S

ELS

Since January 2020 Elsevier has created a COVID-19 resource centre with
free information in English and Mandarin on the novel coronavirus COVID-
19. The COVID-19 resource centre is hosted on Elsevier Connect, the

company's public news and information website.

Elsevier hereby grants permission to make all its COVID-19-related
research that is available on the COVID-19 resource centre - including this
research content - immediately available in PubMed Central and other
publicly funded repositories, such as the WHO COVID database with rights
for unrestricted research re-use and analyses in any form or by any means
with acknowledgement of the original source. These permissions are
granted for free by Elsevier for as long as the COVID-19 resource centre

remains active.



COURTE NOTE Ann. Virol. (Inst. Pasteur)
1981, 132 E, 389-393

BRONCHIOLITES DU NOURRISSON
A VIRUS RESPIRATOIRE SYNCYTIAL
INTERET ET LIMITES DES TECHNIQUES
D’IMMUNOFLUORESCENCE
POUR LE DIAGNOSTIC RAPIDE, DIRECT ET INDIRECT

par F. Freymuth (%), A. Hardouin (%), E. Buthiau (?), D. Lehouezec (),
P. Boutard (%), J. Guihard (%), P. Charbonneau (*), C. Bazin (°) et C. Lecacheux (%)

(") Laboratoire de Virologie CHU de Caen (Prof. Agr. F. Freymuth),
(%) Services de Pédiatrie, CHU de Caen (Prof. J. Guihard,
Prof. J. L’Hirondel), et (*) Service des Maladies infectieuses,

CHU de Caen (Prof. C. Bazin)

SUMMARY

EFFICIENCY AND LIMITS OF IMMUNOFLUORESCENT TECHNIQUES
FOR RAPID DIREGCT DIAGNOSIS
AND SEROLOGY OF RSV BRONCHIOLITIS

From October, 1980, to March, 981, the direct fluorescent antibody
technique from nasal aspirates and the serology by immunofluorescence (IF)
were developed to evaluate their efficiency for the rapid diagnosis of
respiratory syncytial virus (RSV) infections. RSV was identified in 208
of the 365 specimens. In Caen, hospitalized infants with bronchiolitis
had secretions mostly weakly positive (90/154) than strongly positive
(64/154), in spite of specimens taken at an early stage of the disease,
without any relation to the severity of bronchiolitis. Paired sera were
rarely available for serology (11/154). Increasing IF antibodies are present
in 7 cases, and absent with CF test. On 80 acute sera, IF antibodies were
absent (21/80) or low (28/80). In the other cases (39/80), IgM activity
was also detected two times out of three.

Kev-worps: Bronchiolitis, RSV, Immunofluorescence; Comparison,
FC.

Manuscrit recu le 21 novembre 1980, accepté le 7 mai 1981.
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Au cours de I’hiver 1980-1981, une forte épidémie d’infections a virus
respiratoire syncitial (VRS) a sévi en Basse Normandie. Elle est apparue
plus précocement que lors de I’hiver précédent, a présenté son acmé en
décembre et s’est traduite par un nombre anormalement élevé de bronchio-
lites graves chez les nourrisons hospitalisés (plus de 1/3 des cas).

A cette occasion, les techmiques d’immunofluorescence (IF) ont été
utilisées pour le diagnostic direct et indirect ; leurs avantages et limites
respectives seront envisagés.

MATERIEL ET METHODES

1) Entre octobre 1980 et mars 1981, 368 aspirations nasales ont été examinées.
Elles provenaient d’enfants hospitalisés au CHU de Caen et dans les hopitaux
régionaux.

Selon les techniques classiques, les secrétions ont été soigneusement lavées
en tampon phosphate (PBS). Le surnageant a été inoculé aux cultures cellulaires
(HEp2, MRC5) et le culot a permis de préparer des frottis qui, fixés dans I’acétone,
ont ensuite été marqués a ’aide d’un sérum fluorescent anti-VRS (sérum Flow,
lot n°e 45637.006) [3, 5, 11, 12].

2) Le sérodiagnostic est réalisé, avec I'antigéne MBA, en fixation du complément
(FC) ou par IF. Deux techniques d’IF ont été utilisées.

Dans I'une, technique sur lame (IF1), on prépare — en milieu MEM conienant
du sérum de veau nouveau-né (2 %), du tampon HEPES (4,76 mg/ml), du bicar-
bonate de sodium (0,22 mg/ml), de la pénicilline (150 UI/ml) et de la streptomycine
(100 pug/ml) — une suspension 4 raison de 10¢ cellules /ml de cellules HEp2 infectées
par le VRS épidémique et présentant 1 a 2 syncitiums/champ microscopique.
Des gouttes de suspension sont déposées sur des lames, qui sont séchées et fixées
dans l'acétone & — 20° C.

