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Résumeé

Le poliovirus, responsable de la poliomyélite, est le mieux étudié parmi les entérovirus, et sa circulation
est actuellement restreinte a I'Afghanistan et au Pakistan. Le programme de la surveillance de la
paralysie flasque aigué (PFA) est crucial dans l'initiative mondiale d'éradication de la poliomyélite. Au
Maroc, le Laboratoire National de Référence pour la Poliomyélite a contribué de maniere significative
en isolant et identifiant les souches de poliovirus dans le cadre de ce programme. Cependant, avec
I'éradication du poliovirus, les entérovirus non poliomyélitiques (EVNP) sont devenus une cause de
PFA.

La recherche du poliovirus et des EVNP se fait traditionnellement par culture cellulaire, un processus
long pouvant prendre jusqu'a trois semaines. Pour surmonter cette limitation, une méthode de détection
moléculaire par PCR en temps réel a été évaluée. Cette approche a montré une sensibilité plus élevée,
confirmée par un taux d'entérovirus de 13% dans les cas de PFA considérés négatifs par culture
cellulaire.

L'étude moléculaire des entérovirus a révélé des résultats significatifs. Le typage a été réalisé par
séquencage Sanger, identifiant plusieurs sous-types tels que A, B et C montrant une diversité importante
soulignant I'importance du typage moléculaire pour comprendre la diversité des entérovirus. Les
Echovirus et les Coxsackievirus étaient les plus dominants parmi les entérovirus chez les cas de PFA.
L'analyse moléculaire a également révélé des cas de poliomyélite paralytique associée au vaccin polio
oral, soulignant la nécessité de surveiller les conséquences indésirables du vaccin. L'utilisation de la
technologie de séquencage NGS a montré une plus grande spécificité et sensibilité par rapport au
séquencage Sanger.

En conclusion, la mise en place d'un systéme de surveillance des entérovirus, associés a des maladies
graves ou dans I'environnement, est essentielle pour comprendre leur épidémiologie et distribution

géographique, permettant une riposte adéquate en cas d'épidémies.

Mots-clés: Paralysie flasque aiglie- Poliomyélite - Poliovirus- -Entérovirus — Typage moléculaire



Abstract

The poliovirus, responsible for poliomyelitis, is the most studied among enteroviruses, and its
circulation is currently restricted to Afghanistan and Pakistan. The Acute Flaccid Paralysis
(AFP) surveillance program is crucial in the global initiative to eradicate poliomyelitis. In
Morocco, the National Reference Laboratory for Poliomyelitis has significantly contributed by
isolating and identifying poliovirus strains as part of this program. However, with the
eradication of the poliovirus, non-polio enteroviruses (NPEVSs) have become a cause of AFP.

The search for poliovirus and NPEVs is traditionally done through cell culture, a lengthy
process that can take up to three weeks. To overcome this limitation, a real-time PCR molecular
detection method has been evaluated. This approach has shown higher sensitivity, confirmed
by a 13% enterovirus rate in cases of AFP considered negative by cell culture.

The molecular study of enteroviruses revealed significant results. Typing was carried out by
Sanger sequencing, identifying several subtypes such as A, B and C showing significant
diversity underlining the importance of molecular typing for understanding enterovirus
diversity. Echoviruses and Coxsackieviruses were the most dominant enteroviruses in AFP
cases. Molecular analysis also revealed cases of paralytic poliomyelitis associated with the oral
polio vaccine, underlining the need to monitor the adverse consequences of the vaccine. The
use of Next-Generation Sequencing (NGS) technology has shown greater specificity and
sensitivity compared to Sanger sequencing.

In conclusion, establishing a surveillance system for enteroviruses, associated with severe
diseases or in the environment, is essential to understand their epidemiology and geographical
distribution, enabling an appropriate response in the event of epidemics.

