conjugués se fixent de fagon
spécifique sur le complexe antigene-anticcorps, s7il est preésent.

" Aprés une période d'incubaticon., on effectue un dewxiéme lavage

pour -¢liminer les anticorps conjuqueés non fixés.

.On aijoute un substrat spécifique a 17enzyme. l.a reéaction se
produit pour une période de temps déterminée et & 1w fin de
celle-ci, ©on arrate 1 hydrolyse ' du substrat .par 17 enzyme  en
ajoutant du NaOH. La reéaction colorimetrigue esi luc par densite
optique. '

La meme procédure est suvivie afin d’adsorber sur des puits
une préparation d'antigeéenes normau et de faire réagir les sérums
avec ceuxs-ci. Ces réactions du sérum avec les 2 préparations
d’antigenes sont effectueées en meme temps afin ‘d4liminer les
activités non spécifiques gui pourraient etre présentes. Lé
lecture de densité optigue du puits.du la préparation d7antigere
normal est  adsorbée soustraite "3 celle ou la .préparation
d*antigenes cytomégaliques est présente donnera la lecture de -
densité optigue g - est proportionnelle & la concentration
d’anticorps contre les antigénes du cvtomégalovirus. '

-

‘Yoir schéma 3: Reéaction immuncenzymatique.
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M ANTIGRNE NORMAL  (CONTROLE)

. -~
-y a -

AUX ANTIGENES CYTOMEGALI(NUES

.. IMANOGLOBULINES HUMAINES NON' SPECIFIQUES

v e o

fl\ AUX ANTIGENES CYTOMEGALICUES

. T | |j;| ANTIOORPS ANTI - GAMMA - GLOBULINES. HUMAINES

LIES A UNE ENZYME

D.O. . T IECTURE DE DIENSTTE OPTIQUE

- 17



IIIIIIIIIIIIIIII

lana  Llacal
+ +
4 %
\) ¥
F OO UL
- B
AL leatal
g0 L5
IS ST W
' ¥ )

I?f ﬁz ﬁiz' | 5§ |
+ +
A
584 e @ |
+ 4+
< r
A ﬁz,f; i Lo j’g. |
e







. 4. REACTION d HEMAGGLUTINATION INDIRECTE

Deux tests d’hémagglutination indirecte ont été utilisés:

I. le test commercial tel que décrit par Yeager (1979) et
produit par Cetus Corporation (Indirect hemagglutination
"test for cytomegalovirus, 1982). >

I1. le test tel que mis au point et décrit par Bernstein and
Stewart (1971; Bollew, 1978)- * .

| .
L hémagglutination indirecte consiste A adsorber des anti-
génes sur la surface de globules rouges. Ceux-ci deviennent les
indicateurs de la réaction antigéne—-anticorps.

L. adsorption des antigénes se fait généralement en altérant
la surface des globules rouges par un traitement & 17acide tanni-
que, '

Suite A ce traitement, 1les globules rouges porteurs de 1la
préparation antigénique choisie sont mis & réagir avec le sérum a
évaluer. Si le sérum contient les anticorps contre les
déterminants antigéniques adsorbés sur les globules rouges, un
réseau d"hémagglutination se formera.

Voir schéma 4: Reéaction d’hémagglutination indirecte.

I. Hémaﬁglut;nation indirecte selon Cetus Corporation:

Le test utilise comme indicateur de la reéaction des globules.
rouges humains du groupe 0, fixés a la glutaraldéhyde, traitgs a
1’acide tannique et sensibilisés avec une préparation antigénigue
du virus cytomégaligue, souche AD 169.

Les cellules controles sont des globules rouges humains ‘du

groupe 0, fi)xés et tannés; aucun antigéne normal n'a été adsorbé
a leur surface..

I11. Hémagglutination indirecte selon Rernstein et Stewart:

Le test .utilise comme indicateur de la réaction des globules

rouges de mouton tannés et sensibilisés avec une préparation

antigénigque du virus cytomégalique} souche AD 169. Les cellules
controles sont des hématies tannées seulement, aucun -antigene
normal n’a été adsorhé & leur surface.

PRI IITAS dan ¥
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ACTDE TANNIQUE

ANTIGENES CYTOMEGALIQUES

!
IMMNOGLOBULINES G et/ou M SPECTFI(UES

AUX ANTIGENES CYTOMEGALIQUES

IMMONOGLOBULINES HUMATNES NON SPECIFIQUES

.AUX ANTIGENES CYTOMEGALI(XIES
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o, FEACTION de FIXATIOHN du COMFLEMENT

La réaction de fivatyion du complément (Hradsteet, 1962 est
gr andement utilisee dans la&a majorité des laboratoires de
virologie. Elle peut servir de moven d*identifier un virus., mais
son  principal uwsage est de montrer la présence d'un enlicorps
viral dans le sérum. )

Cette méthode de détection des «nticorps o des  antigenes
viraux s applique & la majorite des virus.,

ta fisation du complément est up test qui met en présence un
antigéne (connu ou 1nconnu) et un anticorps {(inconnu ouw  connul.
Les immunonlobulines décel ées par cette réaction  appartiennent,
dans le cas du viruz cytomégalique, non seulement a la classe’
des 116G mais probablement aussi aux TaM (Fereira, 19873 Booth,
1980; Cremer. 1978). Un complexe antigéne-anticorps =e¢ forme s7il
z*agit d’antigeéne-anticorps homol oque.

Une source de complément., & une concentration optimale et
constante, est ajoutée. Durant une période d incubhatien, s i1l v
2 des compleres antigéne-anticorps formes, 1ls Ffixent le
complément. Celuwi-ri n"est donc plus dasponible pour reagir avec
le dewiiéme complexe antigéne--anticorps, soit des globules rouges
de mouton senslbilicséds & l’hémn]ksine. introduit dans la
réaction.’ Aucune lyse ne =e produit et la reaction est positive
pour’ la détection de 1 anticorps. *

Cependant lors de ta réaction antiaéne-anticorps, 711 ne
s"anit pac de lTanticorps homologue a 1 antigéne, aucun compleoexe
ne se forme. Buand le complément est ajoute, 11 reste libre dans

la suspension. (land le deuxieme systéme antigeéne-anticorps est
ajputé, le complément libre se fixe suwr le complexe et lyse les
globules rouges sencsibilisés a4 17 hémolysine, l.a réeaction e=st

négative pour la détection de 17anticorps.

=

Voir schéma S:  Fisation du complémenfh.

-
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REACTION DE FDATION DU -COMPLEMENT

ANTIGENES CYTOMEGALIOUES

IMMINOGLOBULINES G et/ou M SPECIFICXES
AUX ANTIGENES CYTOMEGALIQUES

~ -
AUX ANTIGENES CYTOMEGALIQUES

GLOBULES FROES SENSIBILISES

A L'HEMOLYSINE
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RESULTATS

Evaluation de
1 HEMAGGLUTINATION PASSIVE
selon Stewart

Le test d hémagglutination passive selon Stewart, utilisant
des hématies de mouton, a &té choisi par ce laboratoire et inclus
dans 1a comparaison des tests seérologiques disponibles pour la
détection des anticorps contre le virus cytomégalique parce qu’il
présente de nombrew: avantages. Plusieurs auteurs (Bernstein et
Stewart, Fucillo et al, Warner et al., ‘Yeager)} rapportent quil
s’agit d’un test spécifique pour la détection des anticorps
cytomégaliques montrant peu ou pas de réaction croisée avec les
différents membres de la famille des herpesvirus. 11 permet de
détecter les classes dimmunoglobulines G et M. Ils rapportent
aussi que la réaction d hémagglutination est stable, Jle test
pouvant étre lu aprés une incubation de 90 minutes jusqu’a 16
heures (si incubé A 40c0C).

Selon ces auteurs, le test présente aussi des avantages

techniques. Rien que nécessitant de nombreuses manipulations
celles~ci sont Faciles & executer.. De plus, il ne nécessite
aucun équipement particulier. Plusieurs sérums peuvent etre

évalues au méme moment, lui permettant d etre utilise comme test

de dépistage. ) '

Ce test d’hémaggldbinatinn passive selon Stewart n’étant pas
disponible commercialement, il a ‘éte standardisé dans notre
laboratoire en utilisant: ‘ )

- comme source d hématies, des moutons de 1’Institut Armand-

Frappier, lLaval-des—Rapides, GOue.

.- comme source d’antigéne, la préparation antigénique de
cytomégalovirus AD 169 produit pour le test de fixation du
complément au Laboratoire de la Lutte Contre la Maladie
(LLCM), Santé et Bien—Etre Social, Canada.

Les différentes variables. affectant le test d’héhagglutination

passive selon Stewart ont eté anal ysées: . ‘

1. la variation de sensibilite des hématies provenant de
différents moutons. ' :

2. la période de vieillissement des hématies.

Zs la concentration d”acide tannique.

4. la concentration de 1"antigéne cytomégalique.

3. les cellules de controle: a) globules rouges tannés

b) globules rouges tannés et

sensibilisés avec un antigéne

normal .
6. la spécificité du test.
7. les sérums testeés. _
8... les . reéactions non spécifiques en présence des cellules de
contrdéle. -

A}
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1. Variation de sensibilisation des hématies prevenant d

différents moutons . - ) :

- Les prélévements sanguins de 10 moutnné de 17 Institut Armand
Frappier (IAFP) ont éteé effectués dans la solution Alsever et
conservées A& 4oC pendant 10 jours. Ensuite les hématies ont éte

traitees & 1’acide tannique et sensibilisédes & 1’antigéne du

virds cytomégalique produit au Laboratoire de la Lutte Contre la:

Maladie (LLCM), numéro de lot 26 ainsi gqu’a 1?antigéne rormal
aussi produit au LLCM.

Les hématies sensibilisées ont été évaluées contre: a un
pool de sérums connus comme positifs pour les anticorps
cytomégaliques par fixation  du complément et b) un pool de

sérums négatifs pour les anticorps cytomégal iques 'par fixation du
complément et par immunofluorescence indirecte.

La sensibilisation des globules rnubés'varie en fonction de
chacun des moutons. Cette variation de sensibilisation des
hématies affecte la sensibilité du test. Afin dTobtenir le
maximum de sensibiliteé, un mouton donneur d’hématies devra étre
sélectionné selon certaines exigences. :

uUn mouton sera donneur d’hématies, si1 ses hématies
A. sensibilisées au cytomegalovirus:
a) produisent le titre le plus éleve d’anticorps en présence du
"pool" de sérums positifs, 3
b) ne reéagissent pas avec le "pool" de sérums négatifs et
c) ne sTautoagglutinent pas, c’est a dire ne montrent pas de
formation en bouton dans le puits de controle des cellules.

B. sensibiliseées Ay 17antigéne normal  (i.e. préparation

antigénique & partir de cellules non infecteées):
a) ne reéagissent avec aucun des "pools" de seérums et
b} ne s"autSagglutinent pas.

Dans le tableau " 1: Variation de sensibilisation des
hématies de différents moutons dans le test d’hémagglutination
passive, des preélévements sanguips de S moutaons ont - eteé
sensibilises A 17antigéne cytomégalique apres. traitement a
differentes copncentrations d?acide tannique. l.e mouton -137
montre le titre le plus éleve d’anticorps en présence du  "pool"”
de sérums positifs; quand il est utilisé apres traitement &

1”acide tannique & une concentration 1/20000, le "pool" de sérums
négatifs ne réagit pas; il n’y a aucune autoagglutination des
cellules sensibilisées avec 1’antigéne cytomégalique et avec
17antigéne normal. De tous les prélévements, c’est celui qui
répond aux critéres. - .
Cette sélection a di étre effectuée en 2 étapes:
al) 3 des S premiers prélévements reépondent au traitement de
- sensibilisation. DG & 1°impossibilité d obtenir davantage
de spécimens de ces moutons, _une deuxieme seélection est
effectuee.
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b) .}, seul prélavement sanguin de la deuxiéme série de S5 moutons
peut etre sensibilisé avec succeés. -
Les préléevements sanguins de 4 moutons dlun groupe de 10
moutons ont pu etre traités et sensibilisés avec succes avec
1’antigene du virus cytomégalique du LLCHM.
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VARIATION DE SENSIBILISATION
1 7 28

des HEMATIES de DIFFERENTS MOUTONS
dans le test d”hémagglutination passive
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suite tableau
"pool" POSITIF "pool" NEGATIF -
acide TANNIQUE acide TANNIQUE
10000 20000 40000 HOQOQG 10QG0 20000 40000 L0000
"S NS S NS S NS §5 NS S NS S NS S NS &S NS
"titre
ANTICORPS MOUTON
8 + Q0 + QO tr O tr O + tr + 0O O O G 0
16 + QO + QO tr O tr O + 0 o O o o 0o Q
2 + 0 + O ¢ O tr o O O O a 0 a0 0 Q
64 + 0 tr O O O 0 ¢ O 0O 0 0o 0 o O O
128 + 0 0 0 O O 0 ¢ o 60 0 0 a ¢ o ofaso
. 296 tr O O 0 O O O O O o 0 0 0 0 g O
512 L0 0 ¢ 0o ¢ 0o 0 o 0 ¢ o 0 o o o 0]
1024 O O O ¢ o O O 0 O 0o ¢ o0 4o 0 o 0
ctcl O O 0 ¢ o o 0 O ¢ O o O 0o o0 ¢
8 + 0 + 0 tr O + ©Q + tr + tr OO0 0O 0
16 + O + 0 tr O tr 0 + tr tr &0 O .0 O O
32 + 0 + 0 0 O tr o tr tr @0 0 O O QO O
< 64 + 0 4+ 0 0 0 0 O 0 tr ¢ ¢ O O O ©
128 + 0 + 0 0 0 o0 ¢ ¢ tr 0 0 O O O O] 169
2956 tr @ tr 0 O O O 0 0O ¢ 0 O 0O 0 O O :
512 tr &0 Q0 O O O ©° O O tr O O O O O O
1024 O 0 a 0 0 O 0 ¢ trQ O O 0O 0 O
ctcl Q tr ¢ 0 O O O O O tr 0 0 O O 0 O
»
ctcl: controle des cellules . ; _
: hématies tannées et sepsibilisées avec 1’antigeéne
cytomégalique }
NS: © hématies tannées et sensibilisées avec 17antigéne
-normal .
3 a +: intensité de la réaction O minimum et + maximum
tr: trace .
I J
L] .
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2. Période de vieillissement des hématies. A .

La méthodologie de Stewart recommande de laisser vieillir
les hématies au moins X jours avant de les utiliser dans le test d
Une “ttude a été faite afin de connaftre-si le rendemerit du test
serait affecté par la durée de la'période de maturation des
hematies. '

Trois prélévements sanguins obtenus d*un  méme mouton
(célectionnd au préalable comme étant acceptable dans le test)
sont vieillis pour une période respective de 11,18,39 jours. Les
I préléevements ont été manipulés en paralleie, utilisant les
mémes -~ solutions pour le traitement a l7acide tapnique
(concentration 1 / 40000 établie au préalable) et 1la meme
suspension d'antigénes cytomégaliqhes pour la sensibilisation des
hématies. Les 3I prélévements ont été évalués en meme temps
contre le méme pool de sérums positifs déja décrit. ‘

Voir tableau 2: Sensibilisation des hématies dans le test
d*hémagglutination passive en fonction de la période de
vieillissement.

Dans cette expérience, une maturation de 11 jours nest pas
suffisante, parce qgue les controles de cellules, les cellules

‘sensibilisées & 17antigéne cytomégalique mises en présence du

diluent seulement, montrent une reaction d’ autoagglutination
aprés la période d”incubation. Ce prélévement ne Peut pas etre
utilisé pour évaluer des sérums. "o

Les.prélévements vieillis 18 et 39 jours ne montrent aucune
réaction \d agglutination dans le controle des celliules. Le
prélévement utilisé apreées 3IF jours montre cependant une
sensibilité supérieure comparativement & celui de 18 jours.

Afin de mieux standardiser le test, une variable est
controlée si on utilise touijours la méme période de maturation

pour les hématies originant du méme mouton. Les expériences qui
suivront utiliseront des prélévements sanguins vieillfs au
minimum pour une période de 35 . jours. ' v /ﬁ

. {
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Tableau 2

SENSIRBILISATION des HEMATIES
dans le test d’hémagglutination passive
en fonction de la période de VIEILLISSENENT
*¢( 11-18-39 Jours )

A

Mouton: . S97 B IAFP
Acide tannique: 1 7/ 40 QOO
réciproque de la dilution
de 1>ANTIGENE VIEILLISSEMENT
4 8 16 32 64 _HNS ' .
titre d’
ANT ICORFS
4 4 4 4 3 = Q
a 3 4 4 3 2 Q
16 - 3 3 4 = 2 Q
32. 2 3 3 37 2 Q
64 2 2 3 3 2 Q 11 jours
128 1 2 > 2 1 O *
256 1 1 2 2 1 ¢
S12 1 1. 2 2 1 O
ctcl tr tr 1 1 tr Q
4 I 3. 03 3 1 0
-8 2 2 I 2 1 O
146 1 2 2 2 tr Q
32 tr 1 1 b tr O -
b4 (&) tr 1 1 Q Q 18 jours
128 . ¢ Q tr tr Q Q
256 0 0 0 0 o oS
S12 Q ¢ Q Q O Q
ctcl Q Q ¢ Q O Q
a4 T3 3 3 ? 0
8 2 3 > 3 2 Q
16 1 2 = 3 2 Q
32 tr 2 2 2’ 2 Q
-1 tr 1 2 2 1 Q 39 jours
128 tr tr 2 1 tr 0
256 Q tr 1 tr tr Q
512 Q Q tr 0 Q o
ctcl o 0 o o 0 o
ctcl: controle de cellules
HNS: hématies tannées non senszb111sées
O & 41 intensité de la réaih&on d’hémagglutination, L

4 eétant le maximum de réaction

0O étant 1'"absence de réaction

-
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3. Concentration d’acide tannigue.

Afin de bien standardiser 1l1e test d’hémagglutination
passive, la méthodelogie de Stewart {méthode 4,11,
Hémagglutination passive selon Stewart) recommande de titrer la
concentration d’acide tannigque avec chague nouveau prélévement
sanguin. )

Voir tableau Az "Titration d’acide :tannique dans le test

d hémagglutination passive.

