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Définition 

 

Amorces dégénérées (code 

génétique dégénéré) 

Un même acide aminé peut être codé par plusieurs codons 

différents.  

Lignée cellulaire C’est une population homogène de cellules, stables après 

des mitoses successives et ayant en théorie une capacité 

illimitée de division.               

Milieu de croissance 

 

C’est un milieu enrichi avec 10% de sérum de veau fœtal 

permettant une croissance cellulaire rapide.  

Milieu de survie C’est un milieu contenant une faible concentration (2%)  

de sérum de veau fœtal utilisé pour maintenir les cellules à 

un faible taux de croissance et maintenir leur métabolisme 

pendant la période de réplication virale. 

MMLV  Transcriptase inverse M-MLV est un ADN polymérase 

recombinant qui synthétise un brin d’ADN 

complémentaire à partir d’ARN simple brin, d’ADN ou 

d’un hybride ARN-ADN. Elle est codée par le virus de la 

leucémie murine Moloney.   

Passage aveugle Consiste au passage des suspensions cellulaires déjà 

inoculées (Passage 0) vers des cellules fraîches de mêmes 

lignées cellulaire (Passage 0+1). 

Ponction lombaire C’est un examen médical à visée diagnostique ou 

thérapeutique, qui consiste à prélever du liquide céphalo-

rachidien entre deux vertèbres du bas du dos. 

SYBR-Safe  C’est un composé à base de cyanine surtout utilisé comme 

colorant pour acides nucléiques en biologie moléculaire. 

 

 

 

 

   

https://fr.wikipedia.org/wiki/Cellule_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Mitose


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sommaire



   Sommaire 
 

 

Remerciements 

Dédicace 

Liste des abréviations 

Liste des tableaux 

Liste des figures 

Glossaire 

 

Introduction ....................................................................................................................... 01 

 

Chapitre I : Synthèse bibliographique 

 

I.     Historique ................................................................................................................... 03 

II.    Généralités sur les Entérovirus humains  ............................................................... 04 

    1.    Classification ......................................................................................................... 04 

    2.    Structure des entérovirus ....................................................................................... 05 

    2.1. Génome et protéines virales .............................................................................. 05 

              2.2. Capside ............................................................................................................. 06 

    3.    Propriétés physico-chimiques ............................................................................... 07 

    4.    Evolution génomique ............................................................................................ 07 

    5.    Cycle infectieux des Entérovirus .......................................................................... 08 

    6.    Effet de la multiplication virale sur la cellule hôte ............................................... 11 

III.   Infections humaines à Entérovirus  ......................................................................... 13 

    1.    Epidémiologie et transmission  ............................................................................. 13 

        2.    Physiopathologie des infections à Entérovirus  .................................................... 13 

        3.    Pathologie humaine à Entérovirus  ....................................................................... 14 

    3.1.    Atteintes neuro-méningées  ............................................................................ 15 

              3.2.    Autres atteintes  .............................................................................................. 16 

IV.    Diagnostic virologique  ............................................................................................ 18 



 Sommaire 

 

   1.    Prélèvement et conservation des échantillons ........................................................ 18 

       2.    Diagnostic direct  ................................................................................................... 19 

    2.1.    Recherche du virus par isolement sur culture cellulaire  .............................. 19 

              2.2.    Recherche du génome virale par RT-PCR  .................................................... 19 

       3.    Diagnostic indirect  ................................................................................................ 20 

V.      Prévention et vaccination  ....................................................................................... 20 

 

Chapitre II : Matériel et Méthodes   

 

I.       Prélèvement  ............................................................................................................. 22 

II.     Isolement sur culture cellulaire  .............................................................................. 22 

       1.    Préparation de la culture cellulaire  ....................................................................... 23 

              1.1.    Congélation des lignées cellulaires  .............................................................. 23 

              1.2.    Décongélation des cellules  ........................................................................... 23 

              1.3.    Trypsination et numération cellulaire  .......................................................... 24 

       2.    Inoculation  ............................................................................................................ 25 

       3.    Lecture de l’effet cytophatique  ............................................................................. 26 

III.    Amplification génique  ............................................................................................. 27 

       1.    Extraction de l’ARN viral ..................................................................................... 27 

              1.1.    Méthode manuelle  ......................................................................................... 27 

              1.2.    Extraction sur colonne de silice  ................................................................... 27 

       2.    RT- PCR classique ................................................................................................ 29 

               2.1.    Transcription inverse  ................................................................................... 29 

               2.2.    Amplification  ................................................................................................ 29 

               2.3.    Révélation des produits d’amplification  ...................................................... 31 

                  2.3.1.    Préparation du gel d’agarose .............................................................. 31 

                  2.3.2.    Migration électrophorétique  ............................................................... 31 



 Sommaire 

 

                  2.3.3.    Visualisation et interprétation des résultats  ........................................ 31 

       3.    RT- PCR en Temps réel  ....................................................................................... 32 

               3.1.    Préparation de mélange réactionnel  ........................................................... 33 

               3.2.    Amplification et lecture des résultats ............................................................ 33 

IⅤ.    Identification moléculaire des isolats  .................................................................... 35 

       1.    Amplification  ........................................................................................................ 35 

       2.    Purification des produits d’amplification  ............................................................. 36 

       3.    Deuxième amplification  ....................................................................................... 37 

       4.    Précipitation de l’ADN et séquençage .................................................................. 37 

       5.    Analyse phylogénétique  ....................................................................................... 38 

 

Chapitre III : Résultats et Discussion 

 

I.        Isolement sur culture cellulaire  ............................................................................ 39 

II.      Amplification génique  ............................................................................................ 41 

       1.    A partir de LCR  .................................................................................................... 41 

       2.    A partir de surnageant de culture  .......................................................................... 48 

III.     Identification moléculaire des isolats  ................................................................... 49 

 

Conclusion .......................................................................................................................... 50 

Références bibliographiques 

Annexes 

Résumé 

Abstract 

 ملخص

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Introduction 

 

 



Introduction 

 1 

 

Introduction 

Les Entérovirus humains (HEV) sont des agents pathogènes très communs en 

médecine humaine et vraisemblablement responsables d’infections très fréquentes puisque 

estimées à près de 1 milliard chaque année dans le monde (Andreoletti et al., 2009). 

Le genre Enterovirus (EV), de la famille des Picornaviridae, est constitué de petits 

virus (20 à 30 nm) non enveloppés à acide ribonucléique (ARN) simple brin de polarité 

positive (Fleury, 2002 ; Apostol et al., 2012 ; Grosjean et al., 2016). Il est divisé en 

quatre espèces (HEV A, B, C, D), regroupant plus de 120 sérotypes (Afifi et al., 2009 ; 

Renois et al., 2014). Ces virus sont très résistants dans le milieu extérieur et se 

transmettent principalement par voie fécale-orale, mais également par voie aérienne 

(Mammette, 2002 ; Wells et Coyne, 2019).  

La grande diversité d’espèces et la variabilité génétique leur permettent d’infecter 

différents organes induisant des syndromes infectieux aigus d’ordre neurologiques, 

respiratoires, cutanés, musculaires, cardiaques, maternofœtals ou périnatals (Bessaoud et 

al., 2008 ; Renois et al., 2014). Les EV sont considérés comme l’une des principales 

causes d’infections virales chez l’enfant et l’adulte. La plupart de ces virus infectent 

l’homme par le tractus gastro-intestinal en provoquant des symptômes bénins. Cependant, 

plusieurs EV peuvent envahir le système nerveux central (SNC) et entrainer une maladie 

grave, notamment une méningo-encéphalite, une myélite, une paralysie, une myocardite. 

Les EV sont maintenant reconnus comme la cause la plus fréquente des méningites aigues 

(Zhou et al., 2009 ; Dahee et al., 2015 ; Harvala et al., 2018) notamment les entérovirus 

humains non polio (NPHEV) en représentant 80% à 92% de tous les cas des méningites 

aseptiques dans lesquels l’agent pathogène est identifié (Huang et Shih, 2015 ; Opanda et 

al., 2016). 

Afin de déterminer les relations entre les HEV et les différents syndromes cliniques, 

des méthodes standard de la détection et d’identification des EV sont basées sur 

l’isolement du virus sur culture cellulaire suivi du sérotypage des virus isolés par des 

techniques de séroneutralisation en utilisant des antisérums spécifiques. Cette procédure 

prend beaucoup de temps et demande beaucoup de travail, ainsi la disponibilité 

d’antisérums spécifiques devient progressivement limitée. Plusieurs techniques de 

détection rapide du génome de l’EV dans des échantillons cliniques, la plupart basées sur 
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une amplification par PCR (Polymerase Chain Reaction) dans le génome en région 5’non-

codante du génome ont été développées (Nijhuis et al., 2002 ; Graham et Murdoch, 2005 

; Apostol et al., 2012). Cependant ces méthodes ne permettent pas l’identification des 

sérotypes et la caractérisation génétique des virus détectés au-delà du genre. Ainsi, lorsque 

des informations sur le sérotype sont nécessaries, l’isolement du virus sur culture cellulaire 

reste la technique la plus appropriée. Pour surmonter les problèmes liés à l’antisérum 

spécifique, des tentative ont été faites pour développer de nouvelles méthodes de typage 

d’EVs par amplification PCR et séquençage partiel dans la region VP1 du genome 

(Norder et al., 2003 ; Oberste et al., 2003 ; Shabani et al., 2018). 

Le but de la présente étude est d’évaluer le potentiel diagnostique des techniques 

d’amplification disponibles pour détecter l’EV dans des LCR prélevés chez des patients 

présentant un diagnostic de méningite aseptique et de comparer les résultats à ceux obtenus 

par culture cellulaire. 
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I.      Historique 

L’histoire des EV commence avec celle de la poliomyélite (en grec, polios: gris et 

myelos: moelle). Cette maladie est connue en Egypte depuis environ 4000 ans: des sujets 

présentant une amyotrophie des membres inférieurs sont représentés sur des stèles ou des 

bas-reliefs (Mammette, 2002). Les premiers signes cliniques de la poliomyélite ont été 

décrits en 1800, chez des patients souffrants de paralysie avec fièvre. En 1840, d’autres 

études ont montré que les douleurs spécifiques de la maladie étaient dues à une atteinte des 

neurones moteurs de la corne antérieure de la moelle épinière. En 1908, Landsteiner 

démontre la nature virale en inoculant l’extrait de la moelle épinière d’un enfant décédé de 

poliomyélite au singe (Mammette, 2002). En 1909, Landsteiner et Popper découvraient 

que l’agent étiologique de la poliomyélite  paralytique aiguё était le Poliovirus (PV) 

(Kristensson, 1999).                                                  

En 1936, Sabin et Olitsky réalisent la première culture in vitro  de poliovirus à partir 

de tissus nerveux embryonnaires humains. Puis en 1949, Enders étend la culture du 

poliovirus à des tissus non nerveux (Prescott et al., 2010). En 1955, un vaccin 

antipoliomyélitique à virus inactivé est mis au point par Salk, puis un second vaccin à virus 

atténué est développé par Sabin en 1965. Rapidement, avec l’essor des techniques de 

virologie, il apparait que le poliovirus fait partie d’un groupe beaucoup plus important de 

virus. En 1948, Dallford et Sickles, travaillant sur des souriceaux nouveau-nés comme 

modèle d’étude de la poliomyélite, isolent les premiers coxsackievirus. Puis, dans le 

courant des années 50, de nouveaux virus distincts, à la fois des poliovirus et des 

coxsackievirus, sont isolés sur différents continents, à partir de prélèvements de patients 

sains ou souffrants de méningites (Melnick, 1996 ; Hyypia et al, 1997). Ces nouveaux 

virus, ne semblant pas être associés à une maladie connue, furent baptisés Echovirus 

(ECHO : Enteric Cytopathogenic Human Orphan, ci-après echovirus). En 1955, un comité 

de recherche est formé pour étudier les echovirus. En 1957, comprenant que les ECHO, 

polio et coxsackievirus forment un seul groupe viral, le comité de recherche définit le 

genre Enterovirus (Commitee on the Enteroviruses et al., 1957).  
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II.    Généralités sur les Entérovirus humains  

1.      Classification  

Les entérovirus humains appartiennent à la famille des Picornaviridae et à l’ordre des 

Picornavirales, ils sont associés aux rhinovirus dans le genre Enterovirus (Zhou et al., 

2009 ; Cameron et al., 2010 ; Harvala et al., 2018). A l’origine, la classification des EV, 

basée sur les caractères antigéniques et le pouvoir pathogène, distingue les poliovirus (PV-

1 à 3) et les entérovirus non poliomyélitiques : coxsackievirus A (CV-A), coxsackievirus B 

(CV-B), echovirus et entérovirus (EV-68 à 108). Actuellement, la classification est fondée 

sur des critères génétiques, comportant quatre groupes d’entérovirus humains (A, B, C et 

D) (Tableau I). L’espèce Poliovirus n’existe plus et les PV ont été intégrés dans l’espèce 

EV-C (Afifi et al., 2009 ; Pasquier et al., 2013 ; Ibrahim, 2014 ; Abbasi et al., 2018). 