Keywords: Acute flaccid paralysis — Poliomyelitis — Poliovirus — Enterovirus— Molecular typing
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Introduction

La paralysie flasque aigué (PFA) est un syndrome clinique complexe avec un large éventail
d'étiologies potentielles, caractérisée par I'apparition rapide d'une faiblesse, y compris une
faiblesse des muscles de la respiration et de la déglutition, évoluant vers une sévérité maximale
en quelques jours a quelques semaines chez les enfants de moins de 15 ans(1). Un diagnostic
précis de la cause de la PFA a des implications majeures pour la thérapie et le pronostic.Des
agents infectieux et non infectieux (par exemple, des troubles métaboliques), des traumatismes,
la toxicité des meétaux ainsi que des conditions auto-immunes post-infectieuses comme le
syndrome de Guillain-Barré peuvent étre impliqués dans I'apparition de ce syndrome chez les
patients(2). Ces paralysies peuvent se rétablir ou engendrer une paralysie résiduelle. Parmi les
agents infectieux détectés chez les patients présentant une paralysie résiduelle : des virus de
différentes familles, tels que les Entérovirus, les Adénovirus, les Flavivirus, les Herpes virus,
le virus de la rage et certains Arbovirus, ont été fréquemment isolés a partir d'échantillons de
selles de patients atteints de PFA(3). Les différents cas de PFA causés par divers agents ne
peuvent pas étre distingués uniquement par leurs symptémes cliniques.

La poliomyélite, également connue sous le nom de polio, est reconnue comme la cause
principale de la PFA. Cette maladie virale, causée par le poliovirus, infecte principalement les
enfants de moins de 5 ans et provoque une paralysie dans un cas sur 200 a 1 000 infections(4).
L'infection se fait principalement par voie fécale-orale, généralement chez des enfants sensibles
qui n'ont pas été préalablement ou suffisamment vaccinés avec des vaccins antipoliomyélitiques
puissants et efficaces, et qui vivent dans des zones ou I'hygiéne et I'assainissement sont
insuffisants. Pres de subissent une réplication virale dans le systéme nerveux central, ce qui
peut entrainer des lésions neuronales permanentes et la paralysie(5).

L'effort mondial d'éradication de la poliomyélite est devenu la plus grande initiative de santé
publique qui pourrait potentiellement reproduire I'histoire a succes de I’éradication de la variole.
Le chemin vers I'éradication de la poliomyélite a été beaucoup plus long et beaucoup plus
difficile que prévu depuis le lancement, en 1988, de I’initiative mondiale de I’éradication de la
poliomyélite (IMEP), mais les progres réalisés et l'infrastructure construite pour I'éradication
de la poliomyélite informent et soutiennent déja d'autres initiatives mondiales de lutte contre
les maladies infectieuses, en particulier les maladies évitables par la vaccination(MEV)(6). Les
cas de poliomyeélite ont diminué de 380.000 en 1988 a seulement 6 cas en 2023 (5 cas en



Afghanistan et 1 cas au Pakistan) correspondant au poliovirus de type 1 puisque le poliovirus
de type 2 a été déclaré éradiqué en 2015, et le poliovirus de type3 a été déclaré éradiqué en
2019(7).

La principale stratégie d'éradication de la poliomyélite se base sur une utilisation intensive des
vaccins. Deux types sont disponibles : le vaccin antipoliomyélitique inactivé (VPI), développé
par Salk en 1955(8), et le vaccin antipoliomyélitique oral vivant et atténue (VPO), créé par
Sabin et ses collegues(9)quelques années seulement apres I'introduction du VVPI. En parallele,
la surveillance de la PFA constitue une stratégie clé pour I'éradication de la poliomyélite, car
c'est un instrument sensible permettant de détecter les cas potentiels de poliomyélite et les
infections par le poliovirus.

Au fil des ans, les cas de poliomyélite ont été réduits dans le monde entier et éradiqués dans
une grande partie du monde. Cette avancée a engendré une nouvelle réalité,1’émergence des
EVs non poliomyélitiques (EVNP). Ces derniers ont été reconnus comme l'une des causes
majeures associées a la PFA(10). Dans les pays ne disposant pas de systémes spécifiques de
surveillance des EVs, la surveillance de la PFA est donc la seule source de données permettant
de mieux comprendre la circulation des EVNP.