L’acide tannique a été titré & maintes reprites pour
difféerents préléevements sanguins du mouton 137B IAFP. Ces
prélévements avaient tous été vieillis pour une période minimale
de 35 Jjours. -

La concentration optimale d’acide tannique est celle ol les
hématies. tannées et sensibiliséés & 17antigéne cytomégalique

montre: al le marximum de sensibilité pour détecter les
anticorps en présence du pool de sérums positifs
b une absence de réaction auvtant avec les cellules

. tannées non sensibilisées que dans le controele des
cellules 5 et NG. i
La toncentration optimale d’acide tannique obtenue de tes
titrations est la méme, spit 1 7/ 20000, pour tous les
prélévements sanguins du mouton 137 B IAFP vieillis pour une
période de 35 jours. '

— - ———
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Tableau 3

TITRAfﬁDN DTACIDE TANNIQUE -
. dans le test d " hémagglutination passive

M

mouton: ' . 137k IAFP ~
Ag cytomégalique LLCM lot no 263 1 / 28

Acide TANNIGQUE

Hc

1 /5000 1/1Q000 |1/20000 1740000 1 1/60000 | 1/80000 1 /100000

S NS|'S NS |S NS| S NS| & NS| S NS | S NS
8 2 0 4 0 4 @ t 0 0 0 O .0 o
16 2 0 4 QO 4 0 tr O Q () O Q 4} 0
2 1 O 4 Q 4 Q tr Q. Q O Q Q O Q
&4 tr O 4. ¢ 4 Q O Q O Q Q 0 0 0
128 | tr O 3 C 3 Q= Q Q O 0 O O ] Q
25 |0 O 2 Q 2 ¢ Q O O O O O Q O
S12 [0 © 1 o 2 o | o o 00 0 0 e Q
1024 0 O 1 O 1 Q .0 Q Q Q ) O Q 0

. . .

ctcl| O O tr O O 0O Q ¢ O O O Q O O
S: hématies sensibilisées avec la dilution 1 / 28 de 1’ antigéne

LLL.CM.

NS: hématies traitées 4 1 acide tannique. aucune sensibilisation.

ctcl: controle de cellules 1.e.
ctcl-S: hématies =ensibilisées mises en présence de diluent
contenant 1 % de sérum de lapin
ctcl-NS: hématies traitées & l’acide tannique mises en
présence de diluent contenant 1 % de serum de lapin.

0 a 4: intensité de la réaction d’hémagglutination

4 étant le marximum de réaction
Q0 étant 1" absence de réaction

L]
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d’autoagglutination dans les controles de cellules.

4, Concentration de l antigéne cytomégaligue.

Quand leé I variables (mouton donneur d*hématies, période de

_ vieillissement, concentration dTacide tannique) sont definies et

‘control ées, on établit Ia concentration de 1*antigéne
cytomégalique a utiliser dans ces conditions.

Voir tableau 4: Titration de 1 antigéne cytomegalique dans le
test d’hémagglutination passive.

Une série de dilutions (1/8, 1/16, ..., 1/128) de 1la
préparation dTantigéne cytomégalique sert & sensibiliser des
hématies traitées & 17acide tannique. T, .

Toutes ces hématies sensibilisées aux différentes dilutions
du matériel antigénique sont évaluées en meéme temps, en présence
du meme pool de sérums positifs (déja décrit). 1

La dilution optimale de 1’ antigéne est celle ol les hematies
sensibilisées montrent le titre le plus ¢élevé d’anticorps
cytomégaliques (i.e. 1la plus grande sensibilite), et oa les
hématies sensibilisees ne montrent pas de réaction

Dans cette expérience, avcune des dilutions ne
s’ autocagglutine et les dilutions 1/8, 1/16 et 1/32 montrent la
méme sensibilité. Nous avons utilisé la préparation antigénigue

produite au tLCM, numéro de lot 26, A& la dilution 1/24, parce
qu’elle est a 1’intérieur des limites de dilutions ou la
sensibilité est maximale, et qu’elle permet d?uyiliser une
quantité minimale d”antigéne. '

Toutes les expériences suivantes ont été effectuees en
utilisant le mouton no-137B de 1°Institut Armand Frappier, Laval-
des—-Rapides, Qué. Les hématies vieillies au minimum J5 jours sont
traitées A une concentration d’acide tannique 1/20000 et
sensibilisées & une dilution 1/24 de 1’antigéne cytomégalique
{(lot no 26) prduit aboratoire de la Lutte contre'la Maladie,
s, Canada. :




}égleau 4

TITRATION DE L*ANTIGENE CYTOMEGALIQUE
dans le test d hémagglutination passive

mouton: 1378 1AFP
acide. tannique: 1 /7 20000

R

rééiproque de la dilution
de 1" ANTIGENE
titre : .
ANTICORPS ~ )
. B\\\ 16 32 64 128 NS
8 4 4 4 3 1 0
16 4 4 4 2 0 Q
32 4 4 2 Q Q
&4 4 4 4 1 o o
128 3 3 3 1 Q 0
256 2 2 2 Q O 0
S12 tr tr tr O 0 o
1024 REEREEY 0 0 G Q 0
“ctel 0 O Q Q Q 1]
NSs - hématies tannées non sensibilisées -
ctcl: hématies ou sensibilisées ou tannées mises en présence du
diluent cuntenant 1 % de sérum de lapin.
A )




- sensibilisées avec Ag normal du LLCM est r:

S. Cellules de controle. . >

[

La préparation d’antigéne du cytomégalovirus produit au LLCM
qui est utilisée dans le test n'est pas une préparation purifiée
mais un extrait de toute la couche cellulaire infectée. Les
déterminants antigéniques viraux, de structure ou non, spont
additionnés de toutes les composantes cellulaires qui peuvent
interférer au niveau de la réaction d’hémagglutination passive.
C’est pourquoi des cellules de controle adéquates doivent"
comporter des hematies tanneées et sensibilisées a 1’antigene
normal. .

L’antiggne normal, ou de controle, correspond aux cellules
non infectées reécoltées dans les mémes conditions que les

cellules infecteées; l*antigéne normal est donc le matériel

cellulaire non infecté et l17antigene du virus cytomégaliqgue

correspond aux virus plus le matériel cellulaire. Deux

préparations differentes d’antigéne normal sont utilisées sojt:

A, des fibroblastes humains de poumon extraits au tampon de
glycine (produit par Flow Laboratories)

b. des fibroblastes humains de prépuce récoltés dans du
tampon veéronal {produit .au LLCM). -

Afin de vérifier si les serums réagissent de la meme fagon
en présence des hématies de contrdle a) tannées mais non
sensibilisées et b) tannées mais sensihilisées a l7antigeéne
normal ( 2 préparations distinctes), 35 sérums sont testés dans
le test d'hémagqglutination passive selon Stewart contre ces 3
suspensions d"hématies de controle.

Voir tableau 5: Reéaction d”hémagglutination passive de 35 sérums
contre 3 suspensions différentesid’hématies de controle.

" Deux sérums agglutinent les hématies tannées alors que 13
sérums agglutinent les hématies .tannéés et sensibilisées A
l"antigéne normal peuw importe qu’il s’aqgisse des fibroblastes
humains produit par Flow Lab. ou LLCM, :

1

"Les calculs de coefficient de corrélation (r) ainsi que du
t-test sont effectués d’aprés Colton (1974) dans le but de
déterminer s il . vy a une relation entre la réaction
d*hémagglutination des 3 suspensions différentes d héematies de
controle. ‘

) Le coefficient de corrélation entre les hématies tannées et
les hématies tannees et sensibilisées avec Ag normal de Flow est

rs . 327, avec un t-test de 1.94. Le coefficient de corrélation .

entre les hématies tamnédes et les hématies tannées et

.07 avec un t-test
e o - o ' '

»

. Le coefficient de corrélation-entre les 2 suspensions d’heé-

~



maties tannées ET sensibilicées & 1 antiqgéne normal est r: - 7&
avec un t-test de 6.72.

Voir tableau é: Calcul du coefficient de corrélation pour les 3
suspensions d " hématies de controle dans le test
d’hémagglutination passive.

De ces calculs, on peut conclure gu®il n°y a aucune relation
entre la reaction d’agglutipation des hématies tannées et celle
des hématies tannées et sensibilisées & 17 antigéne normal de Flow'
ou du LLCH.

I1 v a cependant une relation significative entre les
réactions d'agglutination montrées par les sérums en présence
des 2 suspensions d’hématies tannees et sensibilisédes a
1"antigéne normal. Selon 1l interprétation des résultats définie
dans la section méthode 4.11, (Hémagglutination passive selon
Stewart). un =zérum qui montre une réaction d*agglutination avec
les hématies de controle, ne peut étre détermine par le test
d’hémagglutination passive. Gi les hématies de controle sont

inadequates (ex: ici. les hematies tannées sans sensihilisation
avec 1’antigéne normal) le sérum sera faussement considéreg
positif. Des cellules de controle appropriees sont donc

. nécessaires au test d"hémagqlutination passive.

Comme le taux de reéaction d’aqglutinatioh non speéfilfigue des
seérums en présence des hématies de contréle sensibilisées A
l1"antigéne normal est significatif. nous avons aaborté une
modi fication au test d hémagglutination passive selon Stewart.
Nous avons remplaceé’ les hématies de contrdle (heéematies tannées)
par des hématies de controle qui sont des hépaties tannées et
sensibilisées a 17antigéne normal. . ’

pa au fait gue 1la préparation d’antigéne du virus
cytomégalique que nous utilisons est produite au LLCM, nous
utiliserons ‘aussi la préparation d’antigeéne normal produit au
LLCH, - . _-




Tableau S

REACTION d?HEMAGGLUTINATION PASSIVE de 35 SERUMS

contre 3 suspensions différentes
d"HEMATIES DE CONTROILE

Suspension Nombre de sérums

Hématies de AVEC ) SANS
controle AGGLUTINATION AGGLUTINAT ION
TANNEES - (&6 %) 33
tannges ET

SENSIBIL ISEES 13 (37 ) 22

avec Ag normal

(Flow)

tannées ET

SENSIBILISEES

avec Ag normal
{(LLCM) -

13 {37 %)

- el SeneTh en
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Tableau &

r ) Calcul du COEFFICIENT DE CORRELATION

pour .les I suspensions d’HEMATIES de CONTROLE
dans le test d°hémagglutination passive

Tannees Ef

[ J
, - TANNEES Tannees ET €
SENSIRILISEES SENSIEILISEES
- avec Ag Flow avec Ag LLCH
. LY
TANNEES r: . 32 r: .07
otz 1.94 t: .4
(. 14P<L,05) (P > Q.1)
 Tannées ET }
SENSIRILLISEES rs: .76 .
avec Ag Flow t: 6.72
(F < 0.01)

i
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6. Spécificite du test d’HEMAGGLUTINATION PASSIVE .

Afin de verifier la spécificité du test d’hémégglutination
passive pour la détection des anticorps contre le. virus
cytomégalique, des sérums A titre élevé pour les membres du
groupe Herpesvirus sont 5é1ectiong§s et évalués daniiif test.

Voir tableau 7: Specificité du test d’hémagglutination passive.
Des 17 sérums positifs par fixation du complément pour la
détection des anticorps contre le virus Herpes simplex, seulement

b soit 29 %, montrent une réaction. c les antigénes
cytomegaliques. . ifeﬁ!

Parmi 14 sérums positifs par fixation du complément pour la

détection d’anticorps contre le virus de la varicelle, S5, soit 3é
%, réagissent dans le test d’hémagglutination passive.

Les sérums positifs pour le virus Epstein-Barr ont été .

évalueés par immunofluorescence indirecte pour la recherche
d’anticorps dans le sérum contre les antigénes de la capside du
virus (VCA). Ce test a été effectué au "Virus Reference

Laboratory, Central Public Health Labnrafbries", Toronto. Des 10
. sérums positifs, 3, soit IO %, sont positifs pour la détection
des anticorps contre le virus cytomegalique,

Aucun groupe dg\sérums positifs pour un membre du groupe
Herpesvirus ne montre une reaction croisée avec le virus
cytomégal ique. La réaction mise en évidence dans. le test
d’hémagglutination passive est donc spécifique pour le virus
cytomégalique.

e T A S 2 v e
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Tableau ?
SEECIFICITE du test
d’HEHAGGLUTINATIDN PASSIVE
Sérums Méthode '_Titre'j Nombre re. Y% de positifs
positifs testes positifs pour le virus
pour les cytomégalique
virus -
H.S. - FC 20->640 17 o 29
V.Z. FC 5->640 14 9 36
E.B. IF-VCA >1280 10 3 30 -
l'. ) .
7
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7. Serums testés.{% .

L T ] : ® _

Finalement 17§) sérums obtenus de donneurs de sang. sont
évalués dans le “teést d’hémagglutination passive contre des
hématies sensibilisées au cytomégalovirus et contre des hématies
sensibilisées a 1’antigéne normal. Quarante-six sérums, soit 26.5
%, agglutinent et les hématies sensibilisées au virus et celles
sensibilisées a 1’antigéne normal. 8i 1l7antigéne normal n’avait.
pas été ajouté pour sensibiliser les hématies de .controle. ces 46
sérums auraient eété considéreés comme positifs. Par contre, ces
sérums, d & leur reéaction non spécifigque, demeurent indeterminés
et ne peuvent étre évalués dans le test.

Cent vingt-sept sérums peuvent étre déterminés correctement .
dans le test parce gu’ils ne montrent aucune réaction avec les
cellules de controle. De ceux—ci- 40, soit JF1.5 %, sont positifs
pour la détection des anticorps contre le virus cytomégalique et
87. spit 468.5 %, sont négatifs.

Voir . tableau B: Sérums évalués dans le test d"hémagglutination
passive. ] : .
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. Tableau B

SERUMS EVALUES

dans le test d HEMAGGLUTINATION PASSIVE

Serums festés

173
= <
Sérums montrant une regaction non spécifique 46 (2&6.5 %)
Sérums pouvant etre déterminés 127
POSITIFS 40 {(31.5 %)
NEGATIFS a7 (68.% ),
[ ]
L o
[ J .
:p ..
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8. Réaction‘non sgécifiégg en preésence des cellules de controle.

* Le phénoméne de réaction non spécifigque avec les hématies . de
controle est important puisqu’il affecte un peu plus de 25 % des
sérums testeés. Ces personnes sont éliminées du pool de donneurs
de sang ou d’organes parce qu’il est impossible de déterminer,
seulement par le test d’hémagglutination passive, si ces sérums
sont positifs ou négatifs pour les anticorps cytomégaliques.

Certaines expériences ont été faitem dans le but:

A. de déterminer la source de la réactiog non spécifique. .
B. d eliminer cette réaction des sérums  par .différents
traitements: a) centrifugation a 4oC

b) traitement au kaolin 25 %
.€) fractionnement des sérums
d}) adsorption sur lignées cellulaires.
C. de trouver une préparation antigénique qui repondrait
davantage aux exigences du test.

Parmi ° les 46 sérums qui  agglutinent les cellules de
contrele, ceux qui montrent cette réaction alun titre éleve et
qui sont disponibles en quantite suffisante sont sélectionnés
pour exécuter les différents essais. .

] t

B.A. Sources de réaction non specifique.

"Certains facteurs sont rapportés dans la littérature {(Davis,
1973; Lennette, 1979) comme pouvant étre source d erreur dans
17identification d anticorps virauwx. Ce sont pripcipalement, le
facteur rheumatoide ou certains anticorps heéetérophiles, entre
autre des agglutinines de globules rouges de mouton, de boeuf ou
de cheval. '

Le facteur rheumotoide apparaft normalement chez les gens

atteints de maladie rheumatoide mais peut aussi se trouver chez
des gens lors d’infections virales et méme chez des gens normaux.
Les anticorps hétérophiles peuvent apparaftre dans le sérum de
patients atteints de maladies virales.
Diffeéerents tests sont disponibles pour verifier la présence
des anticorps hétérophiles: le test Mono-spot (voir méthode 13) a
été choisgi. La présence du facteur rheumatoide a éteé évaluée par
le test commercial d°0ORTHD. (voir méthode 12).

Seize des 46 sérums qui montrent une activité non spécifique
en présence des hématies sensibilisées avec l7antigéne normal ont
éte testés et ont tous été trouvés négatifs pour la recherche des
anticorps hétérophiles et du facteur rheumatoide.

, Les résultats de ces 2 tests mnous permet déliminer 1le
facteur  rheumatoide ainsi gué les anticorps hétérophiles " comme
agent responsable de la reéactibn non-spééifique des sérums avec

46
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b _Traitemenf au Kaolin 25 %Z.

les hématies sensibilisées avec 1"antigéne normal.

AL Tl Y e H e ey s s e S-S e m e e T N RS eme-aET

a. Centrifugation & 4 C.

Si»x sérums, Aa reéaction non spécifique avec les hématies de
controle, sont centrifugés & 3200 g / 12 heures a 4oC, afin de
vérifier si des particules centrifugeables pourraient etre tenues
responsables de la réaction non speécifique.

Aucun Sérum ne montre une diminution du titre avec les
celliules sensibilisées a 17antigéne normal. Ce traitement ne
reussit pas & éliminer cette réaction non speécifique.

Le traitement au Kaolin est normalement utilisé dans le test
d"inhibiticon de 1’hémagglutination afin d’éliminer du seérum des
inhibiteurs' non spécifiques de 1 hémagglutination des globules
rouges par le virus. Nous avons donc utjliseé’'ce traitement (voir
méthode 8. Traitement au Kaolin 25 %) afin d’éliminer ces

lipoprotéines et aussi de vérifier s"ils interviennent dans 1la

réaction d’hémagglutination passive.

Une diminution du titre de 2 dilutions ou davantage est
considérée comme significative. T

Aprés le traitement au Kaolin de 8 sérums, 4 sérums montrent
une diminution d’au moins 2 dilutions mais non une disparition de
la réaction alors que 4 sérums ne montrent aucune amélioration.

Voir tableau 9: Traitement ‘au_kaolin de sérums montrant une .
raction non spécifique avec les cellules de controle.