Les recombinaisons potentielles intra- et inter-espèces pendant l’évolution et la 

découverte de nouveaux virus font que la classification des EV est régulièrement 

reconsidérée (Bouslama et al., 2007 ; Lauber et Gorbalenya, 2012). 

Tableau I. Espèces virales appartenant au genre Enterovirus infectant l’homme et noms 

correspondants de l’ancienne nomenclature. D’après Pasquier et al., (2013). 

 Genre Enterovirus 

Espèces Souches (ancienne dénomination des espèces) 

Human enterovirus 

A 

(+de 21 sérotypes) 

Human coxsackievirus A (CV-A2), 3-8, 10, 12, 14 et 16                     

Human enterovirus 71 (EV-71), 76, 89, 90, 91, 92                

 

Human enterovirus 

B 

(+de 59 sérotypes) 

Human coxsackievirus B1 (CV-B1), 2 à 6 

Human coxsackievirus A9 (CV-A9) 

Human coxsackievirus 1 (EV-1), 2-27, 29-33 

Human coxsackievirus 69 (EV-69), 73-75, 77-88, 93, 97, 98, 100, 

101, 106, 107 

Human enterovirus 

C 

(+de 19 sérotypes) 

Human coxsackievirus A1 (CV-A1), 11, 13, 17, 19-22, 24, 95, 

96, 99, 102, 104, 105, 109 

Human poliovirus 1 (PV-1), 2 et 3 
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2.     Structure des entérovirus  

        Les EV sont des virus nus c’est-à-dire non enveloppés, de forme sphérique avec un 

diamètre de 24 à 30 nm. Ce sont des particules simples constituées d’une capside protéique 

qui entoure un ARN génomique monocaténaire non segmenté de polarité positive 

(Grosjean et al., 2016 ; Abbasi et al., 2018). 

2.1.   Génome et protéines virales  

Leur génome est un ARN simple brin de polarité positive d’environ 7 500 nucléotides 

(Thompson et Peersen, 2004). Il est composé de deux régions non codantes (NC) à ses 

extrémités 5′ et 3′ encadrant une région codante (Figure 1). L’extrémité 5’ est non coiffée 

et va former une structure secondaire appelée IRES (Internal Ribosome Entry Site). Elle 

permet de traduire directement l’ARN viral en protéines (Kempf et Barton, 2008 ; Filbin 

et Kief, 2009 ; Cameron et al., 2010). Cette région 5′NC régule non seulement la 

transcription mais également la réplication et contribue au contrôle de la pathogenèse 

virale et au tropisme tissulaire (Fernandez-Miragall et al., 2009). Elle est hautement 

conservée au niveau nucléotidique entre les différentes espèces d’EV et présente un intérêt 

majeur pour leur détection moléculaire (Renois et al., 2014).  

La région 3′NC possède une structure secondaire impliquée dans le contrôle de 

l’initiation de la synthèse de l’ARN. Elle possède également une séquence polyadénylée 

d’environ 75 nucléotides nécessaire à l’infectivité du génome viral. Une fois traduite, la 

région codante du génome est à l’origine d’une polyprotéine subdivisée en trois régions : 

P1, P2 et P3, correspondant aux trois précurseurs des protéines virales. La région P1 code 

les protéines structurales de capside (VP4, VP2, VP3 et VP1) (Oberste et al., 2004 ; 

Hassel, 2015), alors que les régions P2 et P3 codent les protéines non structurales 

impliquées dans la traduction et la maturation des protéines (protéases 2A, 3C, 3CD) et 

dans la réplication du génome viral (2B, 2C, 3AB, 3B
VPg

, protéase 3CD, et polymérase 3D) 

(Renois et al., 2014 ; Abbasi et al., 2018).  

Human enterovirus 

D (+de 2 sérotypes) 

Human enterovirus 68 (EV-68), 70, 94 
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Figure 1. Représentation schématique de l’organisation du génome d’un EV et le rôle des 

différentes protéines (Renois, 2012). Le génome des EV est composé d’un seul cadre ouvert de 

lecture ORF (Open Reading Frame) encadré par deux régions non codantes (5’NC et 3’NC). 

L’ORF est composé des régions génomiques P1, P2 et P3 qui codent les différentes protéines 

virales structurales (P1) et non structurales (P2 et P3). Les régions non codantes possèdent des 

structures secondaires dues aux repliements de la molécule d’ARN, impliquées dans la traduction 

(IRES en 5’) et la réplication du génome viral. 

2.2.    La capside  

 La capside des EV présente une structure d’un icosaèdre d’environ 30 nm, elle est 

composée de 60 protomères identiques ou capsomères. Chacun est formé de 4 protéines 

structurales : VP1 (34 kDa), VP2 (30 kDa), VP3 (26 kDa) et VP4 (7 kDa), ces quatre 

protéines forment une sous unité ou protomère, 5 protomères se combinent pour former un 

pentamère et 12 pentamères constituent la capside (Figure 2) (Racaniello et Howley, 

2007 ; Conrad, 2012 ; Grosjean et al., 2016). Sa structure tridimensionnelle et les 

interactions qu’elle établit avec des récepteurs cellulaires ont été résolues pour un certain 

nombre d’EV par cristallographie. Malgré des différences dans les séquences en acides 

aminés et des subtilités structurales d’un type ou d’un genre, l’architecture de la capside est 

fondamentalement conservée (Volle, 2014). 
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Figure 2. Structure tridimensionnelle de la capside du Entérovirus EV-A71 (Hassel, 2015). (A) La 

capside et les protéines de structure VP1-4. (B) Les protéines VP1, VP2 et VP3 sont exhibés à la 

surface de la capside et VP4 est en position interne. 

3.      Propriétés physico-chimiques 

Les EV résistent dans le milieu extérieur, à l’alcool à 70°, à l’éther, au désoxycholate 

de sodium et aux détergents. Ils sont stables pendant plusieurs semaines à 4°C et se 

conservent à des températures de -20°C à -80°C pendant plusieurs années en gardent leur 

pouvoir infectieux. En effet, la capacité de résistance au pH bas du milieu leur permet de 

franchir la barrière stomacale, de se multiplier dans le tube digestif et d’être excrétés en 

grande quantité dans les matières fécales pendant plusieurs semaines après l’infection 

(Melnick, 1996 ; Mammette, 2002 ; Conrad, 2012).  

L’absence d’enveloppe chez les EV les rend relativement résistants à l’action des 

agents physicochimiques. Les EV sont détruits par les oxydants (hypochlorite de soude), le 

formol 0,3 % et la betapropionalactone. Aussi comme d’autres agents infectieux, ils sont 

sensibles à l’exposition à la lumière ultra-violette (UV). Cette méthode est notamment 

utilisée pour traiter des surfaces exposées à des produits biologiques contaminés et 

difficilement nettoyables ou accessibles (Mammette, 2002 ; Renois, 2012).  

4.      Evolution génomique   

Grace à la grande diversité des EV; des phénomènes de mutations et de 

recombinaisons surviennent au cours de leur replication. Ces mécanismes d’évolution 

génétique permettent au virus de s’adapter aux modifications de l’environnement et aux 

diverses pressions de sélection, modifiant ainsi leur capacité infectieuse et réplicative 

(Renois et al., 2014). Les mutations spontanées apparaissent au cours des étapes de 

replication, elles sont dues au fort taux d’erreur de l’ARN polymérase virale ARN 
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dépendante, de plus la longueur de leur génome (7500 bases) augmente la probabilité de 

cet erreur. Les phénomènes de recombinaison génétique sont quant à eux plus rares et à 

l’origine d’échange de matériel génétique entre deux souches entérovirales d’une même 

espèce au cours de l’infection d’une même cellule cible (Renois et al., 2014).  

 

Cette variabilité du génome des EV est une propriété fondamentale à la base de la 

diversité de ce genre viral, de son évolution, de sa pathogénicité et de ses caractéristiques 

épidémiologiques (Bouslama et al., 2007 ; Bessaoud et al., 2008).  

 

5.      Cycle infectieux des Entérovirus 

Le cycle de multiplication se déroule totalement dans le cytoplasme. La durée de ce 

cycle varie entre 5 et 10 heures. Elle dépend de plusieurs paramètres comme la 

température, le pH, les cellules hôtes et la multiplicité d’infection (Racaniello et Howley, 

2007). Le cycle infectieux peut être décrit en plusieurs phases successives (Figure 4). 

5.1.   Une phase précoce 

La phase précoce correspond à l’attachement du virus à son récepteur cellulaire et la 

libération du génome dans le cytoplasme. Compte tenu de leur diversité, les EV utilisent 

une grande variété de récepteurs cellulaires. On peut distinguer trois principaux récepteurs 

appartiennent à la superfamille des immunoglobulines : Poliovirus receptor (PVR), ICAM-

1 et CAR. La spécificité du récepteur et sa distribution cellulaire et tissulaire peuvent 

moduler le tropisme viral et les manifestations pathologiques (Fleury, 2009 ; Ibrahim, 

2014). 

5.2.   Une phase réplicative 

Au cours de la phase réplicative, le génome viral est traduit, répliqué et de nouvelles 

particules infectieuses sont assemblées. Cette phase constitue le cœur du cycle viral, elle se 

traduit par de profondes modifications de la morphologie et de l’organisation intra 

cellulaire, que l’on nomme effet cytopathique (ECP). Ces modifications, induites par les 

protéines virales, génèrent un environnement cellulaire propice à la multiplication virale 

(Volle, 2014).  
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5.2.1. La traduction 

Une fois le génome est libéré après l’attachement du virus sur les récepteurs de la 

cellule cible, il peut être traduit en protéines virales, après clivage de la protéine VPg liée à 

l’extrémité 5’ du génome par une protéase cellulaire. Par ailleurs, aucune protéine virale 

n’est importée dans la cellule via la capside virale. A la différence de la majorité des 

ARNm cellulaires, le génome des EV ne contient pas de coiffe pour initier la traduction. A 

la place, l’élément IRES dans la R5’NC permet l’initiation interne de la traduction 

(Pelletier et Sonenberg, 1988 ; Kottaridi et al., 2006 ; Filbin et Kief, 2009). Les EV, 

comme tous les picornavirus, synthétisent leurs protéines par traduction d’une longue 

phase ouverte de lecture ou ORF, suivie de clivages protéolytiques successifs de la 

polyprotéine virale ainsi produite (Ibrahim, 2014). Le premier clivage est réalisé par la 

protéase 2Apro, qui va libérer la protéine précurseur P1. Le deuxième clivage est réalisé 

par la protéase 3Cpro qui sépare les protéines précurseurs P2 et P3. Les 3 peptides sont 

secondairement clivés par ces mêmes protéases pour donner les différentes protéines 

virales (Figure3) (Volle, 2014). 

 

 
Figure3. Traduction et maturation des protéines virales (Hober et al., 2013).  La traduction du 

génome donne une polyprotéine divisée en quatre protéines structurelles (gris foncé) et sept 

protéines non structurelles (gris clair et jaune). Les sites de clivage par les protéinases virales sont 

indiqués par des flèches. Les quatre protéines structurelles adoptent une symétrie icosaédriques 

avec VP1, VP2 et VP3 situées à la surface extérieure de la capside et VP4 à la surface interne. 

L’ARN génomique simple brin est situé à l’intérieur de la capside.        
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       5.2.2. La réplication  

Lorsque suffisamment de protéines virales sont produites, une bascule de la 

traduction vers la réplication du génome viral aurait lieu (Gamarnik et Andino, 2000). En 

effet le génome des EV n’est pas seulement un ARN, c’est aussi la matrice qui permet la 

synthèse d’un antigénome de polarité négative, lequel servira de matrice pour la réplication 

du génome viral (Steil et Barton, 2009). Ces deux processus de la réplication et la 

traduction ne peuvent pas avoir lieu simultanément sur le même brin (+) car la polymérase 

3Dpol est incapable de répliquer un ARN en cours de traduction (Ibrahim, 2014). 