En réponse au potentiel des EVs a causer des maladies neurologiques graves, I'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) a pris en compte les EVNP dans son plan directeur pour la
recherche et le développement pour la premiére fois en 2018 (10), faisant des EVNP un
probléme majeur de santé a prioriser au cours de 1’investigation des cas de PFA.

En effet, le typage des EVs est essentiel pour identifier les souches a I'origine d'infections
graves, comprendre les modes de circulation et de transmission spécifiques a chaque génotype,
ainsi que détecter de nouveaux variants épidémiques. En général, I’identification des EVs
repose sur la culture cellulaire et la séroneutralisation des isolats viraux a I’aide d’antisérums
polyclonaux(10). Or, aucune lignée cellulaire ne permet d’isoler tous les types d’EVs. De plus,
la culture cellulaire est une technique lourde, colteuse et qui manque de sensibilité(11,12). Pour
résoudre ces problémes, des solutions alternatives basées sur la biologie moléculaire ont été
proposées pour typage rapide des infections a EVs.

Le principal obstacle aux techniques de typage moléculaire est la nécessité de travailler a partir
de virus isolés en culture cellulaire malgré ses inconvénients de manque de sensibilité et de
lourdeur de reéalisation. Cependant, I'amplification directe a partir d'échantillons cliniques ou
environnementaux a été proposée par des auteurs(12,13). Cela permet une réponse d’étre

résolutive tres rapidement face a des cas cliniques évocateurs d’'une PFA d’éthologie virale.



La région 5’UTR du génome viral s'avere étre le choix le plus efficace lors de la détection
moléculaire de tous les sérotypes d'EVs dans les échantillons cliniques, en raison de sa haute
conservation entre les diverses souches d'EVs. Cependant, malgré son efficacité pour la
détection, la région 5’UTR se révele inadéquate pour le typage des différents sérotypes
d'EVs(14). La protéine de capside VP1 abrite les principaux sites antigéniques, présentant une
corrélation absolue entre le sérotype et le genotype dans cette région génomique spécifique.
Cette caractéristique a été efficacement utilisée pour l'identification moléculairedes EVset les
études épidémiologiques. Le séquencage nucléotidique du gene VP, suivi de l'analyse
phylogénétique des séquences, représente la methode privilégiée pour distinguer les variations
au sein d'un sérotype et pour confirmer les liens entre les isolats lors d'une épidémie(15-17).
Ce travail de thése a pour principal objet la caractérisation moléculaire des EVs chez les enfants
de moins de 15 ans atteints de PFA au Maroc directement a partir des prélevements cliniques
des patients. Il constitue la premiére contribution référencée sur 1’épidémiologie moléculaire
des EVs dans un programme de santé public au Maroc.

Pour atteindre cet objectif, ce travail de thése s’est déroulé en deux parties :

La premiere partie porte sur une évaluation du programme de 1’éradication de la poliomyélite
et les défis rencontrés pendant la pandémie de Covid 19, puis une évaluation du systéme de
surveillance virologique des PFA au Maroc par analyse des différents indicateurs de
performance de ce systéme.

Dans la seconde partie de notre étude, nous avons évalué 1’approche classique de détection des
entérovirus basée sur la culture cellulaire, par I’adoption d’une approche moléculaire de
détection directe des EVs par rRT-PCR a partir des échantillons desselles des enfants présentant
une PFA. L'approche adoptee visait également a évaluer I’implication des Adénovirus dans
I'apparition du syndrome de paralysie flasque aigué.