Ces résultats ne nous permettene‘pas de conclure que le
phénomeéne de réaction non spécifique des hématies de controle
dans le test d’hémagglutination passive soit da aux memes
inhibiteurs gue dans le test d"inhibition de 1*hémagglutination.

i.e traitement au Kaé}in n’éliminé pas mais plutot diminue
l17intensité de la réaction non spécifique. Ce traitement agit en
adsorbant des lipoprotéines du sérum.




Tableau 9
TRAITEMENT AU KAOLIN de sérums

montrant une reéaction non spécifique .
~ avec les cellules de controle

sérums traités 8

-

diminution du titre en présence
des hématies de controle . -4

titre inchéhgé en présdnce
des hématies de controdle 4
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Ca Fractionnement des sérums

Afin de vérifier si 1agent ou les agents responsables de la
réaction non spécifique avec les hématies de controle sont

 associés préférenciellement avec une classe d"immunoglobulines,

13 ‘sérums sont fractionnés (voir méthode 10. Fractionnement des
serums) .

Les fractions purifides = d’immunoqlobulines ou - la
concentration est la plus élevée. sont évaluées contre les
hématies sensibilisées a 17 antigene normal. t.es fractions des

sérums ne sont pas dialysées, mais les fractions correspondantes
obtenues d'un gradient de sucrose servent de controle dans le
test. BAucune des fractions témoins ne montre une réaction.

) Un sérum est éliminé dO & 17 ahsence de réaction® aprés le
fractionnement. Dix sérums agglutinent les hématies de controle
dans la fraction IgM seulement, et 2 sérums réagissent dans les 2
fractions, soit IgG et IgM. -

‘_ Voir tableau 10: Fractionnement de sérums montrant une réaction

non speécifique avec les cellules de controle dans le test
+ d'hémagglutination passive.

'La chance dobtenir par hasard (Colton, p. 69) 17activité
non spécifique seulement dans la classe des IgM cher 10 sérums
est 1 / 37179, ce qui est relativement faibile.

Le fait d’'obtenir 2 sérums ot ,l’activite non spécifique se
retrouve dans les 2 classes G et M peut s’expliquer de 2 fagons:
i) il s’agit’ bien de 17activité présente dans les IgG et les

IgM, OU '

ii) l1Tactiviteé pourrait etre dans le classe des IgA.

Les conditions de centrifugation lors du fractionnement du
sérum situent la bande des IghA entre celle des IgG et des IgM;
cette bande peut facilement contaminer, 1lors de la collecte des
fractions, celles contenant les IgG et les IgM. L.La pureté des
fractions a été vérifiee pour les classes d’immunoglobulines G et
M, mais non pour celle des IgA.

Afin de vérifier cette hypotheése, les fractions qui ont ete
utiliséees dans le test d°hémagglutination passive devraient etre
vérifiés par immunodiffusion pour la présence d'IgA. Ceci n"a pu
‘etre veérifié do au volume limité des fractions et a 1’absence de
sérum pour répéter le fractionnement.

De ces fractionnements 1l ressort gue 1"activite non
spécifique est surtout associée a la classe des immunogl ebulines
M L ’
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Tableau 10

FRACTIONNEMENT de sérums
montrant une reaction non speécifique
avec les cellules de .controle
dans le test d”hémagglutination passive

sérums fractionnés 13
sérum élimineé. S 1 .
sérumé évalues 12
ACTIVITE NON SPECIFIQUE dans la
~ fraction IgM seulement 10
- fraction IgG seulement O
- fractions IgG et IgM 2




d. Adsorption sur lianees cellulaires

 Les hématies de controle qui sont agglutinees de fagon non
spécifique par certains sérums sont recouverts d une préparation

d’antigéne normal. De plus on a observe., dans 1’étude des
variables, une augmentation du nombre de réactions non
spécifiques - de & % & 37 % quand on a ajouté une preéparation’
d’ant}géne normal sur les cellules de controle. L antigéne

normal . étant » une suspension sonifiée d une couche cellulaire
humaine non infectée. nous avons décidé d° adsorber les sérums sur
des cultures de cellules vivantes afin de vérifier si 1'agent ou
les agents responsables de cette réaction non specifique seraient
elimineés. Deux sources de cellules ont éte utilisees, des

.cellules humaines et de singe, Dans Je cas ou 11 y aurait

adsorption, on voulait veérifier si celle-ci eétait specifique aux
cellules humaines. )

N Les cultures cellulaires utilisées @ sont des liqnées
primaires diploides (fibroblastes humains de poumon "HFL" et dés
cellules - de rein de singe "GMK") et des lignées continues
heéeteroploides (cellules épithéliales humaines "Hep-2" et des
cellules de’rein de singe "Vero). Apres une double adsorption
(voir méthode 9. Adsorption des sérums) sur chacune des liaqneéees,

16 sérums sont évalués dans le test d’hémagglutination passive

contre les hématies sensibilisées & 17antiqgéne normal.

Une dimipution du titre de 2 dilutions ou davantage est
considéree comme une adsorption de 17agent ou des agents respon-
sables de la réaction non spécifique.

Des 16 sérums adsorbés suw les 4 lignées cellulaires, 11 (69
%) montrent une diminution du titre ou une absence de réaction
non spécifique aprés 1Tadsorption sur toutes les lignées
cellulaires utilisédes, alors que 5 (31 %) seérums  ne montrent
aucun qhangement aprés 1’.adsorption.

-

Vopir tableau 11: Adsorption  sur des lignées cellulaires de
Serums montrant une reéaction nen spécifique avec les
cellules de contrile dans le test d hémagqglutination
passive. )

Mmiand 1 "adsorption se produit, elle se produit de fagon non

différenti¢e avec les 4 lignées de cellules vivantes qu7il
s5’agisse de cellules humaines ou de singe, de liwnées primaires
ou continues. Quand un sérum n’est pas adsorbe, 1l ne 1"est par
aucune lignég. “‘Ces lignées cellulaires qui sont de 2 primates
peuvent avoir des déterminants antigéniques semblables a leur
surface. )

}

On peut émettre une hypotheése pour expliquer le phénoméne de

. réaction non spécifique en présence dhématies de controle

sensibilisées & 1 antigéne normal: 1"agen! ou les agents
responsables de la réaction chez ces 11 sérums pourraient . etre

des anticorps diriqgés contre des déterminants antiaéniques sur la

-

ol



L 4

curface de cellules non infecteées.

Avec l17information obtenue jusqu’a maintenant,
non spécifique des S sérums est inexpliqueée.

. IR . - s

Iy

la réaction

S
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Tableau 11

ADSORPTION sur des LIGNEES CELLULAIRES

de sérums montrant une réaction

non spécifique avec les cellules de controle
dan=s 1lg test d hémagglutination passive

Numéro TJitre avant Titre apres ADSORFTION sur
sSérum adsorption HFL, Hep -2 GME: Vero
2362 ' 32 1o 16 32 1e
404 32 128 &4 &4 32
427 16 g t& 16 1&
&40 8 8 .8 1& 8
2083 32 4 4 4 |
192 &4 g g8 146 8
4850 32 2 &4 a2 R
799 32 ) <4 < 4 | oy
2021 2 . 4 a a8 4
4122 &4 4 <4 <4 14
4940 32 4 8 = &
2715 32 <4 <4 < 4 < 4
2722 &4 < 4 | <4 <4
2738 32 <4 4 <4 <4
361 &4 < 4 ‘4 | <4
2367 16 4 <4 ) < 43
Sérums adsorbeés 16
Activite non speéecifique eliminee 11 (&9 %)
= (31 %)

Activité non speécifique non éliminée

W+

)




8.C.. PREPARATION ANTIGENIQUE.

a) Fractionnement de 17 antigéne du virus cytomégalique et de
l1*antigene normal.

Suite & l’ocbservation faite dans la section 8.B.d. ou. apreés
adsorption des sérums sur cellules vivantes, il y a disparition
partielle de 1 activité non spécifigue contre 1 antigene normal,
on a decide de fractionner la préparation d’antigene
cytomégalique et celle d antigéne normal afin d’identifier, si-
possible, la ou les fractions responsables de la réaction non
spécifique, et d identifier une ou des fractions libres de toute
activité non spécifique.

- 7 ‘

La préparation d’antigéne produit au LLCM Yistribuée aux

‘laboratoires qui en font l1a demande contient 1 % d albumine

L bovine, fraction V. Le meme protocole a servi pour produire des
préparations d’antigénes cytomégalique et normal sans albumine’
bovine. Ces préparations d’antigénes sont fractionnees sur
gradient de sucrose 7 — 50 % w/w_, soit 1.0299 - 1.2296 g / cm
cube (voir métheode 7. Fractionnement de 17 antiqgeéne).

ita lindarité du gradient de sucrose - est ' vérifiée par
réfractométrie. .
‘ Le trace de 1 antigéne du virus cytomégalique décele 3 pics
— de protéines ‘quand il est compare & celui de 1’antigene normal
obtenu dans les meémes ‘conditions de production et de
fractionnement. :
Les concentrations de sucrose des pics sont:
- le pic no 1, formé des fractions no 7. B8, 9. 10, 48 a 50 %
- (1.2186 & 1.2296 g / cm cube) To-
- . le pic no 2, composé des fractions 20 & 31, 27 a 39 %
T (1.1128 A 1.1713 g ./ cm cube) _
- le pic no 3, formé des fractions & la surface du gradient
soient 48, 49, S0, 3I.5 & 6.5 %4 (1.0119 &4 1.0239 g / cm
cube) ., ' . o
Ces pics de l17antigéne cytomégalique ainsi que celui de
1"antigéne de contréle sont évalués du point de vue:
i) de leurs caractéristiques—physiques en microscopie
électronique. . ,
ii) de leuwr contenu en protéines par densiteé optique a 280 nm
iii) de leur activitée antigénique dans le test de fixation du
. complément ainsi que dans celui d"hémagglutination passive.

o *Voir figure 1: Tracé_ de protéines des preparations de

it - 212 ant i géne ——normal-- et du - -cytomégalovirus -obtenu - aprés

fractionnement sur gradient de sucrose.
-
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i) . Caractéristiques physiques:

Les caractéres physiques des différents pics ont été lus en
microscopie électronique par le personnel du laboratoire régional
de virologie de l'est de 1°0Ontario. La méthode utilisée pour

préparer les grilles est décrite dans la section Méthode 11.
Microscopie électronique. ‘

vdfir tableau 12: Caractéristiques en mic}nscopie electronique
des pics obtenu du ~ fractionnement de -1Tantigene
cytomégal ilge ;;’:;

Dans le pic no | ol la concentration de sucrose est la plus
élevée (@.2186 a 1.2296 g / cm cube), on retrouve les particules
denses. -~ Elles correspondent a une structure virale plus grande
qu'un virus, =ans acide nucleéique ou avec un acide . nucléique

incomplet’, mais possédant une mosaique antigénique trés similaire
aw virion. .

Dans le pic no 2 (1.1128 a 1.1713 g 7 cm cube) « Oon retrouve
les virions complets. -

?

Dans le pic no 3, ol la concentration en sucrose est de 3.5

A 6.5 % (1.0119 & 1.0239 g / cm cube), on retrouve le matériel
léger demeuré sur le gradient aprés centr:fugat1on. Ce materiel
représente des débris de membranes. :

v ) s .

ii)d Srntenu en protéines:

Le matériel antigénique qui est produit sans albumine bovine
a un contenu en protéines de 8.65 g / 1 dans la préparation du
cytomégalovirus et de 4.19 g / 1 dans celle de 17 ant:d@ne normal.

Ceux—-ci sont cun:entrés (voir méthode 7. Frathcnnement de-
- 1?antigéne A. matériel & fractionner) d’un volume de 20.0 ml a un

volume de 2.0 ml par centrifugation sur un coussin de sucrose 60
% w/w. Avant d’etre mis sur un gradient .de sucrose, 7 — 50 %
w/w, ils sont dialysés,

r

—

La concentration en prntéines des matériauvy concentrés est;
X) antigéne cytomégalxque: 16.0 g /1
K) antigéne mormal: ) .79 g /1

Ces matériaux mis sur gradient de sucrose donnent 3 pics’

donte : ) . .
x) le PIC no 1: contient 0.18B7 g. / 1 de protéines dans
: 1*antigéne cytomégalique et )
0.087 g / 1 dans le matériel cellulaire non
infecte. ' '

‘*%X) le FIC no 2: contient 0.463% g / 1 de protéines dans

1*antigéne cytomagalique et

0.125 g / 1 dans le matériel cellulaire non

infecte. .
*%%) le PIC no 33 contient 4.875 g / 1 de protéines dans

A -

L
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1"antigeéne cytomegalique et . .
2.1 .9 / 1 dans le matériel cellulaire non
infecte. -

) Voir tableau 13: Conﬁentration protéique  des antigénes

cytomégalique et normal avant et apreés fractionnement.

Suite & la concentration par centrifugation sur coussin de
sucrose &0 % w/w des préparations dantiqénes, on s"attendrait a

_ce que la concentration proteique augmente davantage.

. v .
Le matériel dit concentré provient du materiel a 17 interface
du coussin de sucrose et de la suspension & concentrer.

Certaines particules de€ la préparation antigenique originale
(i.e. au moment de la récolte) peuvent demeurer en suspension
étant trop légeéres pouwr sédimenter. D autres particules de 1la
préparation -originale (i.e. au moment de la réecolte) - peuvent
avoir une densité si élevée qu’elles se retrouveraient dans 1la
solution de  sucrose 60 % w/w et peut etre méme seédimentées au
fond Pu tube. : : '

L’ évaluation protéique dans le coussin de sucrose 60 %  w/w
et dans le surnageant, parties non incluses dans le matériel
concentré, montre qu’il y a du matériel proteique présent.

Fi .
. .
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Tableau 12
CARACTERISTIGUES en MICROSCOFPIE ELECTRONIGUE
A des pics obtenus du
FRACTIONNEMENT de 17 ANTIGENE CYTOMEGALIQUE
' » — -~
DENSTFE CARACTERISTIQUE
(a/cm cube)
PIC no 1 1.2186 a -particules denses
- ’ 1.2296
.?
FPIC no 2 1.1128 A ions enveloppés
' * 1.1713F -
PIC no 3 1.0119 a parti:ul%% amorphes |
. 1.0239
. * -
'. -

o8
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Tableau 13

.

CONCENTRATION PROTEIQUE des
ANTIGENES CYTOMEGALIQUE et NORMAL -
AVANT et APRES fractionnement

ANT IGENE . . CONCENTRATION
. ’ . . g 71
CONCENTRE
Cytomééalique . 16.0
Normal .. L. 75
'FRACT IONNE )
FIC no 1 Cytomégalique 0.187
Normal L 0.087
_PIC po 2 Cvtoméqali&ﬁe 0,467
: Normal .. 0. 125
PIC no T Cytomegalique -  4.875
Normal , * 2.1
. A =




iii) 17activite antigenique:

( : Les 3 pics de protéines des 2 préparations d*antigenes
- normal et du virus cytomégalique décrits dans la section 8.C.a.
(Fracticnnement de 17antigéne du virus cytomégalique et de
1antigéne normal) sont dvalueés pour leur activite antigéniqée
dans les tests d’hémagglutination passive selon Stewart et de
fixation du complément.

Par le test d"hémagglutination passive, tous les pics ont
été testées le meme jour en utilisant les hématies du mouton 137B
» - ‘1AFP, la méme concentration d acide tannique (1/20000), le meme
pool de sérums positifs et de sérums négatifs. Ces pools avaient
été verifiées et trouves sans activité non spécifique en preésence
des hématies de controdle. L.

Le matériel concentré et les 3 pics de protéines ont eété

‘utilisés dilués 1/2 & 1/32 et testés contre les dilutions (1/4 &

1/512) des pools de sérums positifs et négatifs dans les tests

_d’hémagglutination passive et de fixation du complement. '

La dilution optimale de.l”antigéne est celle qui detectera

la plus grande concentration d”anticorps i.e. o la dilution du
sérum qui réagit sera la plus élevee. ‘ :

‘ _ Dans le TEST DE FIXATION DU COMPLEMENTY, “la dilution optimale
! . de 1°’antiqgéne concentré est entre 1/4 et 1/8, pour ce qui est des
P . pics obtenus apres le fractibnement, '

: . ‘ le pic no 1 a une activite faible & la dilution 1/2.

L e pic no 2 a une activité optimale & la dilution 1/2.

le pic no 3 a une activité optimale entre 1/2 et 1/4.

{activiteé antigénique de. fixati du complément dans les

. fractions de 17 antigéne est faible. E}le semble associee avec le

- . matériel a faible densité plutet Yguiaveco les particules
completes. ‘

‘Aucune activité n'a été montrée dans ancun des pics de
1"antigéne normal. :

. ' Dans le TEST D’HEMAGGLUTINATION PASSIVE, quand le pic no 1
est testé .contre les pools positifs et neégatifs, il "montre
exactement . la méme activité en preésence des hématies
sensibilisées A 1°aptigéne cytomégalique qu’avec 17antigene
normal. Cette activité non spécifique rend 1°utilisation du pic
no | impossible.

Voir tableau 14A: Hemagglutiﬁatimn passive de l1"antigene pic no 1

B e il T T

Le pic no 2 qui correspond aux virions complets montre wne

: activite optimale . dans la dilution 1/2 de 1*antigéne
et e — ey b OMEGAl i QUe,. - par.contre. son.controle d’hématies {i.e, hématies
{ sensibilisées & 1’antigéne cytomégalique mises a réagir avec le
tampon diluant contenant 1 % de sérum de lapin) montre des traces

&0
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d*autoagalutination qui  sont aussi visualiseées en présence  du
pool négatif. - ) . . :

Le pic corregpondant de 1 antigéne normal ne montre aucune
réaction tant ¥ avec We pocol positif que négatif que dans les
contréles d hématies sensibiliséss aux dif¥érentes dilutions de
1" antigeéne. ' :

D0 A& ces traces d activitg non specifique de I*antiqéne
cytomégaligue dans Je pic no 2 celui-ci n'est peut-etre pas
désirable comme antiqene d cheoix pour éliminer la reéaction non
spécifique du test. innfge&ﬁérlfier ceci. le volume du pic no 2
qui est en quantite suf¥isante, est centreé afin dameliorer
i“activite - antigénigue. -Suwuite la concentraticn (5 foi1s)  sur

filtre Amicon, 1l activite antigénique 2 &té vérifige et trouvee

identique a celle avant 1a concentration. lorse de 1a
concentration, le matériel antigénique a probablemant ete adzorbe
sur le filtre. ? ) . :
Aprés cette concentration du pig,. ne 2, le matériel
disponible est insuffisant pour poursuivre les etudes  sur les
sérums & réaction non spécifique avec les hématies de controle.