La synthèse du brin de polarité négative met en jeu des interactions protéines 

protéines entre le complexe d'initiation PCBP (Poly-C Binding Protein /3CD) lié au 

premier domaine de la région 5'NC en feuille de trèfle « Cloverleaf » et la protéine PABP 

(Poly-A Binding Protein) fixée sur la queue poly-A 3’NC. Ceci permet la circularisation du 

génome viral et la formation d’un complexe de préinitiation. Une protéine Vpg (3B) et 

après poly uridylation (Vpg-pUpU) va s’hybrider sur la queue poly A et servir d’amorce 

pour la synthése de l’antigénome (-) via la polymérase 3Dpol (Paul et al., 1998 ; Renois et 

al., 2014). Les brins anti-génomiques vont servir de matrices  pour la synthèse des ARN 

viraux de polarité positive par la 3Dpol (Thompson et Peersen, 2004 ; Volle, 2014). 

5.3.   Une phase de libération 

Cette phase de libération consiste à l’assemblage des sous unités protéiques et à 

l’encapsidation de l’ARN génomique. Les particules virales s’accumulent ensuite dans le 

cytoplasme sous forme de vésicules puis sont libérées par lyse cellulaire (Renois et al., 

2014) au cours de laquelle la protéine virale 2B serait impliquée (Van Kuppeveld et al., 

1997). 
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Figure 4. Cycle de réplication des entérovirus dans la cellule cible permissive (Renois et al., 

2014). Après fixation à ses récepteurs cellulaires, le virus subit une première étape de décapsidation 

et le matériel génétique est relargué au niveau du cytoplasme cellulaire. C’est là que se dérouleront 

les étapes de traduction des protéines virales et d’amplification du génome. Les brins d’ARN néo-

synthétisés pourront ensuite rentrer à nouveau dans un cycle de réplication ou aboutir à la 

formation de nouvelles particules virales.     
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6.      Effet de la multiplication virale sur la cellule hôte  

 

Les cellules infectées par les EV développent d’importants changements 

morphologiques caractéristiques appelés effets cytopathiques (ECP) (Fleury, 2009). Ces 

changements qui apparaissent dès les premières heures de l’infection incluent une 

condensation de la chromatine, une déformation du noyau, la prolifération des vésicules 

membranaires par accumulation des lipides dont la synthèse est stimulée, le changement de 

la perméabilité membranaire suite à l’augmentation de la concentration intracellulaire de 

Ca2+, la fuite des composants intracellulaires et le dessèchement de la cellule entière. En 

microscopie optique, les changements morphologiques les plus notables sont 

l’arrondissement et le détachement des cellules adhérentes du récipient de culture 

cellulaire. Ces modifications pourraient favoriser la lyse cellulaire et faciliter la 

propagation virale (Doedens et al., 1994).  

Figure 5. Effet cytopathique (ECP) caractéristique des virus coxsackie B sur des cellules rénales 

d’un singe africain (Menegus et Hollick, 1982). (A) Cellules non infectées par le virus ; (B) Début 

d’un ECP sur les cellules infectées par le virus ; (C) Un ECP à 100% du à l’infection de toutes les 

cellules par le virus.  
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III.    Infections humaines à entérovirus 

1.      Epidémiologie et transmission  

Les EV sont des pathogènes largement ubiquitaires. L’homme est le seul hôte et 

réservoir naturel des EV impliqués en pathologie humaine (Fleury, 2002 ; Palacios et 

Oberste, 2005). Leur mode de transmission est  principalement de type fécal-oral via les 

mains sales, les objets souillés par la salive ou les matières fécales, ce qui explique une 

prévalence élevée des infections pendant la petite enfance. La voie aérienne peut 

également intervenir dans la transmission des EV via la dispersion de gouttelettes 

rhinopharyngées contaminant l’épithélium respiratoire et conjonctival. Ce mode de 

transmission pourrait être privilégié par des souches d’EV ayant une prédilection pour le 

système respiratoire (Andreoletti et al., 2009 ; Pasquier et al, 2013).  

Dans les pays tempérés où le niveau sanitaire est élevé, les infections à EV peuvent 

être sporadiques mais elles évoluent volontiers sur un mode épidémique, voire 

pandémique durant les périodes estivo-automnales. Durant ces phases épidémiques, 

plusieurs sérotypes d’EV sont amenés à co-circuler. Ces épidémies se manifestent surtout 

sous forme de méningites chez l’enfant. Dans les pays en voie de développement où les 

conditions sanitaires sont favorables à une large transmission ; les infections à EV sont 

endémiques. Enfin, le non-respect des règles d’hygiène universelles (désinfection et 

lavage des mains en particulier) est à l’origine d’infections nosocomiales, notamment 

pour les coxsackievirus B (CV-B) et l’échovirus 11 (E-11), particulièrement redoutable 

chez le nouveau-né (Mammette, 2002 ; Andreoletti et al., 2009 ; Harvala et al., 2011). 

2.      Physiopathologie générale   

Les EV contaminent l’organisme au niveau de la bouche et des voies respiratoires, 

puis, des sites primaires de réplication s’établissent au sein des tissus lymphoïdes des 

muqueuses intestinales (plaques de Peyer) et de la gorge (amygdales) (Mammette 2002 ; 

Smura et al., 2010). A partir de ces sites primaires, les EV se propagent  vers les ganglions 

régionaux, cervicaux et mésentériques (phase lymphatique). Il s’en suit une phase 

virémique au cours de laquelle le virus se multiplie dans les cellules du système réticulo-

endothélial (sites secondaires de réplication), avant de gagner les cellules cibles spécifiques 

de la pathologie viro-induite (cerveau, méninges, cœur, peau…) (Melnick, 1996 ; Prescott 

et al., 2010). L’infection entraine la sécrétion d’anticorps circulants neutralisants 
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protecteurs uniquement contre le sérotype responsable (Mammette, 2002). Les atteintes 

tissulaires consécutives à la virémie nécessitent un franchissement par le virus de 

l’endothélium vasculaire irriguant ces tissus (Smura et al., 2010).  

La période d’incubation recouvrant ces différentes phases est d’environ 7 à 14 jours, 

avec des extrêmes allant de 2 à 35 jours. La grande diversité des EV les rend responsables 

de plusieurs syndromes cliniques, il peut s’agir d’une infection inapparente, d’une maladie 

modérée avec sensation de malaise, fièvre et maux de gorge, ou d’une maladie sévère avec 

méningites. La guérison peut survenir sans séquelles quel que soit l’aspect clinique 

(Collier et Oxford, 2000). 

 
Figure 6. Physiopathologie des infections à Entérovirus (Hassel, 2015). L’infection se déroule en 

quatre phases principales: digestive ou respiratoire, lymphatique, virémique permettant l’atteinte 

des organes cibles.  

 

3.      Pathologie humaine   

Les EV sont des agents pathogènes communs responsables d’infections très 

fréquentes puisque estimées à près de 1 milliard chaque année dans le monde (Palacios et 

Oberste, 2005 ; Renois, 2012). Ils sont responsables d'un large panel de pathologies 

humaines allant de l'infection asymptomatique, voire sub-clinique (majorité des cas), 
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jusqu'à des atteintes multiviscérales mortelles chez le nourrisson ou des infections aiguës 

fulminantes chez l'adulte. Dans les autres cas, les EV sont responsables d'infections 

subaiguës ou aiguës dont les séquelles et le pronostic seront variables en fonction des 

sérotypes, de la dose virale infectieuse, de l'organe cible, de l'âge, du sexe, et du statut 

immunitaire de l'individu (Julien et al., 1999). Le tropisme viral et donc par conséquent les 

organes cibles infectés, varient en fonction du sous-groupe des EV et des sérotypes viraux 

(Pasqiuer et al., 2013) (Tableau II). 

3.1.    Atteintes neuroméningées  

De nombreux sérotypes d’EV peuvent infecter le système nerveux central (SNC) 

mais le caractère neurotrope et la neurovirulence varient selon le génotype (Huang et 

Shih, 2015). Le poliovirus (espèce EV-C) est le sérotype neurotrope le plus connu en 

raison des nombreuses épidémies de paralysies flasques occasionnées dans le passé. Parmi 

les autres EV, l’echovirus 30 (EV-B) et l’EV-A71 (EV-A) sont particulièrement 

neurotropes et épidémiques (Collier et Oxford, 2000 ; Owino et Chu, 2019). Les atteintes 

du SNC par les EV se manifestent sous la forme de trois entités cliniques principales : les 

méningites aiguës (dites aseptiques), les encéphalites et les poliomyélites (Piqueur et al., 

2009 ; Volle, 2014).  

Les méningites aseptiques 

Les méningites aseptiques ou aiguës sont des inflammations des méninges au niveau 

de l’espace sous arachnoïdien, causées par beaucoup d’EV et particulièrement ceux de 

l’espèce EV-B : echovirus et coxsackievirus B (Michos et al., 2007 ; Dalwai et al., 2010 ; 

Wang et al., 2014). La durée des symptômes (céphalées, fièvre, somnolence, raideur de 

nuque, photosensibilité, nausées, vomissements…) chez un malade atteint de méningite à 

EV est d'environ une semaine, cependant, la plupart des adultes présentent des symptômes 

qui peuvent perdurer deux semaines. Le pronostic des méningites à EV, hormis chez le 

nouveau-né de moins de 15 jours, est très favorable avec généralement une absence de 

séquelles neurologiques à long terme (Rotbart et Hayden, 2000). Le virus est retrouvé 

très rapidement après le début des symptômes dans le liquide céphalorachidien (LCR) 

(Figure7). La charge virale dans le LCR dépend de l’âge des patients et du sérotype de 

l’EV en cause (Volle et al, 2014). 
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Figure 7. Le liquide céphalorachidien ou cérébrospinal (Volle, 2014). (A) Le liquide céphalorachidien 

(LCR) baigne le cerveau et la moelle épinière. Son rôle est d’amortir les chocs et de participer au maintien de 

l’homéostasie cérébrale. Il est principalement produit par le plexus choroïde et  circule dans les ventricules 

cérébraux et les espaces sous arachnoïdiens au niveau des méninges. Situation et circulation du liquide 

cérébrospinal (flèches). (B) Radiographie IRM (coupe sagittale), les liquides (LCR et interstitiel) apparaissent 

en claire. 

3.2.   Autres atteintes  

Les EV peuvent atteindre de nombreux autres tissus tels que la peau, les yeux, le cœur, 

le foie, le pancréas ou les muscles. Les infections de la peau et des muqueuses provoquent le 

syndrome pied-main-bouche et l’herpangine. Les infections à EV-D70 et CV-A24 peuvent 

causer des  conjonctives hémorragiques aiguës, caractérisées par une incubation de courte 

durée. Les symptômes sont une augmentation excessive du larmoiement, des douleurs 

oculaires, un œdème périorbitaire et une rougeur de la conjonctive (Yin-Murphy, 1984). 

Les EV peuvent être à l’origine de myocardites, de symptômes respiratoires (Andreoletti et 

al., 2009). De nombreux travaux suggèrent un lien entre les infections à EV et la survenue 

du diabète insulino-dépendant mais les mécanismes pathogéniques ne sont pas établis 

(Kondrashova et Hyöty, 2014).  
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Tableau II. Les différentes pathologies associées aux entérovirus humains. D’après 

Pasquier et al., (2013). 

  PV CV-A    CV-B       E EV 68-71 

Atteintes neurologiques  + + + + + 

Encéphalites   + 

2 

+ 

2, 6, 11,19 

+ 

71 

Paralysies +   + + 

70-71 

Méningites + + 

7, 9 

+ 

2, 3, 4, 5 

+ 

4, 6, 7, 9, 

11,13, 30, 

31 

+ 

70, 71 

Atteintes respiratoires  + + + + 

Pleurodynie (maladie 

de Bornholm) 

  +   

Pneumopathie  + 

9, 16 

+ 

4, 5 

 + 

68 

Pharyngite  + + + + 

Herpangine  + 

1-6, 8, 10, 

22 

   

Rhinite  + 

21, 24 

   

Atteintes cardiaques   +   

Myocardite   +   

Péricardite   +   

Atteintes digestives   + + +  

Diarrhée  + 

18, 20-22, 

24 

 +  

Pancréatite   + 

9 

+ 

5 
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Autres atteintes + + + + + 

Syndrome mains-pieds-

bouche 

 + 

16 

  + 

71 

 

Conjonctivite 

hémorragique  

 + 

24 

  + 

70 

Exanthème de Boston    + 

16 

 

Syndrome de fatigue 

post-virale 

  +   

Diabète insulino-

dépendant 

  +   

CVA-B : coxsackie A-B ; E : echovirus ; EV : enterovirus ; PV : Poliovirus. 