Les EVs détectés via la culture cellulaire ont été ensuite soumis au typage moléculaire par
séquencage Sanger de la région non codante 5'UTR ainsi que d'une partie du gene codant pour
la protéine VP1. Et le séquencage complet du génome de ces EVs a été réalisé en utilisant le
séguencage haut débit (NGS).
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I- Caractéristiques virologiques des Entérovirus
1. Structure des Entérovirus

Les Entérovirus (EVs) appartiennent a la famille des Picornaviridae (Figure 1). Ce sont des
virus de 30 nm de diametre contenant de I'ARN positif simple brin dans des capsides a symétrie
icosaédrique(18). Comme les EVs ne sont pas enveloppés, ils sont relativement résistants a
I'action des agents physico-chimiques, peuvent survivre dans des environnements acides et
peuvent traverser l'estomac, jouant ainsi un réle important dans la transmission féco-orale. Ils
sont détruits par les agents oxydants (hypochlorite de sodium), le formol 0,3%, la

bétapropionlactone, la lumiére ultraviolette(11).

—
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Figure 1: Arbre phylogénétique de la région du géne P1 présentant les différentes especes
d’Entérovirus (EVs) et de Rhinovirus (RVs)  aujourd’hui  reconnues
(https://www.picornaviridae.com/ensavirinae/enterovirus/enterovirus.htm).



1-1- Lacapside

Les EVs ont une capside icosaédrique composee de 60 protomeres. Chacun de ces protomeéres
est formé a partir d'une copie de chaque protéine structurale VP1, VP2, VP3, VP4 (Figure 2).
Les protéines VP1, VP2 et VP3 sont exposées en surface et ont une structure tridimensionnelle
serrée, tandis que VP4 réside dans la capside, assurant une stabilité structurelle et une
interaction avec le génome viral(19).

VP1, VP2 et VP3 forment une dépression entre elles appelée "canyon™. Ce canyon renferme
les sites d’attachements aux récepteurs cellulaires de la superfamille des immunoglobulines
pour certains EVs comme le Poliovirus (PV) (20)ou le Coxsackievirus A-21 (CV-A21) (21).
Chez d’autres EVs (I'EV-AT1 par exemple), le "canyon” n'est pas assez profond pour asurer la
fixation du récepteur. D'autres récepteurs comme le ligand 1 de la P-sélectine, peuvent se lier
aux deux régions formées par la VP2 et la VP3. L'extrémité sud du ‘canyon’ est formée par une
boucle particulierement proéminente de la VP2 appelée 'puff’, tandis que la boucle de VP3

forme une protrusion importante appelée 'knob'(22).

VP1-VP3
binder 3

Figure 2: Organisation et caractéristiques de la capside des EVs (23).

a: Vue d'ensemble de la capside de I'EVs comprenant les VP1 (rouge), VP2 (bleu) et VP3 (jaune). Les
lignes vertes indiguent les limites d'un pentamére. Les lignes noires indiquent la sous-unité a symétrie
icosaédrique. Les chiffres cing, trois et deux correspondent aux axes de symétrie et sont marqués et
surlignés en gris. Les lignes cyan séparent VVP1 (rouge), VP2 (bleu) et VP3 (jaune). Les fleches noires
indiquent la région du canyon et la région de l'axe fvefold formée par fve VP1.

b: Protomére canonique de I'EVs formé par VP1 (rouge), VP2 (bleu), VP3 (jaune) et VP4 (vert). Le
canyon est mis en évidence en gris transparent et est indiqué par une fleche noire. Composés antiviraux
qui se lient aux deux poches de liaison que sont la poche hydrophobe de VP1 et la poche interprotomére
de VP1-VP3 sont représentés en cyan et magenta, respectivement.

La capside a un role important dans la protection du génome viral contre les nucléases
environnementales, et la reconnaissance des récepteurs cellulaires spécifiques via le ‘canyon' et

les boucles VP2 et VP3 pour assurer la libération du génome viral dans la cellule hote. Elle



porte des déterminants antigéniques a sa surface et contient des informations pour
I'encapsidation du génome viral et la maturation des virions (19).