‘La production d’un nouveau lot dantigeénes., afin de répéter cette

étape et de l’utiliser avec les sérumes a reéaction non specifigue,

~aurait nécessiteé‘ur minimum de & mois de travail supplémentaire.

»

Voir tableau 14F: Heémagglutination passive de | antigéne pic no

rJ*

Le pic no 3 montre une activité antigénique optimale en
hémagglutination passive entre Jes. dilutions 1/2 & 174,
Cependant le pic no 3 de 1l antigéne normal montre une ackiwvite
non spécifique avec les pools positif et négatif.

Les controles d'hématies (i.e. hématies sensibilisées  aux
diverses dilutions mises en présence seuvlement do diluent
contenant | Z‘de sérum de lapin) ne montrent aucune réaction.

Voir tableau 14C: Hémagglutination passive de 1 antigéne pic no 3

Le tableau 14D résume 1 activite antigénigque du materiel

concentreé et fractionne, ‘dans les tests d hémaggluttnation
passive et de fixation du complément. L.a méme dilution optimale

de 1l"antigéne ou de ses fractions donne une activité optimale
dans les 2 tests. '

. .
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Tableau 14A

AR

Hémagglutination passive

de 1°ANTIGENE PIC NO 1

Hématies sensibilisées au
CYTOMEGALBVIRUS

Héematies sensibilisees a

1° ANTIGENE NORMAL

réciprogue de }a dilution

‘de 1 ANTIGENE

titre d’ 2 4 B 16 32 2 4 16 32
anticorps
POSITIE
4 tr tr tr ctr tr tr tr tr tr tr
8- tr tr tr tr  tr tr trotr tr tr [
16 tr tr tr tr tr tr tr tr, tr tr
32 0 0 Q Q Q Q. 0 Q 0 O
&4 o 0 o a] Q ' Q ¢ O 0 0
1128 o 0 o 0 Q ' 3] Q o ’on Q
C . 2%6 o 0 o 0 o} O a0 o0 4]
512 Q Q aj 0O 0 Q Q Q 0 Q
ctcl Q Q Q Q Q (o] Q Q Q Q
titre
anticorps
NEGATIF
4 tr tr tr tr tr . tr tr tr tr tr
8 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
16 tr tr  tr  tr tr tr tr tr  tr tr
32 Q Q C Q) 0 0 ) Q (a] Q
64 O Q0 o O Q O O O 0 ¢
128 0 o G Q Q o 0 0 O Q
256 [ O O Q Q Q &) Q Q Q
512 Q 0 O ¢ O Q 0O Q Q O
ctel ¢ O O Q Q O o> 0 O O

"(ctel: controle

des hématies)

&2



Tableau 143H
Hémagglutination passive
de.l1’ANTIGENE FPIC NO. 2

Hématies sensibilisées au Hématies sensibilisées &
- CYTOMEGALOVIRUS ' 1 ANTIGENE NORMAL
Y| reciproque de la dilution .-
de 1 ANTIGENE .
titre 2 4 8 16 I2 2 4 g 16 2
anticorps’ - ' .
POSITIE .
4 4 1 tr tr tr O ') o> o o0
8 4 1 tr tr tr . O < 0 0 0
16 4 tr "0 Q I} O ) o 0 Q
32 4 tr 0 Q- < . O (b Q O QO
&4 3 tr O Q Q ' 0 O G o O
128 . = Q O ) O Q Q Q O 0
2596 2 o7 0 Q O Q Q Q 0 O
512 2 13 O O O 4] ) O Q- s}
ctcl tr © O Q O Q O O Y 0
' \
~—
titre .
anticorps T,
NEGATIF .
4 tr © Q Q O Q O O Q <
8 tr Q Q) Q) 0] i ) Oy [ Q
16 tr O O Q. 0 O 0o QO O 4]
X2 tr @ o 0Q Q QO O O 0 o]

. &8 tr G ) © 0 ) ) ) ] <) Q
128 tr 0 8} O C ) O Q1 O Q
254 . tr O W 0 Q) Q %) Ci O Q
512 tr O Q0 O O e TS B (I ¢) Q

ctecl tr O ¢ O C 8] O O € Q

(ctcl: controle des hématies)




Tableau 14C .
Hémagglutination passive

(2 de 1°ANTIGENE PIC NO 3—.
Hematies sensibilisées au Heéematies sensibilisées &
CYTOMEGALQVIRUS 1"ANTIGENE NORMAL
réciprogue de la dilution
de 1’ANTIGENE .
titre 2 4 .8 16 X2 - 2 4 8 16 X2
anticorps :
POSITIE .
4 4 4 4 2 1 2 2 2 1 - tr
B8 - 4 4 4 2 1 2 1 1 tr Q
16 4 4 4 2 1 O Q Q 4] Q
J2 4 4 ) 2 1 T O Q O 0 O
64 4 4 3 2 tr ¢ Q o 0 Q
128 4 4 2 1 ] Q Q Q Q Q
256 4 = 2 1 a Q Q Q Q Q
512 2 2 1 tr ] G Q Q O Q
ctcl O Q G < Q Q O G 0 O
titre
anticorps
NEGATIE
4 Q O O Q Q 1 1 1 tr Q
a G 0 Q O 0 . tr tr O Q Q
16 Q O Q _ o] Q O Q Q
32 . Q O ) ] O Q Q O G ]
&4 a o 0 Q O » 0 0 0 o o
128 Q Q Q O O N QO O Q 0} ¢}
256 0 Q Q Q Q Q o Q Q Q
512 Q O Q Q Q Q ] Q Q
ctcl ¢ 0o o o o j e © o o o

(ctcl: controle des hématies)
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Tableau 14D

ACTIVITE ANTIGENIRUE dans les tests
de FIXATION DU COMPLEMENT et
et d"HEMAGGLUTINATION PASGIVE.
dec antigénes concentrés et fractionnés

65

- -
MATERIEL FC HF

Concentre t/4 - 1/8 174 - 1/8
; . - - - - - - - L] . - - +® . - - - - a [ . - - " L]
f .
: Fractionné
v [ ]
; PIC no Y race — 1/2 impossible
; . : . 34 utiliser
; * PIC no 2 1/2 1/2
L3
¢ _ .
PIC no 3 1/2 - 1/4 1/2 - 1/4
. - -
; p |
,i . v

) a )
P ' . 4
B} E hd -
“ -t
‘- : -
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Le pic no I gqui est en fait le seul pic disponible pour etre
utilisé comme antigéne sert pour évaluer 16 sérums connus comme
ayant une activité non spécifique avec les hématies sensibiliseées
4 1"antigéne normal dans le test d’hémagglutination passive.

Le titre des sérums avec 1’antigeéne normal non fractionné
varie de B a &4. La réaction non spécifique des sérums avec le
pic no 3 de 1l antigéne normal sera considérée corrigée gquand les
sérums morttrent une diminution d’au moins 2 dilutions dans la
réaction avec les hématies de contrﬂle et de plus quand ils ont
un titre inférieur a 8.

Parmi les 16 sérums testés, & sérums, soit 38 %, montrent
une diminpution d’au moins 2 dilutions dans la r@action avec les
hématies de controle sensibilisées avec le pic no X de 1’antigeéne
normal et ont un titre < a 4. Dix sérums, soit 62 %, sont
positifs pour la réaction non spécifique dont 8 ne montrent aucun
changement dans la réaction; deux sérums ont une diminution mais
ont un titre e&gale a B. .

Snpt™

Le pic no X de 1l7antigene normal ne corr1ge pas entirérement

le probleme de reaction non spécifique. '

" 31 est A noter que ces mémes sérums ont ét¢ évalués contre
1"antigene normal non fractionné dans le test de fixation du
complément. La dilution de l"antigéne normal utilisé est la meme
que 1d dilution optimale de 1° ant1géne cytomégatique établie par
titration en échiquier dans le test de fixation du complément.:
.Aucun des sérums testés ne montrent de reaction non
spécifique avec 1’antigéne normal dans le test de fixation du
complément. : ‘ ' '
Voir tableau 15: Sérums & réaction non spécifique évalués contre
1*’antigéne normal dans les testg de fixation du complément
(FC) et d’heémagglutination passive (HP). - N

I -1-)



Tablieaun 15

SERUMS & réaction non spécifique EVALUES
contre 1 ANTIGENE NORMAL dans les tests
de FIXATION du COMPLEMENT (FC) et’
d*HEMAGGLUTINATION PASSIVE (HP)

——

NUMERO HP HP ~ FC
Titre avec Titre avec Titre avec
antigéne PIC NO = antiqgéne

- . normal antiqgéne normal

nermal )

. 404 32 ' 16 < g
427 16 8 v <4
799 a2 w4 . <4

2021 T332 8 <4

4122 &4 a8 4

4940 . o “ 4

2715 O B 32 ) L4

2722 &4 4 4

2738 ’ [ & 4 Y-
436 1& 1& -
528 a8 <4 < 4
S37 £t 4 . 4

] 8 - 8 q°

2648 a &4 < 4

2656 =] 4 4

2721 8 8 <4

J
7
\ -
+ - [~ i - -




h) Antigene preéparé par congélation - décongélation. ’

. Suite & 17impossibilite d éliminer entierement les reactions

noin specifiques aprés fractionnement sur gradient de sucrose de
" 17antigéne cytomégalique produit au LLCM, une préparation
d’antigene., produit aprés un cycle de congél ation~décongélation
(voir méthode 6.F Congeélation-Décong#lation) telle que décrite
par: Yeager (50¢1), est évaluée avec les sérums qui montrent cette
réaction non spécifique.

Le materiel récolté apres congél ation-décongeélation
contient 8.2 g / 1 de protéines dans 1la préparation du
cytomégalovirus et 2.52 q / 1 dans celle de 17antigene normal
comparativement & 8.65 q / 1 pour la preparation cytomeggaligue
tel que produit au LLCM et 4.19 g / 1 pour 17antigéne normal. La
concentration protéique de l éparation antigénigque du  virus
cytomégal ique produite ngel ation—décongélatron est
sensiblement la méme que celle prodyite par le LLCM. Far contre
la préparation par congélation-degdongélation libere moins de
matériel cellulaire si on compare ba concentration protéique de
1’antigéne normal qui correspong/a la moitié de celle cbtenue
dans 1 antigéne normal du LEC

Avant d’etre utilisé dans Je test d’hémagglutination
passive. les préparations produites par congél ation—-decongelation
sont oncentrées de la mefe facon que celles produites aw LLCM
utilisées lors. du fractionnement (voir méthode 7.A HMateériel © a
fractionner). * T La dilution optimale de 17antigéne
cytomégalique & utiliser a été obtenue par titration en echiquier
effectude au pkgalable, la dilution de 17 antigéne normal utilisee
- correspond a cel de 17 antigéne cytomégalique.

Sept sérums qui ont montré une réaction non spécifique avec
1’antigéne normal (préparation de cellules non infectées) produit
au LLCM sont testés contre la préparation produite aprés un cycle
' ‘de congélation - décongélation.

Parmi les 7 sérums, 5 sérums (71 %) montrent une élimination
compléte  de la réaction non spécifique en présence des hématies
sensibiliseées avec 1"antigéne normal obtenu par congélation-
décongélation. Deuyx sérums (29 %), bien que montrant une
diminution du titre de la réaction norf . spécifique, réagissent
toujours avec les hématies sensibilisées a 1’antigéne normal.
Voir tableau 16: Sérums & réaction non spécifique évalués dans

le test d heémagglutination passive contre 2 préparations

d?*antigéne normal. '

e et s s, P <r-p ik e s
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Tableau 1lé
[
L
SERUMS A reéaction non speéecifique EVALLUES
dans le test d”hémagqlutination passaive
contre 2 PREPARATIONS d  ANTIGENE NORMAL
d Antigéne S~ Antiqene |
normal narmal
. du LLCH aprés congeélation-
décongel ation .
Titre d’Anticorps
4 B 16 T2 &4 128 256 512 4 8 16 22 &4 128 256 2
NUMERO °
799 4 4 4 2 1 € Q Q &} o O ¢ Q } 0 Q
o021 14 4 4 4 3 tr 0 G A T s T S O O O
. 4122 14 4 4 3 1 O O Q 3 2 tr O O 0 8} O
2715 |4 4 3 1 O 0 Q Q tr tr O 0O 0 0 0
- 272214 4 4 4 «r Q O Q. [ T « R ¢ S B & Q O O
2738 14 4 4 2 O Q) Q < 21 O O 0 O G 4]
2367 |2 1t tr 0 0 0 0 O 1 0o 0 o0 0o 0o o o0
ctcl @ . 0 -
(ctcl: controle-des hématies) v
¥
.. ’
i -
. ( B - -
&9
[ ] ¢ -

A e—————— e R
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.‘53 fixation du complément (FC).

COMPARAISON DES METHODES SEROLOGIQUES

POFPUL.ATION ETUDIEE

Des spécimens sériques provenant de donneurs de sang de la
Croix—-Rouge regus au Laboratoire Régional de Virclogie de 17Est
de 1°Ontario sont analysés par & tests sérologiques afin deéva-
luer leur statut immunologique contre le virus cytomégalique.

Ces ' personpnes .de la region d’Ottawa sont acceptees comme
donneurs de sang selon les critéres établis par la Croix-Rouge.

Ces critéres sont:
— agé¢ entre 18 a &5 ans
" - etre en bonne santé
- - avoir auvcune histoire  de figdvres intermittentes,
d*’allerqgies, d hypertension
- ne pas avoir été atteint d*hépatite, de mononucléose, de
tuberculose, de syphilis
— ne pas étre spous médication. .
- ne pas avoir regu de vaccins durant les 3 derniers mois.
L étude comparative dés méthodes sérologiques comprend © les
tests suivants: ' ‘
1. immunofluoréscence (IFAY
2. fluorométrie en phase solide(FIAX) -
I. immunoenzymatique (ELISA)
4, hémagglutination indirecte (HP): A. selor un test commercial
- utilisant des hématies
humaines de groupe 0O (Cetus)
) E. cselon up test deécirit par
. Stewart utilisant des hémé?}Es
‘ de mouton . (Stewart).

Ces tests représentent 4 méthodes différentes de détection

des anticorps. Les tests d"IFA et de FIAX utilisent le meéme
principe -de_ reéaction. différant dans la lecture de la reéaction’
finale: dans le test IFA, la fluorescence est évaluee a l17aide

d’un microscope & .UV, le test FIAX mesure L*intensite de 1a
réaction au moyen d*un fluorométre. o

LLa méme réaction est utilisée dans lJes tests HP, cependant
les’ cellules indicatrices de la réaction sont différentes: des

hématies humaines du groupe O sont utilisées dans le test produit ’

par Cetus alors que dans le . test de Stewart les heématies

o e e i e e R it -tk - e bt e t———— -+ T

<

proviennent d’un mouton. : !

»

Tous ces tests .utilisent comme antigéne, le virus
cytomégalique AD-169. Le mode de préparation de 1 antigene est
connu  pour le test d'hémagglutination passive uwtilisant les

- héematies de mouton -ainsi-—que- pour le - test de fixation du

complément ; ces 2 tests utilisent la préparation antigénigue
pour la fixation du complément produit au LLCHM. Les 4 tests

70
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. : L
coammerciaw:, " ne décriverft d’aucune fagon leur méthode de preéepara-
: tion de 17antiaene, ni d?)purlficaticn =i tel est le cas.

' : , Les tests commerciaux sont effectués selon les recomman-—
dationg de=s compqqn1e§!re=pect1ve= et leur seuwil significataf

- ‘ accepté tel que recommande, puisque 1 cbiectif de cette étude est

' "de comparer différents te:t= commerciaus tel quils sont utilisés
dans les laborateoires™qui les acheétent. ’

=7 Les testz ont é&té comparés du peoint de vue de leuwr
sensibilite, de leur speécificite, de leur exactitude, ains1 qu’en
fonction du taux de faux reésultats, tant positifs que-néqatifs.
Les études de reproductibiliteé onl ete faites zeu] ement pour Jes
tests de FC, HF et IFA. ‘ S 4
. ) . i s
- . = Les analveses .=tatistigues pour évaluer le rendement des
. différents tests atilises ont éTe faites selon Griner et al.
' (1981) ., ' v . -
. L c ‘ .
VRAIS FAUX
positifs négatifs .
Ny : b g
2 . . FAUX ~« VRAIS
E’_ . _Z positifs négatifs s
LT - s T ) . .f.
SENSIRILITE: . est 1la probabilité d'obtenir un résultat positif
, . dans le test en présence de la maladie.
° _ ' Formule: a / a + « ‘
' - . 2
SPECIFICITE: est la probabilite d'ebtenir un'résultat neégatif
, ' dans le test en absence de la-maladie.
e ., Formwe: d /b + d
- &‘* R ) . . i
SR ' ) _ .
, . ?\Tﬂux de faux positifs: ‘est la probabilité dobtenir un resultat
. - positif .dans le test en absence de la naladie. -
) o Formules b o/ b + d ouw 7100 - specificité
TAUX de fauwt négat1¥s: est la prubab:llﬁé d obtenir un résultat
: . ’ -négatif dans le test en '‘présence de la maladie,
' : Formule: © / a + ¢  ou 100 - sensihilité
¢ - ‘.‘ Lo . " * .. . '-l‘ . "
. t - : ) .
- EXACTITUDE: - est 1la pridbabilité dobtenir un résultat de
; -, ;_ détect:an pu non de l7anticorps qui ‘sera en accord
i el e - yec l1a préspnce ouw 1’ abeence. de la malad;e.

rmule- a + .d / a b +c+d

7Y



. La comparaison des tests séroclogiques tient-aussi compte des
difficultes technigues pour effectuer 1le test, du delai
nécessaire pour compléter le test (du temps de la réception  du
'spécfmen au temps-on le résultat est disponible), de 17équipement
indispensable & la réalisation du test, et finalement des aspects
subjectifs de la lecture finale du test.