IV.     Diagnostic virologique   

Comme pour la plupart des virus, le diagnostic virologique est basé sur la mise en 

évidence de l’un des constituants de la structure du virus (diagnostic virologique direct) ou 

sur la mise en évidence de la réponse du système immunitaire de l’hôte vis-à-vis de 

l’infection virale (diagnostic virologique indirect). En raison de la diversité antigénique des 

EV et de la possibilité de réactions croisées, le diagnostic indirect a un intérêt limité dans 

le cas des infections à EV. En revanche, une meilleure connaissance de la structure du 

génome des EV a permis le développement des techniques directes par détection du 

génome viral. 

1.      Prélèvement et conservation des échantillons  

Les prélèvements doivent être précoces et réalisés à partir d’un prélèvement de gorge 

(au tout début de l’infection), de selles (où la présence virale est prolongée) et, selon le 

tableau clinique constaté, de LCR, de vésicules ou d’un prélèvement conjonctival (Fleury, 

2002). Au laboratoire les échantillons biologiques destinés à la biologie moléculaire 

doivent être conservés à -80°C pour préserver l’intégrité du génome. Les autres 

prélèvements peuvent être conservés à -20°C (Agut et al., 2007).   
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2.      Diagnostic direct  

2.1. Recherche du virus par isolement sur culture cellulaire 

La plupart des isolements sont obtenus après inoculation de cellules cultivées en 

monocouche ou en suspension. Les cellules cultivées sont généralement de 3 types : 

cellules hétéroploïdes en lignée continue à partir de cellules cancéreuses, cellules diploïdes 

à partir de cellules embryonnaires, cellules obtenues directement d’un tissu (primo-

explantation). Après une incubation, la mise en évidence de la multiplication virale est 

possible. Elle s’effectue par un examen en contraste de phase de nappe cellulaire à la 

recherche d’un effet cytopathique (ECP) caractéristique des EV. Ces ECP se traduisant par 

l'apparition de grandes cellules réfringentes se généralisant à l'ensemble du tapis cellulaire 

2 à 12 jours après l'inoculation (Grosjean et al., 2011). 

Pour confirmer que le virus isolé dans des cultures cellulaires est un EV, il est 

possible d’effectuer un test rapide à l’aide d’un antigène spécifique de groupe partagé par 

la plupart des sérotypes d’EV et situé dans la protéine VP1 (Samuelson et al., 1990 ; 

Bourlet et al., 1998 ; Apostol et al., 2012).                                       

2.2. Recherche du génome viral par RT-PCR   

La technique de Reverse Transcription (RT) PCR est une méthode d’amplification en 

ciblant des séquençes localisées dans la région 5’ NC, hautement conservée chez les EV 

(Capaul et Gorgievski-Hrisoho, 2005 ; Hymas et al., 2008 ; Pillet et al., 2010 ; Harvala 

et al., 2018). Elle permet un diagnostic étiologique rapide (en moins de 48 h) des infections 

à EV et cela quel que soit le type de prélèvement. C'est donc une technique universelle à 

variantes selon le type de sondes et le mode de révélation du produit d'amplification. Les 

amorces les plus souvent choisies sont localisées dans la région 5' non codante (Nijhuis et 

al., 2002 ; Zoll et al., 2009; Pillet et al., 2010; Leveque et al., 2012).  

Récemment, l'amplification et le séquençage moléculaire des séquences codant une 

partie des gènes des protéines de capside VP1 ou VP4/VP2, permettent de réaliser une 

identification génotypique des souches d'EV. Cette approche technique est particulièrement 

utile quand la souche est non cultivable et elle permet de réaliser des études 

d'épidémiologie moléculaire (suivi épidémiologique des souches, identifications des 

infections nosocomiales...) (Oberste et al., 1999a; Oberste et al., 1999b ;  Bendig et al., 

2001 ; Nix et al., 2006 ; Tsai et al., 2011 ; Ibrahim et al., 2014 ; Shabani et al., 2018). 
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3.      Diagnostic indirect 

La technique de référence est la réaction de séroneutralisation du pouvoir infectieux 

viral sur culture cellulaire, en principe spécifique de type, bien que des réactions croisées 

soient possibles. Les techniques immuno-enzymatiques ou la fixation du complément, 

d’utilisation plus aisée, sont mal standarisées et donnent de fréquentes réactions croisées. 

La détection des IgM fait appel aux mêmes techniques (après séparation des IgG/IgM par 

gel filtration ou chromatographie échangeuses d’ions pour la séroneutralisation) mais elle 

est peu pratiquée (Fleury, 2002 ; Agut et al., 2007). 

V.      Prévention des infections et développement d’un vaccin                                                                                                                      

Aucun EV, y compris le virus polio, n’est sensible aux antiviraux et il n’existe pas de 

vaccin sauf pour la polio. Le controle de ces infections dépend des mesures d’hygiène, tout 

particulièrement celles permettant de réduire la transmission oro-fécale (Weil et al., 2019). 

Ceci implique non seulement de traiter correctement l’eau, la nourriture et les évacuations 

d’eaux usées, mais aussi les mesures individuelles comme le lavage des mains et la 

désinfection appropriée de materiel potentiellement contaminé (Collier et Oxford, 2000). 

La prophylaxie de la poliomyélite grâce à une immunisation active par le vaccin de 

poliovirus inactivés (IPV; « Inactivated Polio Vaccine »; Salk, 1955). Il contient des 

poliovirus inactivés des trois sérotypes. On recommande deux injections à 2 et 4 mois chez 

le nourrisson, pour obtenir une immunisation de base, avec rappels à 11 mois, 6 ans, entre 

11-13 ans, 25 ans, 45 ans, 65 ans puis tous les 10 ans. Le vaccin oral (OPV, « Oral Polio 

Vaccine »; Sabin 1961 monovalent et 1963 trivalent) contient des virus atténués de trois 

types capables de se multiplier. Ceux-ci mutent occasionnellement en types sauvages et 

peuvent alors provoquer une poliomyélite vaccinale. L’OPV est utilisé pour l’éradication 

des Poliovirus sauvages et n’est plus employé, dans les pays où le Poliovirus est éradiqué, 

que comme vaccination de protection locale en cas de réintroduction d’un virus sauvage 

(Arita et al., 2005 ; OMS, 2006 ; Prescott et al., 2010 ; Kayser et al., 2017). 
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Le travail a été réalisé au niveau de l’Institut Pasteur d’Alger (IPA), laboratoire 

des Entérovirus, Laboratoire National de Référence OMS pour la surveillance de la 

Poliomyélite en Algérie, du 23/02/2019 au 20/06/2019. Son objectif principal est 

« L’évaluation de la détection des Entérovirus par isolement sur  culture cellulaire et 

par des techniques de biologie moléculaire, à partir de LCR en cas de méningite 

virale ». 

 

Objectifs spécifiques : 

 Comparer les résultats de la PCR classique et de la PCR en temps réel à la 

culture cellulaire ; 

 Comparer le résultat final rendu de la PCR classique à celui de la PCR en 

temps réel ; 

 Identifier les souches isolées à partir de la culture cellulaire, par une 

technique moléculaire de génotypage. 
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I.       Prélèvement  

Des échantillons de LCR (50) ont été prélevés de patients avoir une méningite virale. 

Le prélèvement a été effectué par une ponction lombaire* afin de recueillir le LCR, entre la 

3ème et la 4ème ou entre la 4ème et la 5ème vertèbre lombaire. Ensuite, les LCR ont été 

transportés au laboratoire dans des conditions réfrigérés (glacière à 4°C), considérés 

comme prélèvements fragiles. 

 Les EV, sont mis en évidence par isolement sur culture cellulaire, par RT-PCR 

classique et par RT-PCR en temps réel, en respectant les bonnes pratiques 

microbiologiques (OMS, 2005).  

II.     Isolement sur culture cellulaire  

Les virus sont mis en évidence par inoculation sur des cultures in vitro de cellules 

RD, Vero. Ces cellules, dont la subculture est possible pendant un temps à priori infini, 

sont en effet sensibles à l'infection de la plupart des entérovirus. 

Les lignées cellulaires* RD, dérivées de Rhabdomyosarcome humain (tumeur 

maligne développée à partir du tissu musculaire strié squelettique), elles sont hautement 

sensibles aux Poliovirus, Echovirus et certains autres Entérovirus, tous producteurs d’ECP 

caractéristique (Figure 08). 

Les lignées cellulaires Vero (Verda Reno = Rein vert en espéranto), dérivées des 

cellules épithéliales de rein d’un singe vert africain, sont sensibles aux Entérovirus non 

poliomyélitiques, tous producteurs d’ECP caractéristique (Figure 09). 

 

              

  Figure 08. Cellules RD observées                      Figure 09. Cellules Vero observées 

   sous microscope optique inversé.                       sous microscope optique inversé.                                                    
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1.     Préparation de la culture cellulaire  

1.1.   Congélation des lignées cellulaires 

Les lignées cellulaires, une fois arrivées au laboratoire (Figure 10), sont reproduites 

et conservées dans des cryotubes additionnés d’un cryoconservateur [Démythyl 

sulphoxyde (DMSO)] dans de l’azote liquide à -196°C (Figure 11).  

 

                
   Figure 10. Lignée cellulaire Vero                                Figure 11. Conservation des cellules 

   arrivée au laboratoire dans une                                     dans de l’azote liquide à -196°C. 

   grande flasque.                                               

 

 

1.2.    Décongélation des cellules  

En vue d’utilisation, la lignée cellulaire est décongelée dans un bain marie à 36°C 

quelques secondes, puis cultivée dans une boîte en plastique de 25 mL (75 cm
2
) avec un 

milieu de croissance* complet : Minimum Eagle Media « MEM », supplémenté de 1% 

pénicilline-streptomycine, 1% de Glutamine, et de 10 % de sérum de veau fœtal (SVF) 

(Annexe 1). Le milieu est renouvelé 6 à 8 heures après, pour remplacer l’ancien milieu, 

contenant le DMSO, considéré comme toxique pour les cellules en activité. 
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1.3.    Trypsination et numération cellulaire  

     1.3.1. La trypsination 

La trypsination a pour but de dissocier le tapis cellulaire pour obtenir des cellules 

individualisées qui, mises en présence d'un milieu de croissance reformeront un tapis. Pour 

se faire, une solution stérile de trypsine-versène (EDTA) est utilisée. Cette technique est 

réalisée selon le protocole décrit (Figure 12).    

 

 
Figure 12. Protocole de la Trypsination.        

      

 

1.3.2. La numération cellulaire 

La numération permet de connaitre le nombre de cellules vivantes dans la suspension 

en diluant un volume de 0.2 mL de cette suspension avec 0.2 mL de bleu de Trypane 

(colore les cellules mortes en bleu). Ensuite, la numération est réalisée à l’aide d’un 

                                                      

Tapis cellulaire 

 

Eliminer le milieu MEM 

 

2 rinçages avec le PBS (Phosphate Buffer Salin) de la nappe cellulaire afin 

d’éliminer les cellules mortes et les traces du milieu 

 

Ajouter 1 mL de solution trypsine-versène et incuber 2 min à 36°C 

 

Mettre les cellules en suspension en ajoutant 9 mL du milieu de croissance MEM 

 

Aspirer plusieurs fois à l’aide d’une pipette pour disperser les cellules 
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Haemocytomètre (Cellule de Neubauer) sous un microscope optique inversé dont la 

technique est détaillée (voir Annexe 2).  

Une concentration d’au moins 10
5 

cellules/mL est répartie dans chaque tube. Enfin, 

les tubes sont incubés pendant 48 h dans une étuve à 36°C (Figures 13, 14, 15).  

               
       Figure 13. Tubes de culture cellulaire                   Figure 14. Tubes de culture cellulaire  

         RD.                                                                        Vero.    

 

 
Figure 15. Incubation des tubes contenant 

les lignées cellulaires en suspension dans 

l’étuve à 36°C. 

2.       Inoculation              

Après 48 heures et quand la confluence des tubes est d’au moins 70%, le milieu de 

croissance contenu dans les tubes est remplacé par du milieu de survie* DMEM. 