Dans l'autre technique, technique en plaques (IFp), on mélange 90 9%, de
cette suspension a2 10 9, d’une suspension de HEp2 saines contenant 107 cel-
lules/ml; on inocule 0,1 ml du mélange dans les cupules d’une plaque de micro-
titrage. Apres incubation pendant 5 h 4 37°C, on fixe pendant 10 min dans le
mélange acétone 80 % -+ eau 20 9%,. Le conjugué fluorescent anti-immunoglo-
bulines humaines (Welcome) est employé au 1/40¢, et I'anti-IgM (Hyland) au 1/20e.

RESULTATS

A. — Par IF directe, on observe que 208 des 365 aspirations nasales
contiennent des antigénes VRS (plus des 2/3 proviennent du CHU de
Caen). :

Quantitativement, les lames examinées apparaissent plus souvent

faiblement positives (90/154) que trés positives — nombreuses cellules
infectées/champ — (65/154); cela, pour des prélevements effectués en
F(C = fixation du complément. IFp = IF sur plaque.

IF = immunofluorescence. | VRS = virus respiratoire syncytial.

IFl = IF sur lame.
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TaBLEAU I. — Comparaison de la positivité des lames d’inspiration naso-pharyngées
marquées (méthode directe) au cours des bronchiolites & VRS.

Bronchiolites Bronchiolites

communes graves
Tres positif 64 (41 %) 11 (39 %)
Faiblement positif 90 (58 9%) 17 (60 %)
Totaux 154 28

moyenne avant le 5éme jour du début clinique, et sans rapport avec la
gravité de l'atteinte (tableau I).

Dans 27 9, des cas (42/154), Vinterprétation des images est rendue
difficile par la présence de cellules abimées, groupées en amas, ou par
un exces de mucus. Rarement, on observe une réaction faussement posi-
tive (3/154). Enfin, Vefficacité de cette méthode diagnostique (208/365)
est environ 2 fois supérieure & ’isolement viral, obtenu dans 29 cas sur 105.

B. — La comparaison des techniques d’IF est faite sur 12 paires de
sérums d’enfants avec élévation significative d’anticorps FC (fig. 1).

La concordance est bonne et la sensibilit¢ de I'IF 4 fois (IFp) 4 6 fois
(IFT) supérieure a celle de la FC. Chez les nourrisons, 11 paires de sérum
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et sur lames (9¢) dans le séro-diagnostic des infections a VRS.
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ont été obtenues. La FC est négative; et en IF on observe 7 séro-conversions,
3 cas avec des taux d’anticorps élevés et stables, et 1 cas avec un taux
faible et stable. Pour les 80 sérums précoces recueillis, la FC est négative
en IF on note que les anticorps sont souvent absents (21/80) ou présents a
des taux tres faibles (28/80); lorsqu’ils sont élevés (31/80), la recherche
d’IgM est positive 3 fois sur 4.

DISCUSSION

Le diagnostic des bronchiolites 4 VRS du nourrison par IF directe
est un examen rapide et simple a réaliser. Mais il exige l'utilisation d’excel-
lents réactifs et le recours systématique a la méthode indirecte au moindre
doute [2, 5]. La fréquence de résultats faiblement positifs, sans relation
avec la gravité de la bronchiolite et I'existence d’images floues a fluo-
rescence homogéne et terne, peuvent évoquer une fixation d’anticorps
spécifiques sur les cellules infectées [6]. La comparaison avec l'isolement
viral est habituellement concordante [1, 3, 9, 13]; le peu de VRS isolés
ici tient stirement & ’absence de précautions prises dans le recueil et
le transport des prélévements, et au fait que le pouvoir infectant disparait
plus rapidement que la structure antigénique [4].

La négativité du séro-diagnostic en FC dans les atteintes a VRS du
nourrisson est classique [8] ; I'IF est & cet égard une méthode plus intéres-
sante. L absence en IF d’anticorps dans environ 1/4 des sérums recueillis
dans les cas aigus, plaide contre le mécanisme immunopathogénique
des bronchiolites [10]; cependant la présence d’anticorps neutralisants
semble plus fréquente [7]. La recherche d’anticorps de classe IgM, quand
elle est possible — 38 9, des cas — est utile pour le diagnostic rapide,
car elle apparait positive 2 fois sur 3.
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