Cent vingt et un spécimens obtenus de donneurs de sang sont
évalués par les 6 tests sérologiques étudiés. Certains seéerums .
montrent une ré&action non spécifique dans un ou 17 autre des
tests.

Voir tableau 17z Réactions non spécifiques des sérums évalués
par les & tests étudiés. )

Dans le test d"IFA, un sérum qui montre de la fluorescence
-associée avec les noyaux de toutes les cellules infectées et  non
infecteées est 1’indice de la présence d?’un facteur antinucliéaire.
Ce sérum doit étre éliminé de la comparaison. .

Dans le test HP Cetus, 4 sérums sont éliminés parce qu’ils
agglutinent les hématies de contréle rendant impossible 1la
détermination des anticorps cytomegaliques.

Vingt et un sérums sont éliminés de la comparaison des &
tests sérplogiques parce qu’ils ont une réaction non spécifique
en présence des hématies sensibilisées avec 1’antigéne normal
dans le test d hémaggiutination passive selon Stewart.

Finalement, =+ 2 serlims & montrent =~ une activite
anticomplémentaire dans le test de'FC empéchant la detection des
anticorps cytomégaliques. .
Voir tableau 18: Nombke de sérums étudiés dans la comparaison

des & tests. . -

_ Ainsi 2B sérums, qui. montrent une activité non spécifique
dans. un ou 17autre des tests sont éliminés. Des 121 asérums
testés, 937 sérums servent & faire 1’¢é¢tude comparative des 6 tests
Férologiques{- : »




——

Tab

(a)
(b

{c)

leau 17

REACTIONS NDN SPECIFIQUES des sérums évalues
par les & tests étudies

TEST NOMEBRE
r.‘

IFA 1 (a)

FIAX a)

ELISA . Q
. HFP Cetus /AA (b)
HP Stewart 21 (b)
FC .- . 2 ()

facteur antinucleaire .
hémagglutination des hématies-de controle
. activité anti-complémentaire ' .
/
. * - b
»
.“ N \ -
g .
N o
A b e ;ﬁ_w“mMLu.wmﬁg;mT_nmw,“dm”‘ ! .-t
. ‘ -\
T ‘73 y
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Tableau 18

.

‘NOMBRE de SERUMS ETUDIES

dans la comparaison des & tests : -
a -
nombre de sérums testés 121'-
nombre de sérums éliminés 28
nombre de sérums étudiés
» ~dans la comparaison 93
¥ da a.

] une réaction non spéﬁifiqué dans 17dh- qu
tests, tel que décrit dans la table 9.

.

1’autre des

“
03

74 ' ST
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Nous avons distribuée les sérums en fonction du  nombre de
tests positifs: - .
- i4 sérums éta1ent posxt:fs par les & tests a la fois
- 'S sérums étaient positifs par 5 tests | :
seul sérum &tait positif. par 4 tests . -
sérum était positif par 3 tests
sérums étaient positifs par 2 tests
sérums étaient positifs par 1 test
sérums n’étaient positifs par aucun test.

|
R '
29 pww

Voir tableaw 19: Distribution des sérums en fonction du .nombre
) de tests positifs. . .

Nous avens établi un critére de POSITIVITE pour la présence.
danticorps cytomégaliques: ) .
"Un sérum pour, etre’ POSITIF deit montrer une réaction
spécifique. Ag.Ac selon au moins 4 des & tests utiliseés.
5731 s7 agxt vraiment d7une réaction spécf?:que antigéne-
anticorps. celle-ci ne devrait pas etre affectée par le mode de
détection de l anticorps, & moins bien entendu gu’il s'agisse
d’une méthode de détection vraiment peu sensible. .

Un ®sérum est eliminé puisque, selon le criteére de positivite

~établi, il ne peut etre considére ni positif ni négetif, é%ant

positif selon 3 tests et négatif selon 3 tests.

Vingt sérums sont considérés vrai positifs puisgu’ils le

.sa@mt, selon 4 tests ou davantage. Soixante-douze sérums sont de

vrai neégatifs parce qu’ils le sont selon un minimum de 4 tests.




C

Tableau 19

DISTRIBUTION des sérums
en fonction du nombre de tests POSITIFS

Nombra Nombre - TOTAL

de tests - de sérums
POSITIFS

5 S . 20
.4 1
‘, - L] - - - L a - - - - - - - - - - a - - - - - - -
3 1 1
2 3
1 29 72

L. P -
: - . .
L PP — = .
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Pour chague sérum, chacun des résultats obtenus selon’ les

différents tests sont comparés entre eux. Si le résultat obtenu
selon un test est corroboré par au moins 3J autres tests, ce
résultat est un VRAI reésult (i.e. correctement évalué); au

contraire, s*il n’est pas co ‘nboré, il est un  FAUX rgsultat
{i.e. mal évalue)., Q} - -

Suite A cette analyse nous pouvons dire ‘que les tests
immunoenzymatique et d“hémagglutination passive selon Cetus
donnent un nombre égal de résultats correctement évalués seit 91
sérums. . '

Les tests de fixation du complément, de Ffluorométrie en
phase solide et d'hémagglutination passive selon Stewart suivent
avec., un nombre respectif de 86, B85, 84 sérums correctement
‘évalués. ‘ _ -

Par le test d’immunofluorescence indirecte, seulement 71
parmi les 92 sérums testés sont correctement évalués.

Voir tableau 20: Distribution des sérums évalués dans les &
tests d’aprés le critére de positivite.

Ces résultats sont aussi résumés dans la figure 2 ° Résultat
de 20 sérums POSITIFS et de 72 sérums NEGATIFS pour la détection
‘des anticorps cytomégaliques par & tests Eerologiques.

3 . . ' .
o

[y
-

;Lé rendement dbs différepts tests sé#olngiques est effectue
selon les critéres décrits par/ Griner (1981).

Voir tableau 21: Rendement des tests étudiés. .
.hes tests ont été classgs par rangs selon leur
sensibiliteé, spécificite, exactitude et le tawt de faux positifs
et de faux négatifs. Ces rangs, de 1 & & (1 étant le meilleur
rendement), .permettent d’analyser les teBts et de dgterminer le
ou les tests gqui répondent le mieux aux enigénceg-inxtiales. ’

i ) ] .
.Les tests d’hémagglutination passive de Cefus et de Stewart,
ainsi que le test de fluorfométrie montren la plus grande’

sensibilité (100 %), e test de firxation dé complément a 1Ia
sensibilité la plus faible (75 %)° o i
 Le test immunoenzymatigue vient au premier rang en ce qui
concerne la spécificite) (100 %),  suivi par les test
d’hémagglutination passive/ de Cetus (99 %) et de fixation du
complémegt (99 %). N
L. : ‘ : . ST ,
Lgs tests immunequymatique et d’hémagglutination passive de
" Cetus ont la meilleure exactitude .(99 %). L exactitude 1a plus
[y . .

»

R SR K
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basse est obtenue par le test d’imtlm.mofl uorescence indirecte.
’ _ -
Le test de fixation du compleément a le taux de faux négatifs
le plus élevé alors que le test d’immunofluorescence indirecte a
le taux de faux positifs le plus éleve.
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Tableau 20 ,

hat
. .
DISTRIBUTION des SERUMS EVAILUES
. . dans.les & tests : ) e
d apreés le critére de POSITIVITE . '
Catégorie Test Nombre de TOTAL " Nombre de
’ sérums VRAIS reérultats
a c
b d
FOS. NEG.

FOSITIF IFA 12 1 20
NEGATIF 20 52 72 71

: Lo
POSITIF FIAX =20 Q 20
NEGATIF : 7 &5 T2 |5
POSITIF ELISA: 19 1 20 .
NEGATIF Q 72 72 M |
POSITIF Cetus 20 G - 20
NEGATIF 1 71 72 1.
POSITIF Stewart 20 O 20 '
NEGATIF ' B8 &4 72 , 84
POSITIF FC 15 5 20 ‘
NEGATIF 1 71 72 86 !

< |
a: vrai positi+fs ;3

- br  faux positifs. :

c: faux négatifs .
d: vrais negatifs <2
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Tableau 21

. RENDEMENT des tests étudiés

TESTS ) Sensibilité Spécificite ‘faux de Taux de | Exactitude
, faux T faun
. positifs | négattfs
IFA 9% % (4) 72 % (&) | 28 % (6| 5 % (4) 77 % (&)
FIAX 100 % (1) 90 % (4) ;o | o ] 92 %
ELISA 95 % (4) 100 % (1) 0% (0|5 % ]| 99 %
Cetus -100 % (1) g % (2 | 1 4 (] oexw ry]| s9% (1?
Stewart | 100 % (1) C B9 % (S 11 %2 (S) [ 0% (1) | 91 % (5
FC | 75 z'kay 99 % (2) t 2 @mles 2 e | 93 % (D

-

( )} rang obtenu parmi les & tests.

\

.,
P




Finalement on a évalué-les tests'en ce'qui--conéerne leurs
exigences techniques, soit faciliteée, délai, équipement spécial et
lecture objective, en les classant par rang de 1 a 6, 1 étant

celui qui répond le mieux aux exigences & étant celui qui repond
le moins bien aux exigences.

Voir tableau 22: Evaluation des-exigences techniques des tests
étudies. .
On entend par facilité: les manipalations & faire pour

exécuter les tests, 17évaluation subjective de la quallté des
reactifs, les limites de temps critiques pour ajouter un réactif
ou arréter la réaction. lLe test d° hémagglut1nat10n pass:ve de
Cetus se place au premler rang.

ile délai le plus cnurt pour 1l exécution du test représente
ur @lément favorable puisque, parfois, une transplantation ou une
transfusion d’urgence est nécessaire pour une personne & risque
élevé. Nous avions comme critére d’un délai satisfaisant un test
qui pouvait etre exécuté en une journée de travail i.e: inférieur
A B heures. Tous les tests répondent” & ce délai inférieur & 8
heures sauf le test de FC que nous utilisons qui, 1lui, nétessite
une incubation’'de 12 heures pour fixer le complément.

- L équipement speécial qui est néce;saire pour les différents
tests estrs pour le test IFA, icroscope & lumiére UV; pour le
test * .FIAX, un Fluardmétre, pouwr le test ELISA, un
spectrophotométre powr "microplaques quoigqu’un spectrophotométre
classique équipé d'un systéme dTaspiration pourrajt etre

satisfaisant. Les tests d°HP selon Cetus et selon Stewart ainsi

que'FC ne nécessitent aucun équipement particulier.

Le derhier critére pour évaluer les exigences techniques est
la difficulte d interprétation de la réaction finale. Les tests

‘ol il v a un lecteur tels FIAX et ELISA ne présentent 'pas ce

probléme. Les tests dé FC ou on évalue le degreée d'hémolyse sur
une échelle de O & 4, ainsi que les tests HP selon Cetus.et selon
Stewart au on dpit interpreter 1'intensité " du  réseau
d’hémagglutination,. aussi sur une échelle de 0 & 4, sont sujet a
l1*interprétation des te:hnolog:stes. Cependant le-test IFA est le
plus subjectif, -puisqu’il faut : a) localiser la flyorescence
dans le, noyau des cellules infectées et b) avaluer 1¥intensite

_de fluorescence sur une échelle de-Q a 4 et <o) cgmﬁ&rer cette

flunregcence A celle des controles négatlis.

Pl




"Tableau 22 .

l- EVALUATION des EXIGENCES TECHNIQUES

’ ) des tests étudiés | - :

TESTS Facilite . Del a1 Equipement Lecture
) - thres) spécial ..subjective

; . A - , '
IFa 3 2 (1) oui 4) ©pul (6}
FIAX 2 2 (1) owl (&) . T pon (L F
ELISA . 3 > (1L oul ‘(5) non (1)

. \ )

Cetus 1 24 (D) non (§) ¢ oui ()
Stewart 5 &-8 (2) non (1) oui (3
FC o 24 (&) non (1) oui (3}

{(-) rang obtenu parmi les & tests.
l -
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' La derniére étape dans 1€ choix d’un ol des tests appropriés
est de compiler le classement du rendement de chacun des tests
ainsi que celui de leurs exigences techniques.

Vair tableau 23: ‘Classement des tests en fonction de
1’évaluation du rendement et des exigences techniques. '

Le meilleur test en ce qui concerne le rendement est le test
d’HP selon Cetus. R
S~ . . .
Le test qui obtient le meilleur rang pour ce gui est des
exigences techniques est aussi le test d’HP selon Cetus. :

" En additionnant les rangs obtenus quant A la sensibilite, la
spécificite, l'exactitude, la fiabiliteé, la faciliteé, le délai,

1’équipement, la subjectivite, 1le test " d’HP vient au premier

rang, suivi par le test ELISQ et par le test FIAX.
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Tableau 23

: Y- . . 3 \_/\ e
; CLASSEMENT des TESTS eny/%onction "
: de 1’évaluation du DEMENT et
t des EXIGEMNCES TRTHNIQUES --
; . " Somme | RANG | Somme RANG | TOTAL | Classement
' . - des rangs ¢ | - des rangs
TEST performance} practicalité)} . ]
i IFA 26 6 14 4 30 |- 6 .
| - :
FIAX 14 pu * . 2 23 - 3
: . ' .
' ELISA 11 2 . .10 . - 21 + 2
T . R - . ’
Cetus 7 1 6 i 13- 1
i Stewart 17 a 14 4 31 4
: > Fc 19 5 15 b 34 S
* .
1 -l
} A .
r + P
! . - .
| - o
~ : T e 3
N - = M
j . . ..
. - . » - ‘ B J L
- - S, *
. .'/_. -_" - ’ -
-y e . S et mln e el - cerene a . - A" /
- ' Y . <. .
1 - ‘_. - \ "
K] o v, ety ' "- . Ny F .
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< DISCUSSION .

.
. _ .
.
- 4 1

. . Da-&4 Y importance gran&issante du virus cytomégalique comme

T e - agent responsable d7infection ou de maladie & la s=uite de
) R transfusxons- sanguines ou de ses sous—produits ou lors de
transplantatxons rénales, cardiaques, de moélle, etc. la
’ " nécessité est de dépister ces donneurs, ol le virus latent peut

. etre transmis au receveur. I
* - A ll’heure actuelle. bien que certaines techniques, telles

. que hybrxdatxnn ARN-ADN, puissent qemnntFer le génome viral in
‘éity. celles-ci ne sont malheureusement pas applicables dans un
laboratdxre de diagnostic ou de dépistage parce que ces
techniques necessitent un personnel specaalxsé de 17équipement
part:culler et du temps.

11 y a wne forte corrélation entre le fait d’étre porteur du

“wvirus latent' et le statut immunol egique. Aussi l1a nécessite

- d’obtenir un test sérologique fiable ‘est treés importante. Le but

- de ce travail consistait. & faire  une -évallation de tests
sérologiques facilement disponibles pour les laboratoires.

- o Afin d’inclure le tesE d”hémaggiutination passive selon
Stewart dans la compara1son des tests séroloqiques, il a +fallu
évaluer le test lui-méme et ses différentes variables. £&n meme
temps, nous .-~ avons évalue. 17 utxllsatxon. dans le test
d’ hémagglutination passive selon Stewart, . de 1"antigene
cytomégalique de fixation du complément produit au LLCM.

.

A. Evaluatinﬁ du test d”HEMAGBLUTINATION PASSIVE selon Stewart.'

o e e i . e M s o e e e o T i e e A ke S - b 3 = -

La standardisation des 4 wvariables dans e test
- . d?hémagglutination passive, soit.la source d hématies, la période

de vieillictement des hématies, la concentration d”acide tannique

et des cellules de controéle, est un processus long, surtout pour

N .les 3 premiéres variables mentionnées; une variation de - 17une
d?’elles entraftne une variation des 2" autres, par exemple, si on

changé de mouton donneur d’hématies, la période de vieillissement

des hématies ne sera pas nécessairement la méme et la

© concentration d*acide tannique changera.

N *

Nous avons sélectionné ‘un seu] mouton donneur .d’hématies,
.. - établi  une durée constante de maturation des hématies et avons
utilisé une concentration fixe d\ﬁcide tannique,.

. La préparation antigénique produit au Laboratoire de 1la
Lutte ' contre la Maladie qui est* utilisée dans le test
qfhémaggiutfnatinn passive selon Stewart consiste en un extrait
.de- la couche cellulaire infectée. Cette préparation qui  n'est

{ pas purifiée contient une concentratlnn importante de Tmateriel”

( ‘ cellulaire. Nous avons donc vérifié s'il-y avait une d:f&érence
dans la réaction des sérums en présence de 3 suspensions
différentes d"hématies de controle. .

+
¢
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Tes trois suspensions d’hématies de controle consistent en :

i) hématjes tannées seulement, - 11i) hématies tannées et

=ensibilicsées a 1 antigéne normal produit au LLCM, i1i)
hématies tannées et sensibilisées a’'l’antigéne normal produit par
Flow. Celles—ci sont testées contre 35 sérums: six» pour cent
d?s sérums testés montrent une réaction non spécifique avec la
suspension - d hématies tannees seulement, alors que 37 % de ces

.mémes - sérums - montrent une.réaction non:spécifique avec une  ou

l1autre des préparations d’antigéne normal. D aprés le calcul . du
coefficient de correlation, il n'y a aucune, di f férence
significative entre les suspensions sensibilisées aux 2

-

N préparations d'antigéne normal, quant a la reéaction non

spécifique de ces sérums. I1 n’y a aucune correlation non plus
entre la suspension des hématies tannées et celle des hépaties
tannées et sensibilisées a 1 antigéne normal, quant a 1a
réaction non spBcifique des sérums. Par conséguent, il ‘faut
inclure Hans 18 test un controle d’antigeéne normal approprié.

Des 121 sérums eévalués dans le test d’hémagglutination
passive, 26 % de ceux—-ci montraient une réaction non spécifique
avec les hématies de controle (hématies sensibilisées Y
17.antigeéne normal produit au -£ECM).’ Ces sérums auraient été, a
tort, considérés comme positifs en 1%absence de ces cellules de

contrble.. . . . , -

-

“

. . Nous avons fait une étude plus approfondie pour détermiher
le(s) facteur(s) responsable(s) de ce phénoméne. .
rd .