(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) à 2% de SVF.  

Dans un premier temps, chaque échantillon de LCR est inoculé dans 2 tubes de 

cellules RD et 2 tubes de cellules Vero à raison de 0.2 mL par tube, puis incubé dans une 

étuve à 36°C. Ceci constitue le passage 0 (P0). 
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Une lecture quotidienne des tubes au microscope inversé est réalisée pendant 5 jours. 

Si les tubes ne présentent aucun ECP ; un passage aveugle* (P0+1) est réalisé dans de 

nouveau tubes après une étape de congélation- décongélation des tubes précédents à          

(-20°C). 

Les passages permettent : 

 La dilution des éventuelles substances toxiques pour les cultures 

cellulaires au cours de chaque passage ;  

 La mise en évidence des virus à multiplication lente sur culture 

cellulaire ;  

 La confirmation des ECP du passage précédent.  

 

 
Figure 16. Isolement des EV en culture cellulaire (originale). 

 

3.      Lecture de l’ECP   

L’ECP est révélé sous microscope optique inversé après un ou plusieurs passages. Il 

est marqué par une première phase d’arrondissement des cellules (formes réfringentes), 

puis une lyse rapide de la nappe cellulaire. Les isolats produisant des ECP typiques des 

entérovirus ont été confirmés par biologie moléculaire. 
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III.    Amplification génique  

L’amplification génique est une réaction qui permet d’amplifier in vitro une région 

spécifique d’un acide nucléique donné afin d’obtenir une quantité suffisante pour le 

détecter et l’étudier.  

1.      Extraction de l’ARN viral   

L’extraction a été réalisée en utilisant deux méthodes :  

1.1.   Méthode manuelle  

La méthode manuelle, a été réalisée selon le protocole suivant, d’après Casas et al., 

(1995):  

 Préparation du mélange d’extraction  

 

Le mélange d’extraction est composé de 150 µL de l’échantillon à analyser, 

additionné de 600 µL Tampon de Lyse à pH neutre dont leur composition est détaillée 

(voir Annexe 3) et de 5 µL Glycogène (10 mg/mL), préalablement homogénéisé et incubé 

pendant 15 mn à température ambiante. Le mélange contient également 600 µL 

d’isopropanol et le tout est incuber pendant 30 mn à -20°C.   

 Procédure  

 

         - Centrifuger le mélange d’extraction (14000 g/10 mn/4°C) ;   

         - Eliminer le surnagent et ajouter 1 mL de 70% éthanol froid au culot ;  

         - Centrifuger le mélange obtenu (14000 g/10 mn/4°C) ;   

         - Eliminer le surnagent et ajouter 1 mL Ethanol froid à 100% au culot ;  

         - Centrifuger (14000 g/5 mn/4°C) ;  

         - Eliminer le surnagent et laisser sécher ;  

         - Dissoudre le culot dans 30 µL de 1 mM DTT (Dithiothréitol).  

 

 

1.2.    Extraction sur colonne de silice  

La deuxième méthode d’extraction de l’ARN cellulaire s’est faite à l’aide du coffret 

« QIAamp® Viral RNA » en utilisant la méthode d’extraction sur colonne de silice dont le 

protocole est comme suit :  
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1. Dans un microtube de 1.5 mL, déposer 560 µL de Tampon de Lyse à pH neutre et 

5.6 µL d’ARN carrier préalablement préparé (voir Annexe 4) dont le rôle est de 

faire décanter les molécules d’ARN issues de la lyse, puis ajouter 140 µL du 

LCR.   

2.  Agiter pendant 15 secondes et incuber 10 min à température ambiante.  

3.  Ajouter 560 µL d’éthanol (96-100%) puis mélanger sur un agitateur - 15 s. 

4.  Préparer le système colonne de silice + tube collecteur. 

5.  Pipeter 630 µL du lysat et les transférer dans la colonne de silice. 

6.  Centrifuger à 6000 g (8000 rpm) pendant 1 minute.  

7. Après centrifugation, le filtrat est jeté et volume restant du lysat (630 µL) est 

transféré dans la même colonne de silice puis centrifugé 6000 g (8000 rpm) 

pendant 1 minute. 

8. Après centrifugation, la colonne est placée dans un nouveau tube collecteur.  

9. Ouvrir délicatement la colonne y ajouter 500 µL de la première solution de lavage 

et centrifuger à 6000 g (8000 rpm) pendant 1 minute.  

10. Après centrifugation placer la colonne dans un nouveau tube collecteur de 2 mL 

et jeter celui contenant le filtrat.   

11. Ouvrir délicatement la colonne y ajouter 500 µL de la deuxième solution de 

rinçage, refermer et centrifuger à vitesse maximale (20000 g ; 14000 rpm).  

12. Après centrifugation placer la colonne dans un nouveau tube collecteur de 2 mL 

et centrifuger à vitesse maximale (20000 g ; 14000 rpm) pendant 1 mn pour 

éliminer tous les résidus de l’éthanol.  

13. Placer la colonne de silice dans le microtube libellé et jeter le tube collecteur 

contenant le filtrat.  

14. Ouvrir délicatement la colonne y ajouter 50 µL de solution d’élution bien au 

centre de la colonne. 

15. Incuber 1 minute à température ambiante.  

16. Centrifuger à 6000 g (8000 rpm) pendant 1 minute. 

 

L'ARN ainsi extrait peut être conservé à -80°C ou être immédiatement transcrit en 

ADN complémentaire (ADNc) par rétro transcription (RT). 
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2.       RT- PCR classique  

 L'amplification des échantillons extraits a été réalisée en deux étapes : une étape de 

transcription inverse, puis une étape d'amplification PCR. Au préalable, il a été nécessaire 

d'établir un protocole expérimental, c'est à dire:  

 Choisir le gène à amplifier et les amorces permettant cette amplification ;  

 Déterminer les conditions expérimentales de la RT/PCR (température, durée, 

mélange réactionnel).  

 

2.1.    Transcription inverse 

 Le but de cette étape est de transcrire l’ARN viral en ADNc après une étape de 

dénaturation qui se fait en 5 min à 97°C. L'ADNc est synthétisé à partir de l'ARN extrait à 

l'aide d'un random hexamère (rH) à 10 mM (Figure 17).  

Le volume réactionnel : 20 µL. Contient : 3.5 µL de tampon (x10) ; 3.5 µL de MgCl2 

(50mM) ; 1.25 µL de rH ; 1µL de dNTP (10mM) ; 1 µL de MMLV* (200 U/µL) 

transcriptase inverse (Promega) ; 4.75 µL d'H2O stérile (RNase free) et 5 µL d'ARN extrait 

dénaturé. La rétro-transcription s'effectue à 37°C pendant 1 h. Les hybrides ARN-ADN 

sont ensuite dénaturés, et la reverse transcriptase est inactivée par un choc thermique (2 

min dans la glace). Le produit final est un ADNc monocaténaire néosynthétisé (à la 

substitution de U par T). Il peut être conservé à -20°C ou être directement amplifié par 

PCR. 

            
Figure 17. Le principe de la Rétro-transcription en utilisant le random hexamère (rH).  

 

2.2.    Amplification  

La PCR permet d'amplifier le fragment d'ADNc. Pour réaliser cette  PCR, 1 µL 

d’ADNc sont ajoutés à 24 µL du mélange réactionnel contenant : 12.5 µL de Taq 

polymerase ; 0.5 µL de chaque amorce (amorce sens + amorce anti-sens) et 10.5 µL 
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d’H2O. L'amplification est effectuée durant 30 cycles de : 30 secondes à 94°C pour la 

dénaturation, 30 secondes à 55°C pour l'hybridation et 45 secondes à 72°C pour 

l'élongation suivie d’une longue élongation de 7 mn, dans un thermocycleur 2720 

« Applied Biosystems » (Figure 18). 

Quatre couples d'amorces ont été testées, seule la série sélectionnée est décrite dans  

le tableau III. L'amorce (EV1/EV2) s'hybride dans la région 5' NC du génome des EV, ce 

qui permet d’obtenir un amplicon d’environ 113 nucléotides. 

Tableau III. Les amorces utilisées dans la réaction de la RT-PCR classique. D’après 

Rotbart et al., (1994).  

Amorce Séquence Position 

Sens (EV2) 

Anti-sens (EV1) 

5’-TCCGGCCCCTGAATGCGGCTAATCC-3’                 

5’-ACACGGACACCCAAAGTAGTCGGTCC-3’ 

 

446-470                      

533-559 

 

 
Figure 18. Le thermocycleur 2720 « Applied Biosystems » 

utilisé pour la RT-PCR classique. 
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Figure 19. Principe de la PCR. Un cycle de PCR débute par la dénaturation des doubles brins 

(1). Il est suivi par l’hybridation des amorces spécifiques de la région à amplifier (2) 

permettant alors l’action de la polymérase et la synthèse du brin complémentaire (3). Au cours 

de la PCR, les cycles sont répétés un certain nombre de fois afin d’aboutir à une amplification 

conséquente des séquences d’intérêt. 

  

2.3.    Révélation des produits d’amplification 

     2.3.1. Préparation du gel d’agarose 

La préparation du gel d’agarose à 2% est faite dans un flacon en ajoutant 0.6 g 

d’agarose en poudre (Invitrogen®) dans 30 mL du tampon Tris-Acétate-EDTA (TAE) 

généralement au pH 8,0. Le mélange est chauffé au four micro-onde jusqu’à dissolution 

complète de l’agarose après quoi, on le laisse refroidit. Ensuite, nous ajoutons 2-3 µL d’un 

révélateur SYBR-Safe*. Dans une cuve, les peignes séparateurs (08 ou 12 dents) sont 

alignés, le gel est coulé et laissé à température ambiante pour son refroidissement. Les 

peignes sont ensuite retirés après refroidissement. 

     2.3.2. Migration électrophorétique  

La migration électrophorétique est effectuée comme suit : 

 Dans le premier puits, déposer le marqueur de poids préparé (1µL tampon de 

charge ; 1µL de marqueur de poids pour permettre d'estimer la taille du fragment 

amplifié et 4µL de TAE) ;  

 Les autres puits contiendront 6µL de chaque échantillon présumé amplifier et dans 

l’ordre de numérotation ; 
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 Les témoins négatif et positif sont déposés dans les deux derniers puits ;  

 La migration électrophorétique a été effectuée pendant 50-60 mn sous une tension 

de 80 V ; 

 Observer la migration du colorant de charge de la cathode vers l'anode. 

 

 
Figure 20. Migration électrophorétique à l’aide                                 

d’un générateur sous une    tension de 80V. 

 

     2.3.3 Visualisation et interprétation des résultats 

Les différents fragments amplifiés sont visualisés en fin de migration à l’aide d’un 

transilluminateur. La lecture des résultats se fait sous UV en comparant la taille des bandes 

de différents échantillons à celle des bandes du marquer du poids moléculaire et des 

témoins positif et négatif. Le contrôle positif est dit positif, si la bande migre à la bonne 

taille. Le contrôle négatif est dit négatif si aucune bande ne migre. Un échantillon est 

considéré positif si la bande apparait à la bonne taille. Un échantillon est considéré négatif 

si aucune bande n’apparait et si seulement des bandes parasites apparaissent. 

3.       RT- PCR en Temps réel 

 Les RT-PCR en temps réel ont été réalisées avec le thermocycleur ABI 7500 

« Applied Biosystems » (Figure 21). Le coffret « One-step RT-PCR (Invitrogen) » a été 

utilisé pour la réalisation des réactions de RT-PCR à l’aide des amorces complémentaires à 

la région 5’NC (Tableau IV). Ceci permet la synthèse d’ADNc et son amplification en une 

seule étape.  
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3.1.    Préparation de mélange réactionnel 

 Dans chaque tube, le mélange réactionnel est composé de : 

 Master Mix One-step RT-PCR : 10 µL; 

 Amorce sens : 0.6 µL ; Amorce anti-sens : 1.7 µL ; 

 Sonde : 0.4 µL ; H2O : 2.3 µL. 

Le mélange réactionnel est distribué à raison de 15 µL par tube, auquel est rajouté 5 

µL de l’échantillon extrait pour un volume total de 20 µL. 

Tableau IV.  Les amorces utilisées dans la reaction de la RT-PCR en temps réel. D’après 

Verstrepen et al., (2001). 

 

Amorce Séquence 

Sens 

Anti-sens 

5’-CCCTGAATGCGGCTAATCC-3’ 

5’-ATTGTCACCATAAGCAGCCA-3’ 

 

 
Figure 21. Le thermocycleur ABI 7500 « Applied 

Biosystems » utilisé pour la réaction de la RT-PCR en temps 

réel. 

 

 

3.2. Amplification et lecture des résultats 

La RT-PCR en temps réel se fait comme suit : transcription inverse de 30 mn à 50°C, 

suivie d’une étape de dénaturation de 5 mn à 95°C. L’étape d’amplification est réalisée en 

40 cycles de dénaturation de 10 s à 95°C, et d’hybridation de 30 s à 60°C.  
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Si le gène cible existe dans le milieu, les amorces et les sondes s’y fixent ; la 

polymérase, par ses activités polymérasique et 5’-exonucléasique, permet l’élongation du 

néo-brin et l’hydrolyse de la sonde. La sonde hydrolysée, du fait de l’éloignement du 

fluorochrome émetteur (reporter) (ex : 6-carboxyfluorocein) fixé à l’extrémité 5’ de la 

sonde et du second fluorochrome suppresseur (quencher) (ex : 6-carboxy-tetramethyl-

rhodamine) présent à l’extrémité 3’, émet une fluorescence captée et traduite en signal 

électrique par les photomultiplicateurs (Figure 22). La quantité de fluorescence est 

proportionnelle à la quantité des produits de  PCR dans le milieu. 

Figure 22. Principe de la RT-PCR en utilisant des sondes d’hydrolyse (Poitras et Houde, 2002). 

(a) Durant l’étape de dénaturation, la sonde est libre en solution. (b) À la température 

d’appariement, la sonde et les amorces s’hybrident à leurs séquences cibles respectives et la 

proximité des fluorochromes permet l’inhibition de la fluorescence. La polymérisation débute. (c) 

La polymérase déplace et hydrolyse la sonde. Le fluorochrome émetteur est libéré de 

l’environnement du suppresseur permettant ainsi l’émission de la fluorescence. 
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IV.    Identification moléculaire des isolats 

La méthode de typage moléculaire utilisée pour identifier les isolats obtenus en 

culture cellulaire repose sur l’amplification des séquences situées dans une région 

hypervariable des entérovirus VP1. Elles sont utilisées pour détecter spécifiquement le 

génome d'un EV (Oberste et al., 2010). Le séquençage enzymatique des fragments d'ADN 

amplifiés est effectué selon la méthode de Sanger. 

1.       Amplification  

 Une première amplification a été réalisée en utilisant des amorces dégénérées* 

(Tableau V). Le milieu réactionnel est composé de :  

 Taq polymérase ; 25 µL 

 Amorce sens (10mM) ; 2.5 µL 

 Amorce anti-sens (10mM) ; 2.5 µL 

 H2O ultra-pure ; 18 µL. 

 

Le mélange réactionnel est distribué à raison de 48 µL par tube, auquel est rajouté 

2µL de l’ADNc pour un volume total de 50 µL. L'amplification est effectuée durant 35 

cycles de : 30 secondes à 95°C pour la dénaturation, 20 secondes à 60°C pour l'hybridation 

et 15 secondes à 72°C pour l'élongation suivie d’une longue élongation de 2 mn,  dans un 

thermocycleur 2720 « Applied Biosystems ». Les produits de PCR sont révélés par 

migration sur gel d’agarose (1%) avant d’être purifiés. 

 

Tableau V.  Les amorces dégénérées utilisées pour le séquençage (Nix et al., 2006) 

Amorce Séquence Localisation 

 

AN 89  

AN 88 

 

5’-CCAGCACTGACAGCAGYNGARAYNGG-3’ 

5’-TACTGGACCACCTGGNGGNAYRWACAT-3’ 

 

2602-2627 

2977-2951 

La séquence indiquée en italique est la partie non dégénérée de l’amorce. 

N : G ou A ou T ou C ;   R : G ou A ;   W : A ou T ;   Y : T ou C.         
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2.      Purification des produits d’amplification 

Une purification des fragments d’ADN amplifiés est réalisée par un traitement 

enzymatique, dont le protocole est décrit dans la figure suivante, dégradant les amorces et 

les dNTP restants en première PCR (Figure 23). 

 

 

          Figure 23. Le protocole de la purification selon le kit Invitrogen. 
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3.      Deuxième amplification 

Les échantillons sont amplifiés à nouveau en utilisant des amorces non dégénérées 

(des amorces spécifiques) et marqués en utilisant un kit de marquage « Big Dye Terminator 

Cycle Sequencing » (Applied Biosystems). Les amorces utilisées sont représentées dans le 

tableau VI ci-après.  

 Le milieu réactionnel de 10 µL est composé de :  

 Des ddNTP marqués par un composé fluorescent « Dye » : 1µL 

 Amorce sens ou anti-sens (10mM) : 0.4µL ; 

 Tampon : 2µL ; 

 H2O ultra-pure : 5.1 µL ; 

 ADN pure : 1.5µL. 

 

L’amplification s'effectue dans un thermocycleur selon le programme suivant : 1mn 

à 96°C, puis 15 cycles de : 10 s à 96°C, 5 s à 50°C, 1 mn-15 s à 60°C, 5 cycles de : 10 s à 

96°C, 5 s à 50°C, 1 mn-30 s  à 60°C, 5 cycles de : 10 s à 96°C, 5 s à 50°C, 2 mn à 60°C et 

un cycle à 4°C (refroidissement). 

Tableau VI. Des amorces spécifiques utilisées pour le séquençage. D’après Nix et al., 

(2006). 

Amorce Séquence Localisation 

AN232 

AN233 

5’-CCAGCACTGACAGCA-3’ 

5’-TACTGGACCACCTGG-3’ 

2602-2616 

2977-2963 

*AN 232 est la partie « non dégénérée d’AN89. 

*AN 233 est la partie « non dégénérée d’AN88. 

 

4.      Précipitation de l’ADN et séquençage 

L’ADN obtenu est ensuite précipité par 80μL d’éthanol à 80%, centrifugé 2500 

rpm/35mn, lavé avec de l’éthanol à 70% et centrifugé une deuxième fois à 3500 rpm/ 5mn. 

Ensuite, le culot est séché par centrifugation à 1000 rpm dans une centrifugeuse plaque 

inversée. Le culot sec est suspendu dans une solution de formamide, agité 15-20 mn, puis 

introduit dans un séquenceur « ABI Prism 3100 DNA séquencer, Applied Biosystems ». 

Le principe du séquençage est décrit dans la figure suivante : 
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Figure 24. Le principe de séquençage selon la méthode de Sanger (Lamoril et al., 2008). Après 

dénaturation du produit amplifié par séquençage, l’un des deux brins s’hybride à une amorce 

spécifique. L’incorporation aléatoire d’un ddNTP à la place d’un dNTP ne permet plus la 

polymérisation par l’ADN polymérase. L’extension s’arrête. À la fin de la réaction de séquence 

effectuée selon des cycles thermiques identiques à ceux de la PCR (on parle de PCR asymétrique, 

une seule amorce étant utilisée au lieu de deux), nous avons des fragments de taille différente. Ces 

fragments sont soumis à migration dans un champ électrique. Il s’agit le plus souvent d’une 

électrophorèse capillaire. Chaque ddNTP étant marqué par un fluorophore différent, un signal 

lumineux sera généré, spécifique de la base didéoxy incorporée. Les signaux lumineux sont 

analysés par un logiciel spécifique, et le résultat de l’analyse peut être lu, par exemple, sous forme 

d’un électrophorégramme de lecture facile.  

 

5.      Analyse phylogénétique  

 Les séquences obtenues sont alignées en utilisant le MEGA-6 (Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis Version 6.0), puis comparées aux séquences disponibles 

auprès du National Center for Biotechnology Information (NCBI : 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov) en utilisant l'algorithme BLAST (Basic Local Alignment 

Search Tool). 



 

 

 

 

 

 

 

 

Résultats et Discussion 
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I.        Isolement sur culture cellulaire 

Trois résultats positifs ont été observés sur la lignée cellulaire RD sur un total de 50 

échantillons de LCR. Durant les sept premiers jours de lecture (P0), l’observation 

microscopique n’a révélé aucune différence morphologique entre les cultures infectées et 

les contrôles négatifs (lignée non inoculée). Au passage aveugle (P0+1), la viabilité 

cellulaire est moins importante pour les cellules infectées par rapport aux témoins. Les 

cellules se sont arrondies, sont devenues réfringentes et une destruction du tapis cellulaire 

ont été observé dans les cultures infectées (Figure 25). 

 
Figure 25. Un effet cytopathique (ECP) caractéristique des EV sur des cellules RD. (A) ECP à 

50% sur les cellules infectées par le virus ; (B) ECP à 75% sur les cellules infectées par le virus ; 

(C) Un ECP à 100% du à l’infection de toutes les cellules RD par le virus. 

Deux lignées cellulaires ont été utilisées dont l’intérêt est d’augmenter la chance 

d’isoler le virus vu qu’il n’ya pas de lignée cellulaire permettant l’isolement de tous les EV 

(Hamza et al., 2011). La lignée cellulaire RD semble être plus sensible aux EV de nos 

échantillons par rapport aux cellules Vero, ce qui est trouvé aussi dans l’étude de Melnick, 

(1996). 

 Dans la littérature, plusieurs études ont montrées que les EV se développent bien sur 

les cellules RD, les cellules Hep-2 (cellules épithéliales humaines type 2) et les cellules 

MRC-5 (cellules embryonnaires humaines). Selon Johnston et Siegel, (1990) ; Afifi et al., 

(2009) ; la lignée cellulaire RD s’est avérée être la lignée cellulaire la plus sensible pour 

l’isolement des EV.  

 Les résultats de cette partie démontrent un faible taux de détection des EV à partir 

du LCR (6%). Des résultats similaires ont été observés précédemment dans l’étude de de 

A B C 
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Crom et al., (2011), où seulement 10 échantillons sur 116 (8.6 %) ont donné un résultat 

positif. Cette faible sensibilité de détection serait due à plusieurs raisons telles que : 

Le moment où le prélèvement a été réalisé par rapport au stade de la maladie et de 

ce fait, sa charge en particules virales actives. Egalement, la perte de la viabilité virale 

due à un acheminement non conforme des LCR, considérés comme des prélèvements 

fragiles. D’après Meri et al., (1998), le transport des LCR à des températures 

ambiantes(> 4°C) peut entrainer une perte de viabilité des virus. Ainsi, un transport 

prolongé affectera principalement les résultats de la culture cellulaire des virus dans les 

échantillons à faible titre virale, en particulier dans le LCR.  

La difficulté de croissance et de propagation de certains EV en culture cellulaire 

peut en être également la cause. Selon Harvala et al. (2018) ;  les EV de l’espèce A, y 

compris EV-A71, ont une faible croissance en culture cellulaire. Ainsi, l’EV-D68 qui 

requiert des températures d’incubations inférieures à celles normalement appliquées pour 

les EV. Une autre étude de Read et al., (1997), démontre que les coxsackievirus de types 

A1-A6 ne peuvent pas être cultivés en culture cellulaire. Des techniques moléculaires 

peuvent être particulièrement utiles pour diagnostiquer les infections du SNC causées par 

ces virus.  

La sensibilité des lignées cellulaires utilisées vis-à-vis du virus (présence des 

récepteurs pour le virus) peut également être l’une des raisons majeures des résultats 

faussement négatifs pour les cultures des EV. Les EV sont susceptibles de reconnaitre une 

large gamme de récepteurs membranaires. Certains sont spécifiques à un petit nombre 

d’EV, d’autres à l’inverse semblent ubiquitaires et sont utilisés par de nombreux génotypes 

(Volle, 2014). Dans ce contexte, une étude d’isolement des EV sur culture cellulaire a été 

effectuée par Johnston et Siegel, (1990) dont ils ont utilisé 2 lignées cellulaires (RD et 

Hep-2), leurs résultats ont démontré que les cellules RD sont plus sensibles pour les 

Echovirus et les coxsackie virus A. Par contre, la lignée cellulaire Hep-2 est 

remarquablement sensible aux coxsackie virus B. Une autre étude de Menegus et Hollick,  

(1982) a démontré que les cellules Vero sont plus sensibles aux coxsackie-virus B par 

rapport aux cellules CMK (Primary cynomolgus monkey kidney cells) et que d’autres 

prélèvements contenant des Echovirus et des coxsackie virus A ont été tous positifs sur les 

cellules CMK, mais seulement 35% l’ont été sur les cellules Vero.  
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Egalement, il est connu que la charge virale des LCR est faible et très difficile à 

détecter comparativement aux autres prélèvements, qui montrent généralement des 

proportions de détection plus élevées, ce qui est trouvé dans l’étude de Meri et al., (1998), 

en supposant que les patients atteints de méningite aseptique au cours d'une épidémie 

estivale représentent des vrais cas positifs. Le taux d’isolement du virus dans les 

prélèvements de selles et de gorge était de 72%, 44% respectivement, alors que seulement 

24% des LCR était positifs. Dans une autre étude de Shabani et al., (2018) où le sérum des 

patients a été utilisé pour la détection de l'EV, ils ont constaté que pour les mêmes 

patients ; le sérum donne de bons résultats, voire meilleurs que le LCR, en tant qu’outil de 

diagnostic de l’infection systémique à EV.  