» Aprés traitement au kaolin, 50 % des sérums -traités montrent
une diminution mais non une disparition de 1’activite non
spécifique. Ceci indique gque l"activiteée non spécifique n’est pas
causée par des inhibiteurs non spécifiques du test d’inhibition
de 1’hémagglutination, puisque avec ce traitement la réaction non

spécifique demeure méme si les inhibiteurs ont été élimines. La
disparition observée peut &tre due an kaolin, celui-ci peut
adsorbet des immunoglobulines dul\sérum, particulierement s’il
s*agit des IgM. ’

L>activite non spécifigque cont e l7antigéne normal n’est pas
démontrée dans le test de fixation Hu.complément mais se retrouve
seulement dans Jg test d"hémagg ubinatjnﬁ‘ passive, Cette _
activité - est - associée principalement a 1la ~classe ~ des
Immunoglobulines M chez BI % des sérums. '

Si on regarde les résultats des I ‘expériences suivantes:
a) le pic no 3 gui correspond au matériel de membrane montre
. une réaction non spécifique avec 62 % des sérums évalués
b) ' 1l™absorpti'on des sérums sur des lignées cellulaires vivantes
+ élimine 1"agent responsable de la réaction non specifique
VU dans 69 Y% des sérums _ .
c) le fractionnément des sérums montfe | lfactivité non

‘apécifique associée avec la classe des IaM.

.

cellules.

“-agent—responsable- de- la réaction non speécifique dans. le
test d’hémagglutination passive pourrait peut-etre etre une
immunoglobuline M #frigée contre le matériel de surface des

S . ¥
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Afin de vérifier cette ~ hypothése, un’ test
d’immunoprécipitation de 17antigéne normal avec des sérums
responsables de réaction non spéci%ique aurait d@ etre fait,
suivi d’une électrophn?ése (Pe?eira, 1982). Ceci nous aurait
permis de Hémontrer: s”il s’agissait d’une réaction.xantigéne—
anticorps et dans de telles circonstances, d’identifier quel(s)
antigeéne(s) étaidlen)t responsab{e(s) de cette reéaction.

Un test o°immunofluorescence indirecte aurait pu etré
utilise, Aprés -avoir adsorbé les  sérums Yur des cellules
nnrmales v1vantes‘ des anticorps antxglubulanes M conjugués a la

,fluorescéxne 1sothxo;yanate aunﬁxent pu_ étre mis a reagxr. Ceci

aurait confirmé  ou infirmé la présence, dans le sérum, d*IgM
dirigés contre la surface des cellules normales. Cependant, il
semble peu probable que 17 agent responsable de la reéaction non
spéc1f1que soit une IgM contre la surface des cellules normales.
Comment expliquer la preésence de cette 1mmunogiobdlxne chez " .un
pourcentage aussi éleve d’une pupulat1on normale? : s

.Da & une quantiteé insuffisante d’antigéne normal de méme que
de sérums montrant cette réaction non spécifique, ces 2 tests
n’ont pu etre exécutés. o

Plus de 1a mpitie des sérums & reéaction non spécifique
montrent cette act:v;té dans le pic non- ¥ de J’antigéne normal
produit au LLCM et de plus, la majorité de-l’activite antigeénigue
dp cytomégalovirus se trouve dans le pic no 3. Quelle Que soit la
raison de ces reéactions non spéc1+xque5, cette préparation
antigénique produite pour le test de fixation du complément ne
répend pas aux exigences du test d’hémagglutination passive parce
guw’un  nombre élevé de sérums.ne peuvent étre examinés a cause de

réactions non specifiques en présence de 1*antigéne normal.

Les résultats obtenus aprés le fractionement des antigénes’
produits au LLCM montrent  une disparition partiellé de la

réaction. non spécifique. La concentration protéique des
di fférentes fractions est aussi diminucde.
Les résultats obtenus quand 1’antigéne produit apres ‘un

.cycle .de congélation-décongélation est utiliseé dans le -test
- d’hémagglutination passive selon Stewart montrent une diminution

considerable de 1la .réaction nng spécifique. Le cycle de
congél ation—décongelation contribue seulement a ouvrir les

‘cellules -afin de libgreq\le contenu cellulairé, treés " peu de

matériel provenant des
suspension.

Les preéparations antigénxques sont produites d1fféremment ce
qui leur donne dés concentratyons différentes de protéines
totaless . La cancentration protéique de la préparatxon d"antigéne
normal produite au LLCM est le double de celle préparee aprés un
cycle de congélation—-décongélation.

Selon Pereira (1982), en changeant la fagon de préparer
1*antigeéne, . 1les proteines qui ont des’” . propriétés

membranes cerlulaires est mis en

 concentrations différentes dans les suspensions.

électrophorétiques_ . similaires. . seront _préseptes & des

Lé fait de changer la préparation d’"antigéne normal diminue

‘ grandement 1le risque de réaction non spécifi . Ceci nous
L. oL . ‘ ‘
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permet de supposer que la réaction non speécifique, preésente chez

26.5 7% dlune population normale de donneurs de sang,. peut étre
dépendante de la concentration de protélnes presentes.

Dans wnotre cas, si 1’ activite de 1”antigéne. cytomégalxqqu
avait - été supérieure dans 1le test d”hémagglutination passive,
ceci nous aurait permis de diluer davantage 1a préparation _de
1’antigéne normal, et ainsi de diminuer l1a concentationj/de
protéines présentes dans 17antigéne normal: ceci aurait pgut-
otre. conduit ‘A la disparition de cette réaction non speci fique

des hématies de controle en présence de ces seérums.

- -
-

La pféparation antigénique idéale pour le T test

- d’hémagglutipation passive “selon Stewart serait celle ou il n™y

aurait pas de matériel cellulaire. - En 1’absence ‘de matérie]

.cel}u1a1re en suspension dans la préparation antigénique, les
o hématies de controle pourront correspondre aux hématies tanndes

non sensibil ¥seées. .Cette préparation antigénique pourrait etre
obtenue en utilisant 1les virus extra-cellulaires seul ementy
cependant le virus ' cytomégalique est fortement associé aux

- cellules et-libére de celles-ci & trés faible concentration, ce

qQqui n est pas snuhaxtable pouf uné prnductxon antigénique.

. La deuxiéme poss:bilzté pbur la prgdu%kxongzgghnt1qene
utilisable dans -le -fest d’hémagglutination passive serait un
minimum de matériel., cellulaire présent. Cette préparation

_antigénique _ pourr it etre celle produite aprés un. qycle de

cnpgélétiqn—déqpngéiqtion.

. .
- , - .
- ' .

Plusieurs études ont été rapportées dans la littérature sur

. ‘le test d’Aémagglutination passive selon Gtewart ainsi que sur
;_ses modifications., Selon Horodniceanu, - (1981), Cabou, (1981),

les hématies de tous les moutons ne peuvent etre sensxbllxsées et
de plus la senslbxl:té du test varie en fnnctxun de chaque.
mouton, o . - .

-

Aussi Yeager (1979) et HDrodnxceanu (1981) rapportent que la
concentration d’acide tadnique varie avec chacun des prelévements

.du :mouton en ‘meme.temps qu avec l'age des hématies apres le

prélévement. . _

Nous avons pu sensibil15er les Hhmaties de 4 des 10 moutons
obtenus. Afin de 'standardiser le -test au point de vue
sensibilité, les hématies d’un seul mouton ont servi a faire les
tests., De. plus nous avons pu standardiser 1la cnn:entrat1nn'

‘dracide tanfigue ,en contrélant tous les autres facteurs (méme

mouton, meéme. v1e1llxssement).

- Yeager rapporte auss; le phénoméne d'hémagglutination nqw'
. ,',‘- . ~
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speci1fique dens S a 2O Y des serums testés quand elle utilicse

v

infecteées

LLCM. _
Flle n"a pas étudré comme nous,
speci fique

préparation antigénique decrite
préparation antigenique consiste
dans du tampen & la qlvycine,
clarifier par centrifugation.

- celle du a

de  production de 17antiqgene.

elle
avec
ocbhtenons

uwhe

spécifique de 26.%5% % a 7.5 .

N

Rern=stein
etraire
les

(1971) .
les
csaniftier
Ceotte preéparation est =emblabl

préparation,
d*heémaqglutination

celln

la canse de 1a réaction non
mais & tente de 1l ¢limner en modifiant la
utilisant une

aﬁi}génique produite aprés un Cycle de conagalation doéco
rapporte * n'obtenir que .9 % des csérums  resteés
l1"antigéne normal. Ernr wtilisant cette
diminution de la reactien

technique
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pravenance des dornineurs. <

Le deuxiéme objectif de cette étude était de sélectionner un

test sérologique selon différents critéres: P

al . au point de vue du rendement du test en fonctioqﬁaggfvla
sensibilite, la spécificite, 1a précision et la
fiabilité; ' -

b} au poznt de vue des exigences technxques en fonction de 1la-

facilité d’exécution, du délai, de l’éguipement nécessaire
et de la lecture subjective de la reaction.

Les reésultats sont souvent urgents, d'oa la nécessiteé

d*obtenir l1*évaluation sérologique la. méme journée. Cette

condition élimine les techniques d’hybridation de 1”7ARN-ADN de
méme que les cultures parce gqu’elles nécessitent une période de
temps supérieur a une journée avant d’obtenir un résultat. Le
test de  fixation du complément est quand meéme inclus dans la
nmparalson meme s”il nécessate une incubation de 12 heures parce

-qu”il s’agit du test, K le plus largement utilisé dans les

laboratoires de virolngie comme outil de dépistage et de
diagnostic.

11 est'impoftént de reépéter ici que les tests commerciaui[
ont éteé effectués selon les indications fournies par les
compagnies ,respectives. .

Le choix d’un test sérologique est essentiel pour dépister
de fagon fiable les donneurs de sang ou d’organe positifs pour le
virus cytomégalique: afin de minimiser la source de virus en

-
\

L’ importance de ne .pas obtenir de résultats faussement
négatifs est primordiale. Un test qui aurait un pourcentage
éleve de résultats fawr négatifs équivaut A& accepter des donneurs
susceptibles  de transmettre une infection. cytomégalique. Dans
notre étude, le test de fixation du complément fait partie de
cette catégorie avec un taux de faux négatifs de 23 %, ceci
probablement d0 au manque de sensibilité du test.

Les résultats faussement positifs ont goins d’impact
puisqu’ils ne :ause#?“sucun danger pour le récipient, ceux-la
étant exclus du groupe de donneurs. Par contre, ‘quand 'le
pourcentage de faux positifs est élevé, de nombreux donneurs,
négatifs pour le cytomégalnvxrus, sont #limineéss ceci diminue
inutilement le nombre de donneurs de sang ou d’organes. Dans
notre étude, le test d’immunofluorescence indirecte donne un’ taux
inacceptable de faux positifs, (28 %) ¥ suivi  des tests
d’hémagglutination passive . selon Stewart (11 7 et de
fluorométrie (10 %4). :

Selon les: analyses statistiques effectuées, . le test

g*hémagglutination passive selon Cetus vient én  tete pour la-

précision, 1la sensibilite et le taux de faux négatifs, il a une
spécificité de 99 z et un taux de faux positifs de 1 %4 .
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. Le  test qui a un rendement faible & tous 1&s™poipis de vue
est  celui d’immunofluorescence indirecte avec un {dux de faux
positifs de 28 ¥, une spécificité évaluee & 72\ %L et une
précision a 77 %,

.En un deuxiéme temps, il faut. discuter -l'gs) exigenceé

techniques des  tests. Tou les tests sont*® acilement
exécutables; la seule différence est le nombre de manipulations o
exigées par ceux-ci. Tous les tests sont exécutés dansgmoins de

8 heures, sauf le test de fixation du complément.

Ce qui a principalement retenu notre attentio
1Tinterprétation du résultat, c’est & dire 1’évaiuation
subjective ou non de la reéaction, ainsi que 17équipement spécial
nécessaire pour effectuer le test. d

Dans notre étude, les tests immudoenéymatique et 'Jg
fluoromeétrie en phase solide nécessitent un .lecteur pour
déterminer 1’intensité de la réaction finale. L?interprétation

du test d’imminofluorescence indirecte, sujet & l’évaluation de
1intensiteé de la fluorescence ainsi qu”4 sa localisation dans la
cellule, peut varier d’un(e) technologiste & 1Tautre. Seule la
fluorescence - verte associée aux noyaux des cellules ipfectées
doit etre prise en considération pour la détection positive descx -
anticorps cytomégaliques dans un sérum.’ Cette lecture peut étre
compliquée par la présence de f{luorescence associée au cytoplasme
des cellules infectées quand i} 1les organelles cytoplasmiques,

sont impliquées dans la synthése du virus ii) le virus . a
commencé & migrer du noyau vers le cytoplasme et 1ii)  des
récepteurs Fc des IgG '‘qui sont synthétisés par la cellule -0
‘infectée fixent de fagon non spécifique des I1g6. .= . -

Les tests d’hémagélutination passive et c€lui .de fixation

duy complément ne . nécessitent aucun équipement spécial mais
doivent #évaluer 17intensité du réseau d’hémagglutination ou 1la .

formation en bouton des hématies. '-}’
* Dans cette étude, 1le test qui répond aux critéres de
seélection mentionnés est le test commercial -d’'hémagglutination
indirecte de Cetus Corporation. I1 me donne ‘aucun résultat
faussement négatif, d’on risque "minimum de transmettre une
infection cytomégalique au receveur. . Il a un taux de faux 7. -
positifs de 1'% d’ou nombre optimal de donneurs disponibles. 11
peut etre effectué dans un délai de 2 & 4 heures et ne nécessite
aucun équipement particulier. Dans notre analyse statistique, il
a obtenu le meilleur classement en ce qui a trait aux . exigences -
techniques /ainsi que le premier rang en ce qui concerne le
rendement _dt test. be plus, le test hémagglutination passive
selon Cetus détecte les classes d'immunoglobulines G et M rendant
-le test utilisable pour un dépistage hatif de 1’"infection.

-~ -

. Cependant, il faut signaler que le test d”hémagglutination
prassive . ,selon . Cetus & certains désavantages, a)
1’interprétation du réseau d"hémagglutination est difficile quand’
lu, . apreés . le temps d’incubation de 20 minutes recommandé par la
compagnie. . Bi la péiﬂbde drincubation est prolongée & 4 heures,

-
-
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' passive * plus sensible que celui d”immupofluorescence indir

' avec des exigences techniques favorables.

la lecture est facilitée, b) 1’éleLnet{é:r;:\;Ertaiﬁs sérums de

la comparaison parce qu’ils présentent une reéaction avec ‘les
cellules de controle empéche la déterminition du- statut
immunol cgique. Dans cette étude, les serums éliminés
représentent 3 % des seérums testeés, ils sont alors exclus comme
donneurs de sang ou d’organes. ’

Selon Griner et al. (1981), pour sélectionner un test parmi
plusieurs disponibles pour dépister ou diagnostiquer une
infection, - celui qui a la aensibilité la-plus élevée sera choisi
A moins, bien entendu, que sa spécificité soit inacceptable.

Dans cette eétude, les tests d’hémagglutiqation passive
ainsi que celui de fluorométrie ont un taux de sensibilité égal a
100 7 mais une spécificité variable soit: HP Cetiis #9 %, FIAX 20

%, HP stewart 89 Z. Le test ELISA a un taux de sensibilité de 5.

% mais un taux de spécificité de 100 %,

Selon les critéres de Griner, 1le test v d’ hémagglutination
passive de Cetus est le test de choix suivi - du test
immunoenzymatique. ‘ ¢

—

-

Les conclusions de cette étude sont en accord- avec celles
des différents auteurs (Cremer, 197835 Fucillo, 19715 Griffiths,
1978; Waner, 1979) qui “rapportent 1le test de fixation du
complément comme etant le moins sensible de tous. ‘

Les résultats rapportés en ce qui concernent le test
d’ immunofluorescence indirecte sont en conflit. Stagno et al.
(197S) rapporte que le test d’immunofluorescence indirecte est
plus sensible que le test d’hémagglutination passive alors
Michelson et al. (1979) rapporte le test d’hémagglutinat

t
Nos résultats corroborent ceux de Michelson.

Aucune comparaison n’est raﬁportée dans la litteérature en ce
qui concerne le test de fluorometrie en phase solide.

. Nos reésultats sont aussi en accord avec Castellano (1977)
qui conclut que le test d’hémagglutination passive est plus
sensible pour détecter la présencé des anticorps cytomégaliques
que le test immunoenzymatique méme si ce dernier obtient des
titres d"anticorps plus élevés. Co ;

De plus, Horodniceanu (1980) conclut: qué le test
d’hémagglutination passive combine un taux éleve de sensibilite

' - R
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.6. lLese la

. ANNE XE :
—_— - .PROCEDURE. - |

~ ]

. . . .
-1, REACTION d?IHNUNQFLUORESCENCE INDIRECTE -

“Methode: _ N . .
1. Reconstituer le tampon phosphate (ph 7.4+ .2): dissondre Ie
. contenu d’un flackn dans un litre d'eau distillée.
L 2. Reconstituer les sérums controles peositaf et negatif.
3. Reconstituer le coniuvques ajouter 200 mi du tampon
phosphate. ) - ‘ - ST
4.~ Diluer le sérum -a -évaluer: en utilisant le- tampon
phosphate, . faire une série q%iqilutlons (1:2, .1:4. '1:8, ...)
» du. sérum. . . ~ _ * S
5. Inclure u rum controle positif, un sérum cont?ole negati f

et un cobhtrole pour le tampon & chaque fois qu wn test | est
effectue. : *

s 0 Jes Frottis dn cellules infectéecs &t non
infectges ont été préparés sont rfamenés de doC (entrepodsaqe)

A la temperature de la prece. . . st .
7. Couvrir uwun puits de la lame avec le sérum, ou ayvec une
dilution du =érum & évaluer {(envireon .01 ml 7 pudts).
8. .Incuber. & 1la température de la piech / 20 minutes, les

1 ames miées,dans un- contenant a4 humiditeé élevee.

9. Rincer les lames pour une période de 15 minutes dans  du

tampoﬁ phosphate.. de préférence ‘en agitant cons tammont avec
up agi}ateur-magnéthue, Changer le tampon 2 fois duarant
cette période. X .