II.      Amplification génique  

1.       A partir de LCR 

Pour la RT-PCR classique, 13 résultats positifs sur 50 échantillons de LCR (26%) 

ont été obtenus sur gel d’agarose. Certains présentent des bandes à très faible intensité par 

rapport au témoin positif. Les meilleurs résultats pour l’amplification du génome virale par 

cette technique ont été obtenus en utilisant le couple d’amorces EV1/EV2. Il a permis 

d’obtenir un fragment amplifié de 116 pb avec une température d'hybridation de 55°C. Les 

autres couples d’amorces n’ont pas donné des résultats satisfaisants. Les résultats de la RT- 

PCR classique après migration électrophorétique sont illustrés dans les figures 26, 27 ainsi 

dans l’annexe 5. 

        
Figure 26. Résultats de la migration électrophorétique sur gel d’agarose (2%). La figure montre les 

résultats de l’amplification d’une séquence des EV par RT-PCR classique. Pas de migration pour 

les échantillons de 1-6 (Résultats négatifs). Apparition des bandes électrophorétique de 116 pb pour 

les échantillons de 7-9. Contrôle positif (CP) : validé. Contrôle négatif (CN) : validé. PM : Poids 

Moléculaire de 100 pb. 
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Figure 27. Résultats (02) de la Migration électrophorétique sur gel d’agarose (2%). La figure 

montre les résultats de l’amplification d’une séquence des EV par RT-PCR classique. Pas de 

migration pour les échantillons 20, 22, 23, 25 (Résultats négatifs). Apparition des bandes 

électrophorétique de 116 pb pour les échantillons 21, 24. Contrôle positif (CP) : validé. Contrôle 

négatif (CN) : validé. PM : Poids Moléculaire de 100 pb. 

 

La RT-PCR en temps réel a permis de détecter le génome viral dans 35 LCR sur 50   

(70%) en utilisant toujours des amorces ciblant la région 5’NC. Dans la PCR en temps 

réel, l’évolution de la fluorescence émise est suivie pendant la réaction d’amplification à 

l’aide d’un indicateur de la production des amplicons durant chaque cycle (Figures 28, 29, 

30, 31). Par contre, dans une PCR conventionnelle, les amplicons ne sont détectés qu’à la 

toute fin du processus (Poitras et Houde, 2002). Certains échantillons positifs n’ont été 

détectés qu’après le trentième cycle d’amplification (sur les 40 cycles de la réaction), ceci 

peut être expliqué par la faible charge virale en EV dans le LCR et la sensibilité de cette 

technique (Rotbart et al., 1994). 
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Figure 28. Résultats obtenues par la RT-PCR en temps réel (1). Dans la PCR en temps réel, la 

fluorescence augmente de manière exponentielle à chaque cycle. Dans cet exemple (1), les 

échantillons positifs 7, 11, 18, 21, 24, 37, 38, 40, 41, 42, 8 (+/-) croisent le seuil de détection après 

28-30 cycles. Contrôle positif est fortement positif, contrôle négatif est négatif (aucune 

fluorescence détectée). 

 

 
Figure 29. Résultats obtenus par la RT-PCR en temps réel (2). Dans la PCR en temps réel, la 

fluorescence augmente de manière exponentielle à chaque cycle. Dans cet exemple (2), les 

échantillons positifs 20, 22, 23, 28 croisent le seuil de détection après 28-32 cycles. Les 

échantillons 19, 26 sont plus ou moins positifs. Les échantillons 15, 16, 17, 27, 29, 30 sont négatifs 

(aucune fluorescence détectée).. Contrôle positif est positif, contrôle négatif est négatif. 
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Figure 30. Résultats obtenus par la RT-PCR en temps réel (3). Dans cet exemple (3), les 

échantillons positifs 1, 4, 5, 12 croisent le seuil de détection après 30 cycles. Les échantillons 3, 6, 

10, 13, 14, 2 sont négatifs (aucune fluorescence détectée). Contrôle positif est positif, contrôle 

négatif est négatif. 

 

 
Figure 31. Résultats obtenus par la RT-PCR en temps réel (4).Dans la PCR en temps réel, la 

fluorescence augmente de manière exponentielle à chaque cycle. Dans cet exemple (4), les 

échantillons positifs 32, 33, 35, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50 croisent le seuil de détection après 28-32 

cycles. L’échantillon 34 est plus ou moins positif. Les échantillons 36, 43 sont négatifs (aucune 

fluorescence détectée). Contrôle positif est positif, contrôle négatif est négatif. 
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En plus des échantillons détectés par la RT-PCR classique, 20 échantillons ont été 

détectés aussi par la RT-PCR en temps réel (Tableau VII).  

Tableau VII. Comparaison des résultats obtenus par la RT-PCR classique et par la RT-

PCR en temps réel. 

 

RT-PCR Echantillons positifs Taux de détection 

Classique 15 30% 

En temps réel 35 70% 

 

D’après les résultats présentés dans le tableau précédent, nous pouvons déduire que 

la RT-PCR en temps réel est plus sensible pour la détection des EV à partir des 

échantillons de LCR comparativement à la RT-PCR classique. Plusieurs raisons peuvent 

expliquer cette différence de sensibilité : 

L’utilisation de différentes amorces, qui ciblent des séquences de la même région 

(5’NC). Selon Rotbart et al. (1994) ; Heim (2005) ; Piqueur et al. (2009), les différences 

entre les séquences d’amorces et/ou de sondes et des types d’EV donnent parfois des 

résultats faussement négatifs. 

 Le système de détection dans la RT-PCR en temps réel est doté de sondes 

spécifiques s’hybridant en même temps que les amorces et permettant une détection plus 

sensible même d’un faible taux d’amplicons. La PCR classique quant à elle, permet une 

détection visuelle après migration électrophorétique, une faible concentration d’amplicons 

sera donc peu ou pas visible et une amplification positive peut ne pas être détectée. 

Aussi, l’absence d’étape post–PCR en PCR en temps réel accélère considérablement 

le rendu des résultats tout en limitant le risque de contamination, de décantation et de perte 

des particules virales (Kares et al., 2004). 

Dans des études précédentes, La PCR en temps réel s’est avérée hautement sensible 

pour la détection des EV. A titre d’exemple, Archimbaud et al., (2004) ont comparé les 

deux techniques de RT-PCR pour la détection des EV dans des LCR de patients présentant 

des signes cliniques de méningite virale. Les résultats ont démontré que la RT-PCR en 

temps réel était aussi sensible que la RT-PCR classique. 
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Au total, la RT-PCR a permis la détection des EV dans 35 sur 50 échantillons de 

LCR (70%) dans un délai de 24 h. Parmi ces 35 échantillons, 34 (68%) ont été négatifs en 

culture cellulaire (Figure 32), des résultats similaires ont été trouvé par Meri et al., (1998) 

dont 80% des échantillons négatifs en culture cellulaire ont été positifs par RT-PCR, ce qui 

confirme la grande sensibilité de ces techniques vis-à-vis des virus à propagation difficile 

sur culture cellulaire ou généralement des virus non cultivables. 

 
Figure 32. Comparaison des résultats de la détection des EV obtenus par isolement sur culture 

cellulaire et par RT-PCR. 

 

Comparé à la culture cellulaire, plusieurs études ont confirmé la grande 

sensibilité/spécificité de l’amplification génique dans la détection des EV de différents 

spécimens et particulièrement de LCR (Meri et al., 1998 ; Archimbaud et al., 2004 ; 

Mulford et al., 2004 ; Hymas et al., 2008 ; Dahee et al., 2015 ; Manukyan et al., 2018). 

A titre d’exemples ; l’étude de Dahee et al., (2015) qui a le même objectif de notre travail. 

Leurs résultats confirment la sensibilité de la RT-PCR comparativement à la culture 

cellulaire dans le cas des méningites à EV, ils démontrent que seulement 32.3% des LCR 

positifs par RT-PCR ont été ainsi positifs en culture cellulaire, le reste des échantillons 

positifs sur RT-PCR (67.7%) n’ont montrés aucun ECP significatif en culture cellulaire. 

Egalement, dans l’étude de Verstrepen et al., (2001) où un total de 70 échantillons 

de LCR ont été testés en parallèle par RT-PCR en temps réel et par culture cellulaire. Les 

résultats démontrent que la sensibilité de la RT-PCR en temps réel était de 100,0% par 

RT-PCR positive, Culture

cellulaire négative

RT-PCR positive, Culture

cellulaire positive

RT-PCR négative, Culture

cellulaire positive
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rapport à la culture virale, ce qui est trouvé ainsi dans le travail de Meri et al., (1998). Une 

autre étude a été réalisée par Yerly et al., (1996), ils ont objectivé que la technique de  

PCR était plus sensible que les cultures cellulaires pour le diagnostic des méningites à EV 

chez les enfants. 

Il apparait clair que la RT-PCR est une technique sensible pour la recherche des EV 

dans le LCR. D’après Read et al., (1997), la détection des virus par la RT-PCR est 

probablement plus fiable que la culture virale, car il n’est pas nécessaire de maintenir la 

compétence de réplication du virus et certains virus qui ne se développent pas en culture 

cellulaire. En plus, la RT-PCR est une méthode rapide et précise pour diagnostiquer les 

EV. Elle a amélioré la capacité de détecter les EV dans les 24 heures (Oberste et al., 

2003). Pour cela, la PCR s’est révélée être une alternative rapide et sensible à la culture 

cellulaire pour le diagnostic des infections du système nerveux central causées par les EV 

(Rotbart et al., 1994). 

Cependant, il est primordial de signaler que les trois échantillons détectés par culture 

cellulaire n’ont pas tous donné un résultat positif en utilisant l’amplification génique. Les 

résultats négatifs de la RT-PCR dans les deux échantillons 31 et 39, d'une culture virale 

positive, pourraient être dus à de très faibles concentrations de virus dans le LCR. Ces 

résultats faux négatifs peuvent également être dus à des substances inhibitrices qui 

interfèrent avec la fonction des enzymes utilisées dans la PCR (Meri et al., 1998). Il aurait 

été utile de refaire le test, cependant la quantité de LCR restant ne le permettait pas. Il est 

probable ainsi, que la sensibilité de la PCR avec des échantillons cliniques soit inférieure à 

sa sensibilité moléculaire réelle à cause des problèmes techniques, tels que la dégradation 

de l'ARN viral, réduiront la sensibilité de la PCR. 
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2.      A  partir de surnageant de culture 

Après une deuxième amplification des échantillons montrant précédemment un 

résultat négatif par les deux techniques de la RT-PCR mais cette fois-ci à partir de 

surnageant de cultures positifs. Des résultats fortement positifs sont obtenus par la RT-

PCR classique (Figure 33). Ainsi que par la RT-PCR en temps réel (Figure 34). 

 
Figure 33. Résultats obtenus par RT-PCR classique après amplification génique à partir de 

surnagent de culture.  

Figure 34. Résultats obtenus par RT- PCR en temps réel après amplification génique à partir de 

surnagent de culture. Dans la PCR en temps réel, la fluorescence augmente de manière 

exponentielle à chaque cycle. Les échantillons sont devenus fortement positifs. Ils croisent le seuil 

de détection dès le début de la réaction (4-6 cycles). Contrôle positif est positif, contrôle négatif est 

négatif (aucune fluorescence détectée). 
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De ces résultats obtenus, nous pouvons conclure que l’isolement sur culture 

cellulaire a permis la multiplication des rares EV initialement présent et l’enrichissement 

des LCR en matière de charge virale. Ceci a peut-être permis d’augmenter la probabilité de 

rencontre (amorce-génome) dans les techniques d’amplification génique. Dans ce sens, 

Saeedinia et al., (2008) ont révélé que la RT-PCR convient à la détection des virus isolés 

en culture cellulaire. 