40, Sortir les lames du tampon et lec sécher.
11, Couvrir chacun des puats avec 17antiglobuline G coniugue &

1"isothyqcyanafe de flucrescéine (environ .01 mid.

12,7 ,Incuber 1d. . B.. e

%. Répéter lee étapes no. 9 et 10, )

14, Le mdantage des-lames avec du ql /cérol tamponné (ph 8.0 +,. )
est optionnel. .

15. Lire .les lames evec un microscops & flunrescence en Chfﬂsiw

Y

la recherche de fluorescence verte associdh  aved les

inclusions nucléaires dese cellules infectées.

16. Interprétation dées résul tatse—, :
Negatif:» aucune fluor %?adé;m;réeenfe. T : '
Positif: 1& sérum, a dilution 1:16 on & des  dilutions

supérieures 1:146, montre une l]uofﬂsrpncn vertd

-

94 ' N

| — associée avec  les inclusions dans 1ex noyau - des
o - cellules. infecteées et aucune leDrﬁSCEﬂFP dans les
¥ ~—rcellules nonmrnfe:téeﬂ*———mm——~ et
- ) . . .
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2. " FLUOROMETRIE: &en PHASE SOLIDE

- - ’ * [

( P ’ . . _ . vy .
e Methodes: L :
1. -Toutes les ﬁéactioné '@insivque les manipulations de 1a
fluorométrie ernr phase solides se font Asla température de 1a
. pieéce. ‘ - : v, ) _ '
o 2. . Agiter les réactifs avant usage. .

3. Identifier une'série_de 4 tubes (12 » 75 mm) pour chacun des

v =~ sSpécimens & ‘¢valuer: T T ) :

’ . * Tube “1: dilution du sérum.

Tube, 2: ‘lavage 1I. )
Tube 3:. anticorps marqués.
_ Tube 4: lavage I1I. i :
I . Diluer, - dans les tubes identifieés tube 1, les sérums &
- évaluer: 005 'ml du sérum, du controle ou du calibrateur

h Y

o * + .+ .5 ml du tampon Tris-HC1 (ph 'B.0) contenant .S
. " . . d’albumine bovine, du surfactant et EDTA. e
5. Inclure’ les 34 calibrateurs chaque fois gue le test et
effectue.
b Mélanger les dilutions. . ) :
7. Immerger un batonnet’ pour c;une dilutign-de sérum faite
dans les tubes marqués numéro 1.
8., Agiter sans arret les tubes sur un agitateur mécanique pour
-un€ période de 60 minutes. .
- 9L Durant cette période d’incubatioh, pipeter: ' ‘
" dans les tubes 2 et 4; «3 ml de. tampon, Tris-HCl1 (pH 8.0
- : contenant .05% de Yween et [0072 M
d’EDTA. ' s
dans les tubes 3: . «3  m] de 1'anticorps antihumain
- marque A l"isothyocyanate de
. o . fluoresceéine. :
"ﬁ 10. Apres &0 minutes d’incubation, transférer les batonnets des
. tubes numéro 1 aux tubes numéro 2 correspondants, -

11. Agiter continuellement 5 minutes les batonnets dans les-

tubes de lavaqge 1.

12, Tvﬁﬁgrbrpr -les batonnets dans les tubes identifiés I qui
cortiennent 1"anti-gamma-globuline marguée. .
Au  moyen' de. 1l agitateur mécénique, agiter les tubes sans
arret / 30 minutes. o - .
Aprés 30 minutes, tranéférer les batonnets dans .les tubes
uméro 4 popr le dewxiéme lavage. i .
giter continuellement duFant S minutes et garder les

bgtnnhets immergés dans la solution de lavage jusqu’auw

moment de la lecture.

FIAX(R) en uwWftPs de signal fluorescent (USF). .
17. Les calculs pour tracer la courbe stahdard peuvent se faire
e - de fagon manuelle:. a) traceée a partir des di '

T UBF T USF face RUmBFo 1 = USF face numéro 2o = di fférence. USF)

+ .des ‘4 calibrateurs en. fonction' de leur titre FIlAXIR)

respectif. S . )

; . - b La différence USF des sérums évalués est rapportée. _sur
e e .. 1a courbe pour obtenir ledr titre FIAX(R).- - L

~
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14, Les 2 cotés des batonnets sont lus sw  un fluoromeétre
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B. de facon. automatiQue: "e» avec le ﬂlcrOﬁrdxnafen? Fia’-
110, relie  au tluorometre, m tracera oatomatiquement “1a

L] . -
méilleure courbe standand & pertar, des differences d uamnlés
: . de sianal tMNoraExcent  USE face 1 - USF tace U des 4
. calibrateurs en rndrtlon de lqu’ ditre FiauR,
by, De la meme vacon. les btatonnets dec séraimae A evalueg
. csont = lus, 1ear différence TUSF . =alduiée, par ie
. microordinateu wtre Fiaw obtenu avtomatiquement par
) interpolation sur la cotirbe ytendard, “ ‘\
- . .
A8. Interprétation des resultats:
Titre FIAX(RY - * netdction des antirorps
. - - . r
plus petit que 16 neégayg f - . . .
’ 16 - 24 équi vogue -
plus grand que 24 positif. . -
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.3. REACTION IMMUNDENZYHAT{@UE ‘ o
Methode: o
1. - Toutes .les étapes de la reggiicn sont effectuées ‘A& la .
témpérature de la piéce, soit20 a 250C. S
2. LLaver les plateaux . Cytomégelisa sensibilisées au
cytomégalovirus et & 1"antiaéne normat: =~ °
a) remplir les puits avec du tampon phospHate Aiph 7.4

+.1).0%% Tween. ~ ° .
b) oter - les bulles d”air qui pourraxent etre prlses dans
) les puits. '
- c} é¢liminer le tampon en inversant le plateau au dessus
d’un bassin.
‘o) remnplir A4 nouveau les puits de tampon ‘phosphate (ph 7.4
+.1); 0S¢ Tween. .
e) eliminer les bulles d’air des puits. ) . )
£) laisser tremper 3 minutes. . !
g) ~ vidanger le tampon phosphaté dans un bassin.
h) ‘répéter d, e, f. g encore 2 fois. -
v 1) éliminer le tahpon phosphate résiduel en inversant le
7 plateau sitr ~ un papier essuie—-tout et éponger
légérement. ‘ , T - N
3. Beconstltuer le diluent (Sx concentré) qui sera ntilise pour
dilyer 1es sérums: a1outer 89“ ml de tampon pho=phate (ph
T 7.47+.1),05% Tween par vial, - .
4, Préparer la solution de travail (1x concentrée) du. di]uent
' ‘pour les sérums: 1 partie de diluent

o . " : 4 parties de tampon ph0=phate (ph 7.4
_ ' - . 1), OS% Tween,
5., Ajouter .25 ml de d:luent-(lr concentré) a chaque puits.

6. Ajouter 01 ml du sérwn dans un puits marqué cytomégalovirus
et dans un pu1ts marqué antigéne normal .

7. Inclure les 3 calibrateurs et les 2' sérums’ controles &
chaque fois que le test est effectud. . .

8. Ouand tous les sérums 4 évaluerne lres I calibrateurs et es 2

- sérums Confrnles sont pxpettés. agiter le plateau durant 1-2
mlnutes._ ' .
9. ° Pour une période de 45 minutes, inecumber les plateaux dans un

' sac de plastigue cnntenanf_un papier tissu humectd afin de
: ~ maintenir un tauwx d humidité elevee, .
W10, A la fin.de la période d incubation, Jeter les sérums dilueés
« dans le bassin., .
11. Réﬂéfpr le numéro 2 (a a1 inclus:vement). _
j2.. Prﬁparer la dilution de travail de 17anticorps anti-gamma-
globullne ‘humaine lié & 17 enzyope' phnﬁphatasn alcaline:, o
Solution stock de ) "anticorps antihumain: 50x concentreée

. r Splution de travail, 1x» concentrée: 1 partie . de la solution.

de 1°anticorps antibumain ¥

i 4G _parties de tampon-phosphate (ph 7.4 1.1), 05% Tween..
13. AJouter 25 ml de la spolution de travall de 1l1'anticorps
. anfihumain 1ié a 1 enzyme. . .

14, Incuber 35 -minutes dans le sac de pla5t1qnp tel Que déja
decrit. . i :
,
. 97
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15.

1&.
17.

18.

19.

20,

21.
22.

SN
B A
L

)
]

Ala fin de la pertode d incubation. Jjeter dang le bassin la’
eplution d anticorpe anti -gamma-globuline humaine. ' -
Répéter le numéro 2 (a & 1 inclusivement). |

Préparer la solutidn de travail (1s concentrée) du  tampen
diéthanclamine (5Sx cdnggntré):_ 1 partie du tampon (S

concentre} .

4 parties d eauw distillée.
Reconstituer la sclution stock (S: ceoncentrée) du  subsiyat,
le para-Nitrophényl Phosphate (pNFF) en ajeatant 4.0 ml
tampon diéthanclamine (13 concentré) par flacon.

" Freéparer la sclution de trevail (1x concentrée) du substrat

pNFF: 1 partie du subsetrat pNPF (T concentre)

. 4 parties du tampon diéthanclamine (i: concentre).
Ajouter .25 ml dut substrat pNPP (1» concentreéY & chaque
puits. . e
Incuber 45 minutes dans le sac de plastique.

6 la fin de la péricde diincubation, arreter la reaction en
ajoutant A chaque puits .05 ml d hydroxide de sadium  (NaOH)
1N,

Mélanger'la plaque durant 1-2 minutes.

Essuyer délicatement le dessous du platean avec un  papier
tissu non abrasif. .

"Lire au spectrophotométfe 4 405 nm, la densité optique de la

réaction obtenue dans chacun des puits:

a) l1aiustement du téro se fart avec 2% ml de aubstirat
pNPP (1% concentré) mélange & .05 ml de NaOH 1N.
t) chacun des calibratours. des sérums contriles, des
sérums & évaluer a 27 lectures de densité oplique: :
i) la premiére: obtenuve de la réaction du sérum en
présence de 1 antiaéne cytomeégalique ' .
11 la dewiléme: obtenue de la réaction du sérum en
présence de 17 autiqgéne normal.
&) la_ différence de densité optique calculeée (d.o. ] -

d.o. 11} pour les 3 calibrateurs permet de tracer la
caurbe standard en fonction de leur valeur Cytomeqgelica
respective. 7 la méthode du calcenlatour utilicsée
consiste & effectuer une analyse de régression linéaire
en utilisant les densités pptigues des 3 celibrateurs
(en ») et leur valew Cytomégeliss respective (en y).

d) ' la différence de dencsité optique pour les sérums
contréles ainsi que celle dies sérums & évaluer servira
a définir la wvaleur Cvtomégelisa par réqression
linédaire. ‘

Interpretation des résultats:

Valeur Cytomégelisa Détection’ des anticorps
plus grande ou égQale a .25 positif .. ra
23— 24 ' o _égquivogue
plus petite ou égale & .22 "Réqgati f.
)
. .

58 - AP S



4.1,

Methode:

&

10

11.

12,

1.

Ramener les
250C) . -
Reconstituer

HEMAGGLUTINATION FASSIVE selen CETUS™

controles en

Attendre de 20

le test.

réactifs a la température de la piece (20 a

les | hématies ‘sensibilisées,ét les hématies
ajoutant 1.5 ml d°eau distillée. par vial.
& 30 minutes avant d° ut111ser ces vxals dans

serums controles, 2 poéltxfs et 1 négatxf.

Inc?\ge les
chaque fois qu’on effectue le test, -

Essuver. le

plateau de microtitration avec ‘un papier -afin

d enlever les charges statiques.
Dijuer les serums A évaluer: .4 ml de sérum’

T Pipetter .09

b) 1 "autre

.3 ml de tampon contenant 1%
de sérum de lapin. .

ml de la dilution’du sérum dans 2 puits;
a)l un servira dans la 'réaction avec les hématies sensibi-.
lisées au cytomegalovirus.

;
servira dans ,la réaction avec leg hématies

cqﬁ?rﬁlem noan sgnsxb:llsées. o
FPipetter .025 ml de la suspension d hématies sensibilisees
au cytomégalovirus dang lI'es puits appreq£1é ' '
Fipetter L0258 ml de la suspension d'ugma{}Ps contrales non

sensibilisées dans les autres puits

Durant 3 minutes, agiter le p]ateau au moyen d'un agitateur

mecaniqgue.
Couvrir et
vibrations.

P

lacer le plateau sur une surface dépourvue de

Incuber A& la température de la piéce durant une période de

0 minutes.

Apreés 90 minutes d'incubation, lire le plateavd & la recher—
che de réseau d hémagglutination ouw de formation en bouton.
‘Interprétation des reéesultats:

Negatif:

FPositifs

'Indgterminé:

whe formation en bouton avec la suspension
d heématies sen51b111=é au cytomegalovirus
ET ‘
une formation en bouton avec la suspension
d hématies non sensibilisées. N
un . réseau d hémagglutination avec les héma-—.
ties sehsibilisédes au cytomégalovirus

ET ‘ :
une formation en bouton avec la suspensioh
d* hématies non sen51b1115ées.

un réseau d’hémagglutination aver Les
héematies controles non sensibilisées AR
ET . T ) . -

une  formation en boufon ou un réseau

d*hémagqlutination aver les hématies
sensibilisées au cytomégalovirus. :

@9



Méthode:

1. {btenir du =sang de mouton en ‘suspension dane une. solwtion
Alsever. Laisser wvieillir les qglobules rouges au moins 3
jours. . .

2. Centrifuger le =ang total, % minutes. :

3. Enlever le sérum ainsi que-'la couche de globules blancs.

ta, taver les hématiecs' I fois dans du tampon. phosphate ph 7.2
(centrifugation de 5 minutes pour chaque lavaae).

. Laver. les hématies une dernidre feois dans’ du  tampon
phosphate, ph 7.2. Centrifuger 10 minutes,

6. Lire e volume du culot cellulaire,

7. Fréparer. per densitométrie. nne  suspension .5 de
alobules rduges dans du tampon phosphate ph 7.2,

g. Pré$gggcﬁ‘une splution d'acide tannique é la concentration
optimale - établie par une titration faite au préadlable
(titration d’acide tannique de 1:10 Q00 & 1:80 O0GG  dilue
dans du tampon phosphate ph 7.2).

<. Aljouter un volume de la dilution d'acide tamnique égal &
celui de la suspension 2.5% d hématies.

10. s Melangdr par inversicn. ) -

11. " Incubegl au bain-marie & J700 / 30 minutes. L

i2. Cent®™: fuger immeédiatement la suspension . d’acide | annique-
hématies & I0Qq. 7/ 10 minutes & la température de la piéce.

3. Décanter le surnageant.

14,  Laver un volume de culot cellulaire avec & vaolwmhes de tampon
phosphate ph 7.2. Centrilfuger et décanter le surnaqgeant.

15. FReétablir la suspension cellulaare 2.5% avec du  {ampon

& phosphate ph 6.7.

16. Garder 1/3 de la suspension cellulaire Z2.5% obtenue au
numero 15, Identifier cette suspension: hématies de
controle (HDY, ' ‘

17. Identifier 1le 2/2 de la suspension restante: hématl es
tannees et sencsibilisées (HTG)k.

18. Ajouter & cette derniere suspencion d hématies un volume
égal de l'antigéne du virus cytoméqgaligque dilue a la
concentration optimale (etablie au préalable) dans do tampon
phosphate ph &.7. . :

19.  Agiter au vortey cette suspension d hémalies-anti1génes.

2a, Incuber a la température de la piéce. Agiter Ja suspension
aux 15 minutes powr une période d'une heuro, -

21. Apres  une heure, centrifuger & 300g. 1o miites, les 22
suspensions cellulaires,

22; Décanter le sumnaqeant. .

23, A 2 reprises, laver les culets cellulaires avec du tampon
phosphete "ph 7.2 contenant 1% de sérum de lapin (sérum de.
lapin inactivé a Séol / 30 minutes el adsorheé durent 1 hewe
avec une suspension de D04 dheémalties de mouton).

24, Qiuster.lés 2 suspencions cellulaires a uwne concentration de

—=-- 1Y% cen utilisant du tampon phosphate ph 7.2 contenant 1% - de:

.. sérum de lapin. i " _ '
25. Les suspensions HC et HIS doivenl otre a la température Jde

4.11.'HEHQGGLUTINATIdN PASSIVE =elon STEWART

la pigce quand utilisées dang le tost,

1O0



6.
37

At

8,

39.

Inclure decs sérums controles pos1t1f et néqath & chague
fois que le test est effectué.
Diluer les sérums a évaluer: .1 ml du serum

.1 ml du tawpon phosphate ph

. ' 7.2 contenant 1% de sérum de
) lapin.
Inactiver les dilutions =érigues & SéoC / 30 mirnutes.
Adscrber les dilutions des sérums avec .1 ml  d’une

su=pen510n a S0% d hématies de mputon.

On ne tient pas compte de la susan=10n & 50 % d° héhat1es de
mouton  pour la dilution des serums. -La dilution initiale
dec sérums est considérée comme étant 1/2,

Aijouter .0S. ml de tampon phosphate ph 7.2 contenant 1% de
sérum de lapin a chaque puits d une plague. '
Ajouter .05 ml de la dilution initiale du serum dans la lére
rangée, 2 puits / sérum; .

al un servira dans-'la reaction avec HC.

b} 1*autre =ervira dans la reaction avec HTS.

Pans 1e plateauv méme, faire une série de dilutions  (1:4,

1:8, 1:164...)

. Fipetter L0259 ml de Ja suspension HC dans les puits

Appropries. .