III.    Identification moléculaire des isolats  

Dans notre étude, nous avons identifié 3 souches isolées en culture cellulaire par 

séquençage de la région VP1. L’identification des génotypes a été faite par une 

comparaison de la séquence obtenue avec les séquences disponibles dans les banques 

génomiques sur le NCBI. L’analyse des séquences a révélé que nos isolats sont des 

Echovirus 27 (HEV-B). Cette souches appartiennent aux NPHEV, connus comme la cause 

majeur de tous les cas des méningites aseptiques dans lesquels l’agent pathogène est 

identifié (Michos et al., 2007 ; Huang et Shih, 2015 ; Opanda et al., 2016). 

L’identification des EV est faite après amplification préalable sur culture cellulaire. 

De même point de vue, Ibrahim, (2014), rapportent qu’en raison de la forte variabilité de 

la région sélectionnée (VP1) pour le séquençage et par conséquent de l’emploi d’amorces 

dégénérées (AN232/233 dans la première amplification), la sensibilité de cette technique 

ne s’est pas montrée suffisante pour permettre la caractérisation des souches directement à 

partir de prélèvements cliniques et notamment à partir du LCR. 

La même technique d’identification moléculaire des EV a été utilisée en 1999 par le 

groupe de Steven Oberste qui a développé cette technique ciblant une région codante pour 

la partie centrale de la protéine VP1. Cette technique a permis l’identification de 55 isolats 

cliniques correspondant à des souches non typables par des techniques sérologiques. 

La région codant la protéine VP1 est la plus variable du génome des EV et possède 

les principaux sites antigéniques de neutralisation et les domaines d’attachement aux 

récepteurs cellulaires (Caro et al., 2001 ; Ibrahim, 2014). C’est la raison pour laquelle de 

nombreux chercheurs ont focalisé leurs études sur différentes régions de VP1 dans le but 

de mettre en place une technique de typage moléculaire des EV (Oberste et al., 

2000 ; Oberste et al., 2001 ; Bahri et al., 2005 ; Opanda et al., 2016). 
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Conclusion  

La mise en évidence d’une infection virale constitue un élément clé pour assurer un 

traitement plus efficace et un soulagement rapide des symptômes associés. Au fil du temps, 

plusieurs techniques de diagnostic des infections virales ont été mises au point. Toutefois, 

chacune se distingue de l’autre par un certain nombre d’inconvénients, liés principalement 

à la nature du prélèvement, ses conditions du transport et sa charge virale. Dans ce 

contexte, les Entérovirus (EV) constituent la cause principale des méningites virales. 

Plusieurs techniques ont été mises au point afin d’obtenir les meilleurs résultats de 

diagnostic. 

Dans ce travail, l’idée de comparer les résultats du diagnostic par les techniques de la 

RT-PCR (classique et en temps réel) à ceux de la culture cellulaire a montré qu’aucune des 

techniques ne peut assurer, avec certitude, le diagnostic de tous les cas de méningite à EV. 

La PCR en temps réel détecte plus de cas positifs que la PCR classique. Toutes deux 

semblent être, de loin, meilleures, comparativement à la culture cellulaire. Cependant, dans 

certains cas où la RT-PCR semble être inefficace pour la détection de l’origine virale d’une 

méningite, la culture cellulaire se montre irremplaçable et, selon les résultats obtenus, elle 

peut être utilisée comme outil d’enrichissement de l’échantillon en matière de charge virale 

initiale. Ceci peut permettre, sans doute, d’augmenter les chances de réussite des 

techniques d’amplification génique. Donc, La culture cellulaire, étant donné qu’elle 

produit des particules virales entières comme résultat final, elle présente l’avantage d’être 

un support solide pour les tests sérologiques cependant, elle reste une technique limitée 

pour le diagnostic des méningites à partir de LCR dans lequel les EV sont difficiles à être 

isolés. 

Cette étude démontre clairement que la RT-PCR est souvent plus sensible, précise et 

beaucoup plus rapide que la culture virale pour le diagnostic des méningites à EV. La 

disponibilité rapide des résultats de la RT-PCR augmente leur impact clinique potentiel, en 

particulier au début de l’évolution de la maladie. Un diagnostic définitif peut protéger le 

patient contre des investigations inutiles et un traitement antibiotique, permettre une sortie 

précoce de l’hôpital et indiquer un meilleur pronostic. 
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Annexes : 

Annexe 1 :  

La composition de milieu de croissance complet (Milieu MEM + Suppléments) 

et le rôle de ces constituants : 

 

Constituants Rôles 

MEM  

(Minimum Essential 

Medium) 

Sels minéraux Maintien de l’isotonicité du 

milieu 

Glucose Source de carbone et d’énergie 

Acides aminés essentiels  

et non essentiels 

Source d’azote et facteurs de 

croissance 

Vitamines Facteurs de croissance 

Bicarbonate de sodium Tampon 

Rouge de phénol Indicateur coloré de pH révélant 

la culture de champignons ou 

bactéries 

Additifs 

  

Sérum de veau fœtal (SVF) 

Apporte :  

- facteurs de croissance  

- fibrinolectine qui permet 

l’ancrage des cellules au flacon  

- des éléments tampon. 

L-glutamine Facteur de croissance 

Antibiotiques (pénicilline G et 

streptomycine) 

Evitent la contamination 

bactérienne 

Antifongique (fungizone ou 

amphotéricine B) 

Evite la contamination fongique 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

Annexe 2 : 

La numération cellulaire : 

La quantité exacte de cellules est calculée par numération cellulaire à l’aide d’un 

Haemocytomètre (cellule de Neubauer), comme suit : 

 Diluer 0.2 mL de la suspension cellulaire dans 0.2 mL de bleu de Trypan, les 

cellules mortes seront colorées en bleu. 

 Bien mélanger la suspension cellulaire additionnée de bleu de Trypan et pipeter un 

volume suffisant pour remplir les deux chambres de la cellule Neubauer. 

 Mettre le volume de la suspension nécessaire entre la lame de Neubauer et lamelle. 

 Compter les cellules viables dans la première chambre de la cellule Neubauer puis 

dans la deuxième chambre (les 4 grands carreaux de la chambre (voir ci-après le 

schéma). 

 

 

 

 Les cellules mortes colorées en bleu par le bleu de Trypan ne sont pas pris en 

considération. 

 Pour un test valide, les résultats de la numération des deux chambres doivent 

donner moins de 20% de différence. 

 Calculer la concentration par mL des cellules viables selon la formule suivante : 

CI = m x ¼ x f x 10
4
 

 



  

 

CI : concentration cellulaire initiale par mL. 

m : moyenne des cellules viables comptées dans les deux chambres de la cellule 

Neubauer. 

¼ : la moyenne des cellules par carreau. 

f : 2 facteurs de dilution (dilution au ½ : un volume de bleu de Trypan + un volume 

de suspension cellulaire). 

10
4
 : conversion du mm

3
 au mL. 

 

Annexe 3 :  

Préparation de tampon d’extraction :  

Pour 300 mL : 

 4 M GuSCN                            141,80 g 

 0.5 % N-Lauryl Sarcosin      1.50 g 

 1 mM DTT                              0.05 g 

 25 mM Sodium Citrate          2.20 g 

 

Annexe 4 :  

Préparation de l’ARN carrier :  

 Pipeter 310 µL de buffer AVE et les déposer dans le tube contenant l’ARN carrier 

lyophilisé pour obtenir une concentration de 1µg/ µL. 

 Distribuer 5.6 µL d’ARN carrier reconstitué dans 50 tubes de 1.5 mL. 

 Les congeler à -20°C pour une utilisation directe. 

 

 

 

 

 



  

 

Annexe 5 :  

                       

                         
                           Figure. Résultats obtenus par RT-PCR classique.  

 

 

                     
               Figure. Résultats obtenus par RT-PCR classique. 

 

 



 

 

Résumé : 

Les Entérovirus (EV) constituent la cause principale des méningites virales. Plusieurs 

techniques ont été mises au point afin d’obtenir les meilleurs résultats de diagnostic. L’objectif de 

cette étude est la détection des EV par isolement sur culture cellulaire et par amplification génique 

(RT-PCR) en ciblant la région 5’NC, à partir des LCR prélevés de patients présentant une 

méningite virale. Sur les 50 LCR, 35 se sont révélés positifs par RT-PCR (70%) et trois par culture 

cellulaire (6%). Deux LCR positifs en culture et négatifs préalablement par RT-PCR, sont devenu 

positifs après amplification à partir de surnageant de culture positif, la culture a servi de ce fait à 

l’amplification des virus. Les isolats obtenus ont été identifiés par séquençage de la région VP1 du 

génome virale, les résultats ont révélé un Echovirus 27 pour les trois isolats. Cette étude démontre 

clairement que la RT-PCR est souvent plus sensible, précise et beaucoup plus rapide, fournissant 

des résultats fiables dans un délai cliniquement acceptable comparativement à la culture cellulaire. 

L’utilité clinique de la culture cellulaire à partir de LCR est limitée mais reste utile, en particulier 

pour les tests sérologiques, ainsi que pour l’enrichissement des échantillons en matière de charge 

virale initiale.  

Mots clés : Entérovirus, méningite virale, LCR, culture cellulaire, RT-PCR. 

Abstract :  

Enteroviruses (EV) constitute the major cause of viral meningitis. Several techniques have 

been developed to obtain better diagnostic results. Herein, we evaluated the detection of EV by cell 

culture isolation and gene amplification (RT-PCR), targeting the 5'NC region from 50 

Cerebrospinal fluid samples (CSF) collected from patients with viral meningitis. Thirty-five CSF 

revealed to be positive with RT-PCR (70%) and three by cell culture (6%). Two culture-positive 

CSFs, previously negative by RT-PCR, became positive after amplification from the cell culture 

supernatant. Thus, the culture served to amplify the viruses. The obtained isolates were then 

identified by sequencing the viral genome’s VP1 region, giving one Echovirus 27 for the three 

culture-positive samples. This study clearly demonstrates that RT-PCR is often more sensitive, 

accurate and much faster, providing reliable results within a clinically acceptable timeframe 

compared to cell culture. The clinical usefulness of cell culture from CSF is limited but remains 

useful, particularly for serological tests, as well as for enriching samples for initial viral load. 

Keywords: Enterovirus, Viral Meningitis, CSF, cell culture, RT-PCR.  

 :  ملخص

على الفيروسي. لقد تم تطوير العديد من التقنيات للحصول  لتهاب السحاياهو السبب الرئيسي لإ(EV) الفيروس المعوي 

لنخاعي مأخوذ من مرضى يعانون فضل النتائج التشخيصية. الهدف من هذه الدراسة هو الكشف عن الفيروس المعوي في السائل اأ

ستهداف إخلال  ات منو عن طريق تضخيم الجين،و ذلك عن طريق عزله على مجموعة من الخلايا  ،لتهاب السحايا الفيروسيإمن 

و ثلاثة بتقنية العزل الخلوي  RT-PCR (70%) طرفيجابية من إكانت نتيجتها  35ي سائل نخاع 50 صل أ.من  NC’5 المنطقة

الفيروسي المتكاثر و  إلا بعد تطبيق هذه الاخيرة على المستخلص  RT-PCRحيث اثنان منهما لم يكونا ايجابيين بتقنية  (6%)

دي الى تكاثره و زيادة عدده. تم التعرف على العزلات يؤن عزل الفيروس على الخلايا إو بالتالي ف، المعزول من الخلايا المستهدفة

.من خلال هذه الدراسة   Echovirus 27و كشفت النتائج عن  ،VP1للمنطقة  (Séquençage) عن طريق التسلسل الجيني

مقارنة مع تقنية  ،طار زمني مقبولإحيث تقدم نتائج موثوقة في  ،و سرعة ،دقة ،كثر حساسيةأهي   RT-PCRن تقنية أنستنتج 

ن تقنية العزل الخلوي للفيروسات الموجودة في السائل النخاعي محدودة و لكنها تظل تقنية مهمة خاصة بالنسبة إ. العزل الخلوي

                                                                                                                             .العينات بالفيروسات الموجودة فيه وكذلك لإثراء ،ختبارات المصليةللإ

    

                                                                                                                                                                                                                                            

.RT-PCR ،العزل الخلوي  ،السائل النخاعي ،التهاب السحايا ،الفيروسات المعوية   :   الكلمات المفتاحية 