Pipetter .025 ml de la suspension HTS dans les puits
appropriés, - '
Melanger durant S minutes.
Couvrir et incuber A& la température de la p1éce, suUr une
sur face dépourvue de vibrationg, pour une période d’au moins
{0 minutes. -

Les plateaur sont lus en notant les formations en bouton et
la présence de réseau d”hémagalutination. '
Interprétation des résultats:

LY -

Négati £3 une formation en bouton avec les HTS
ET . S
) - une {ormat1on en bouton avec les HC.
FPositif: . un réseau d’ hémagglutlnatiun avec les HTS
' ET ‘
une formation en bouton avec les HE..
Indéterminé: un réseau d’hémagglutination avec les HC
ET 4, o - e
une. formation  en. bouton ou . un réseau
- _ d’hémagglutinatioh avec les HTS. = -
.3
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S, FIXATION du COMPLEMENT

Methode:
1. Il faut towijours inclure dans le test dee controales pour:
a)l 1"antiqeéne pour ‘=’ assurer qgu i nTaest pas
* antxcomplémentaxre.
b) le sérum 1. pour s’assurer de 1" abeence de complément; TG
resjduel aprﬁs P ainactivation du sérum, -
11. pouwr cs'assurer de 1 absences diactivite

anticomplémentaire danse le sérum.
C) ™le complément pour s’ assurer de son activité,

d) les hématies senﬂibiljsées & 1 hémal ysine pour
sTassurer quielles ne s avteolysent pas.
e) ‘les sérums controlec positif et néqatif afin dé& |
. vérifier la réaction. '
2. Diluer A la demi les cérums & eévaluer: .1 m)l de sérum avec

«1 ml de tampon véronal (ph 2.7 .4 7.4 contenant 1%
d? albumine.

=. Inactiver’ & S6oC / 30 minutes ]es d:lutxnn¢ de —érums.
4, Pipetter -025 ml de tampon véronal (ph 7. a 7.4y contenant
" 1% d’albumine dans chacun des  puite des Pl at oo de
microtitration.
. Pipetter .02% ml des sérums diluée dans Ja mremiére rangee.
&, Faire une série de dilutions (1:4, 1:8, 1:16,...) dancs lec

: plateaw: mémes. :
7. " Pipetter s025 ml d’une dilution coptimale de 1 antigeéne
désiré dans tous les puitse (dilution obtenue par  titration
en echiquier foifl au préaslable).

8. A chacun des puits, aiouter .025 ml d’une solution contenant.
4 unités de complément. : . -
T. Incuber & 4o0C /s 12 heures, :

10. Aprés cette péricde. incuber lee plagques & 3700 ¢ g0
minutes,

11, HMeélanger rapidement une suspension d hématice de " mont on,
lavees I fois au tampon véronal (ph 7.2 & 7.4y, avec e
solution- d hémolysine dont la concentration optimale

determinde au préalable par titration donnera le Mmaimuin de
fixvation du complément.

12, Incuber & 37cC 7 30O & &0 mlnut;% eh aqQitant cord el l oneont
au moyen d’un agitatewr magnétique afin de . permettre ane
bonne sensabilisation dee hémal i es., . :

13. Dans chacun des puits, pipetter .025 ml d une SUSDENRSITan &

' 1% d'hématies sedéibilisdes, :

14. Qéiter a la température de 1a piéce 7/ T0 minutog,

15, Incuber a 3700 / 60 minutes,

16. Ramener & la température de 1é'-piéce. fAvant  de lire,
laisser aux hématies le temps de se deposer. ) -
17. Verifier les contr®les  pour 1 "antiag&ne, le sérum, le

compl ément, les hémati ec [sensibilisdes, les sérums positif
et neégatif. : . - .

Lire "les sérume  témoins! pour 1a présence T on abspncp
d hémol yse. ’
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Interprétation des résultats: !
Activiteé anticomplémentaire:

Positifs

i) "un antigéne, en l’absaﬁce_d’anti:orpé, reagit
avec le complément lé rendant non disponible pour
se fixer sur- - les hématies sensibiliseecs &
1 hémolysine ' -

i1) un sérum, en 17 absence d antigqene, reagit avec
le complément le rendant non dispenible pour se
fixer % sur - les hématies zensibiliseées A
1’hémolysine.

< 50 % dThémolvyee.

Négatif:. > S9 % d hémolyse. .
. .
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&. . PRDDUCTION DE L’ANTIBENE.

.. A, Héthodologle du Laborato:re de la Lutte Contre la Maladie.

ary : ' ;
L*antigéne ngcessaire aux tests de fixation du complément et
g’hémagglutination. passive selon Stewart ainsi que pour le

‘fractionnement Tde l’antfigéne est produit-d’aprés la méthode mise
"auw point par le Dr Lang du Laboratoire de la Lutte Contre la

Maladie, Santé et Rien-Etre Social, Ottawa, Canada.

1. Des bouteilles roulantes qui contiennent une couche

. confluente de fibroblastes humains de prépuce sont inoculés

avec 20.0 ml d’une suspension de cytomégalovirus AD 169 dont

1€ titre est 10 A la puissance 3 TCIDSO/ml v la. mu1t1p11c1té
d’infection est .Q01,

2. Inoculum est adsorbé une heure a 3Ibol.

3. Aprés une heure, 1’inoculum est décanté et remplacé par du
milieu de culture enrichi de 2 % de sérum de veau foetal.

4. Incuber & 360C, en appareil roulant. '

S. Guand 90 & 100 % de la couche cellulaire montre un effet

cytopathique, 1%incubation a 3IFéol est maintenue 24 heures
additionnelles.

6. La couche cellulaire infectée est récoltée dans 20.0 ml de
tampon véronal, ph 7.2. .

7. Cette suspension est 1nact1vee par gamma-irradiation, une
heure & 0.8 mégarads. . ) N

8. La suspension virale inactivée est clarifiee par -

‘centrifugation, 10 000 g / 10 minutes a 40C.  Le culot

obtenu est conserveé a 4oC.
9. Le surnageant est concentré 10x par ultrafiltration. ‘
10. Le culot obtenu (au numéro B) est resuspendu dans le
- surnageant concentreé,
11. Cette suspension virale est. sonifiée pour une période de 3
" minutes, A& une intensite de 4.5, au moyen de 1%appareil
. BRANSON W350.
12. Une centrifugation a 14 000 g / 10 m;nutes & 40C élimine les
débris cellulaires.
13. Le surnageant auquel on ajoute de” 1’albumine bovine,
- fraction V, & une concentration finale de 1 % , eat le
matériel antigénique utilisé dans les tests.
14. L’7antigéne de controle est préparé selon la meme prncédure a
partir de cellules non infectées.

*

“LLa méme procédure est suivie pour produxre un antigene, sans
-albumine bovine, qui sera fractionné selon la méthode de Huang

sont modifiéss

1. 17inecculum g%t de 10 a la puissance 4.33 TCIDS0/ml ‘au lieu

. de 10 A la pu:ssance 3 TCIDSO/ml, la muitipliciteé
d’infect:nn est de .01 - - .
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ultrafiltration

" Cette
congélation-decongélation
Yeager '

" passive.

' culture de

4,33

.d*une heure & un maximum de 2

Garder la bouteille roulante bien droite afin de

concentration de
sont &1iminés,
sans albufine bovine,
coussin de
meéethode 7.
fractionner).,

17antigene par
la préparation antigeénique,
étant concentré ultérieuvrement sur
sucrose 60 % w/w avant d’étre fractionne
Fractionnement de 17antigene A.  Matériel &

les étapes 8-9-10 de

.

préparation d’antigéne est broduite apreés un éycle de.
en accord avec les modifications de

(1979) dans le but d améliorer le test d’hémagglutination

{ “inoculation se fzit comme dahs la section A, soit ¢  meme

tissu, méme adsorption, meme température
Le titre de 17inoculum est 10 & la&a puissance

TCIDSO /7 ml.

Quand environ 90 % de la couche cellulaire

un effet cytopathique, 17

heures., )

Si aucun  changement ntapparait se- la couche cellulaire

infectée, apreés ‘24 heures, le surnageant est décanté et la

couche infectée est rincée avec du tampon phosphate, ph 7.Z2.

d’irfcubation.

infectée montre
incubation est prolongée pour 24

Le tampon est décanté, 1a bouteille bien énouftée et les
traces de liquide résiduel sont pjpettéeé‘ '

20.0 ml de tampon, phosphate. ph 7.2,  est ajouté sur 1a
couche infectée. : -~

Le tampon est alors conqelé aussi déqgalement que possible sur
la couche cellulaire infectée. - 4 '

lLa congélation doit ®tre maintenue pour une période minimale
semai nes, avant de récolter.

& la.température de la piéce le tampon phosphateg
permettre

Décongeler

auw tampon de qlisser le long des parcis au fond du
contenant. -
Pipetter le tampon - phosphate tontenant li matériel

antigénique. )
Inactiver 1le materiecl antigénigue par
ne heure a 0.8 mégarads.

Centrifuger & 600 g / 5 minutes pour éliminer les cellules.
Diviser en aliguots le surnageant et conserver a ~-600C.
L’antigéhelge controle est préparé de la meme fagon.

qammamirradiaiimns,

- ]

(voir .
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7., FRACTIONNEMENT de 1° ANTIGENE.

" La. ‘méthode de fractionnement de 1 antigéne utilisée est,une
‘modification qdt nous avons faite de la méthode de purification

du virus cytomégal;que décr:te par Huang et al. (14)

Le matééiel',d’anfigéne cytomégalique et d antigéne normal
sont préparés selon la méthodologie utilisee au Laboratoire
de la Lutte Contre la Maladie (LLCM) décrite dans la section
6. Préparation antigénique. T .
Avant d’etre mis sur le gradient, le matériel est
concentré 10x par centrifugation sur un coussin de sucrose
80 % w/w A une vitesse de 40 GO0 rpm / 17 heures & 40C ou &
280 000 g. (centrifuge IEC B 60, rotor SB 283),, .

Le matériel concentré est dialysé contre du tampon véronal
(ph 7.2 & 7.4), au moins 12 heures & 4oC.

A

Préparer les gradients de sucrose 7 - 50 % w/w . Z.0 ml /

‘concentration, les concentrations étant S50, 45, 40, 35, 30,

25, 20, 15, 10, 7 % w/w.

Equilibrer au moins 12 heures a 4oC.

Juste avant d’utiliser les gradients, ajouter un couesin
(2.5 ml) de sucrose 60 % w/w. _ : ' '
Charger le gradient de 2.0 ml de matériel antigénique
concentreé dialyse. :

Centrifuger.

Centrifuger dans IEC E 60, .avec rotor SB 110, & une vitesse

‘de 25 000 rpm / 75 mxnutes & 4o0C ou & une qrav:té moyenne de
100 o00. g.

Collecters les fractions par le bas du tube dans un volume

‘d*environ O-J ml avec le collecteur de fraction LKE.

En meme temps que les fractions sont collectées, elles scnt
lues & une longueur d’"onde de 280 nm afin d’obtenir un trace

‘de concentration de protéines du aradient.

La concentration en sucrose-des fractions est evaluée par
réfractométrie. )

La densité optique de chacune des fractions est lue sur. le -
spectrophotométre Beckman DUr—-8B & 280 nm. .

Les: fractions d’un pic de protéines sont réunies, dialysées
a» 40C contre du tampon véronal et utiliseées comme antigéne

. dans les tests de fixation du complément ainsi qué de
1*hémagglutination passive selon Stewart.
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8. TRAITEMENT AU KAOLIN 25 %

Le traitement au kaolin 25 % est utilisé pour éliminer les
inhibiteurs non spécifiques dans le test d’inhibition de
1"hémagglutination pour la rubéole (Haukenes, 1975). Nous
1’utilisons ici pour vérifier si ces inhibiteurs intervenaient
dans le test d’hémagglutination passive selon Stewart.

1. Diluer 1le sérum a traiter: 0.1 ml de sérum avec 0.1 ml de
tampon phosphate, ph 7.2. ‘ . :
2. Ajouter 0.2 ml de kaeolin 25 % (12.5 gr de kaolin dans SO ml
: de tampon phosphate, ph 7.2).
X. A la température de la piéce, agiter au vortex 3 fois durant
. une période de 15 minutes. )
4, Centrifuger & 2000 rpm /7 10 minutes a 4oC.

S. Ajouter 0©0.025 ml d’une suspension 50, % d hématies de
mouton. _ '
6. Adsorber pour 60 minutes a 4oC.
7. Centrifuger & 2000 rpm / 10 minutes & 4oC. (800g)
8. Le surnageant correspond au sérum traité a une dilution 1/4.
L Y
‘.
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?. ADSORPTION.PES SERUMG

L°adsgrption des sérums sur des cultures de tissus est
utiliseéee afin déliminer du s=eérum 1 agent -cu | -1-% buenfs
responsablés de 1a reéaction non specifique dans ie test
d*hémagqlutipatior passive selon qtew1r# Loee cul turess de tissus
utilisées gont: .
al desz cellules diploides: des fjbroﬁlasteé'humalns de pouwmnon
: - (HFL), et des cellules de rein de singe (GMk} ’
b) .des cellules hetéropleoides de ligneées cellulaires ptahliess

des cellulecs épithéliales de carcinnome huhaln {(Hep-2) ./ et

des cellules de rein de singe (Vero).

. . -

1. Des tubec de culture contenant une couche confluente de
cellules sont lavées dans du tampon phosphate,. ? 7.2, Ce
lavage dure une heure a 3éoC, les tubes sontVen aqgitation
constante (appareil roulant). )

2. Aprés une heure, les tubes =ont décanteés et an dewriéme |
lavage est effectue. _ \ '
3. Aprés le dowieme lavage. les tubes sont décantes, 1nversés

sur up papier a

sprbant et le colliet du tube essuye. .

4, Ajouter 0.1 ml » sérum par tube. - '

S. Inciber & 34pC agiter durant une hewr-e.

6. Apreés une hEure, une deuxiéme série de tubgs ecst  traiteée

comme au npum@ro . Le contenu de la premiére série de tubes

est trancfére dans la dewriéme Série afin deffectuer la

deuwiéeme adcorptlonhé ) )

7 Incuber a 3600 et agiter durant Gne heurc. : :

8. lLes surnageants sont utilicsés dans le test ~
' d*hémagglutination pagsive selon Stewart. ‘

Tt
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10. FRACTIONNEMENT DES SERUMS.

Le fractionnement des sérums se fait afin de vérifier dans

quelle classe des immunoglobulinezs 1°agent ou les aqgents
responsable de la réaction non spécifique dans 1”hémagglutination
passive se trouvent. Le fractionnement se fait sur qradient de

sucrose 10 - S % w/v, dans du tampon phosphate.

1. Préparer un gradient de sucrose:
S0 % 0.1 ml )
37 % 1.13 ml » .
23 4 1.13 ml
10 % 1.03 ml —
2. Laisserg équilibrer A& 4oC pour un minimum de & heures jusqu’a
* un maxXimum d’une semaine. - ‘ . .

3. Charger de 0.1 ml du sérum & fractionner.

g, Centrifuger & 35 000 rpm / 16 heures & 40C (137 Q00 q).

S. Aprés 146 heures, ponctionner le fond du tube et, collecter
les fractions en volume de 0.4 ml par fraction. )

6 verifier la pureté des. fractions du =sérum pour - les
immunoglobulines G et M par immunodiffusion auw moyen d'un
zérum contenant des globulines antihumaines spécifiques aux
IgG et d un autre spécifique aus IgM.

¢ - 7. Les IgM sont normalement présentes dans les fractibns 3, 43
alors que les IgBG se retrouvent dans les fractions S, &6 ,7.
. =5 .
. ‘ . ; .
. Y .f -
~ f . . S
A . . ¢ . .
(- ) . v '-' 4 :
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it. MICROSCOFPIE ELECTRONIQUE.
: : -

Les lectures de miérascople electronique ont até effectudes
le personnel du leboratoire de virologiesde 1 Hopital “des

" Enfants déf&’Est de"l1 Ontario. -

4 Par=sons (1943). Celle-ci consiste:

lla methode de colorg!ion neégative. . utilicsée est décrife pear

-

Déposer | une qrilte utilisée pour 1o microscopie

 électronigque dans une cupule (d un plateau de

microtitration) contenant de ] agar splidifée,.

Deéposer .01 ml de la suspension virale sur la aqrille. .
Laisser sécher & 1 air libre environ 10 minudes,

Ajouter .01 ml dune solution d acide phesphotungstique sur
1a grille. ) BRI '
Examiner bé grille au microscope électrqniqué a la recherche
des structures: virions complets., virions 1ncomplets,
particules denses. matériel amorple, dans les différents
pics. \_ ' . . :

. .
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' 12. FACTEUR RHEUMATOIDE.

trousse commerciale produite'bar la compagnie ORTHO pour .la

détection des facteurs rheumatpides est utiliseée.

1..

La reaction sera exécutée & la température de la piece,
entre 20 & 24 deqgrés C.

Diluer les sérums controle positif et contrOle négat:f ainsi
que les sérums témoins: .4 ml de tampon glvycine, ph 8.2,
avec .01 ml de sérum. : :
Sous un-éclairage direct, déposer une goutte de chacun des
sérums dilués dans un des carreaux d'une lame a fond noir.
Ajouter une goutte de la suspension de particules de latex
dans chaque carreau. - - '
Melanger la suspension de particules de latey au sérum dilue
Jusqu’a 1’obtention d*une distribution uni forme des
particules de latex. A ce moment partir un chronométre.
Sans arret, agiter lentement la lame par un mouvement de
rotation. .
Surveiller
Résul tats:
absence:

soit

1*apparition d?agglutinatiog pour une minute,

' negatif pour le facteur

rheumatoide

d’agqlutination:

présence dTagglutination de © & 1 minute présence du

o facteur rheumatoide
presence d’aqqlutxnat1on apreés ! minute: negatif pour le
i ' - facteuwr rTheumatoide.

v ‘ he ™
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13, ANTICORPS HETEROFHILES.

La trousse commerciale du MONCTEST preoduit par Hornet utilise des
hématies de cheval pouwr la déetection des anticorps hétérnphi]eg.

La reéaction est exécutée & Iz température de 1o piéce. spit
20 a 24 degreés C. .

Déposer une gouvtte de sérum A tester ou de controle positaf
ou neqatif au centre d'un carrgau d'une lame a fond noir.
Ajouter une goutte de la suspension d hématies de cheaval.
Mél anger les 22 gouttes ensemble afin d obtenir wne
suspension homogéne. A ce moment. chronométrer  pour 2
minutes. '
Durant la péricode de 2 minutes, aqgiter lontemendt 1a lame joar
un mouvement de rotation. »

Surveiller pour 'la presfnce d heémagalutination. ‘
Resultats: ' ‘ -

absente d hémagalutination: abeence d’anticorps"

. hétérophiles

" preésence d"hémaaglutination: proeoanco dranticorps

héetérophyles.

s crmamet el L i
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