1-2-  Le géenome viral

Le génome des EVs est une molécule d’ARN simple brin, linéaire, de polarité positive
d’environ 7500 nucléotides. Dés sa libération dans la cellule, le génome viral est directement
traduit en protéines virales nécessaires a la réplication lui assurant sa propriété infectieuse. Cette
molécule d’ARN comprend un large cadre ouvert de lecture (ORF : Open reading Frame)
entouré de deux régions non codantes : 5° NC et 3°NC(19,23). La région 3’qui est d’environ
300 nt de long est polyadénylé, et I’extrémité 5° qui est d’environ 800 nt a une structure
secondaire complexe et est liée de fagcon covalente a une petite protéine virale VPg (virion
protein genome) (Figure 3).

La traduction du cadre de lecture aboutit a une seule polyprotéine qui subit une série de clivages
par protéolyse en trois précurseurs : P1, P2 et P3. P1 est le précurseur des quatre protéines
structurales VP4, VP2, VP3 et VVP1 qui forment la capside virale.

Le premier génome de picornavirus qui a été cloné et séquencé a été celui du PV-1(25).
L’organisation génomique alors décrite s’est avérée par la suite extrémement conservée au sein
de cette famille virale, avec cependant une grande variabilité dans la taille du génome et les
séquences nucléotidiques (19).

——— 5'NTR ——
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Figure3: Représentation schématique de I'organisation du génome des EVs. La région codante est
entourée de 2 régions non codantes en 5’ et 3’ impliquées dans la régulation de la réplication et de la
traduction. Elle code, elle-méme, des protéines structurales (les 4 protéines de capside) et des protéines
non structurales (protéases et polymérase) (19).

1-2-1 Région 5’ non codante (5°’NC)

La région 5’NC des EVs est particuliérement plus longue que celle des autres picornaviruset
elle est caractérisée par la présence de 6 structures secondaires (I a VI), formées par les
repliements de I’ ARN en tige boucle « stem-loop ». La premiére tige boucle en forme de feuille
de tréfle « cloverleaf » a un réle important en association avec la région 3’NC dans la réplication

et la traduction du génome viral (26).



Les domaines Il a VI englobent une structure appelée IRES (Internal Ribosome Entry Site) qui
contrdle la traduction du génome en une polyprotéinedu fait de 1’absence de coiffe en 5°. La
structure primaire des 650 premiers nucléotides de la région 5' NC est hautement conservée
parmi les EVs, ce qui confére a cette région une grande importance dans le diagnostic
moléculaire (27). L’IRES, spécifiquement le domaine V de cette structure, porte les trois
mutations impliquées dans I’atténuation du pouvoir réplicatif du Poliovirus contenu dans le
vaccin(mutations en position 480, 481 et 472 dans le génome Sabin de types 1, 2, et 3,
respectivement) (28).

1.2.2. Région 3’ non codante (3°’NC)

La région 3’NC est courte et porte en son extrémité une queue polyadénylée de taille variable.
Cette région a une structure secondaire complexe (3 domaines en « épingle a cheveux ») et est
impliquée dans I’initiation de la réplication de I’ARN viral(29). La région 3’NC forme un
¢lément hautement conservé au sein de la méme espece d’EVS qui agit en cis et qui contréle la
polyadénylation des brins positifs nouvellement synthétisés et I’initiation de la synthése du brin
négatif.

Elle forme également des repliements complexes en tige boucle. Deux tiges boucles appelées
X et Y dont la longueur est de 8 et 12 paires de bases respectivement, forment des interactions
en « pseudoknot » ou « kissing »(30).

1.2.3. Cadre ouvert de lecture (ORF)

La région codante consiste en un long cadre de lecture ouvert qui code une polyprotéine
d’environ 250 kDa de taille relativement conservée chez les espéces d’EVS. Cette polyprotéine

est clivée en 3 régions P1, P2 et P3 (figure 4).

La région P1 code les 4 protéines structurales composant la capside : VP4, VP2, VP3, VPL1.

La région P2 code 3 protéines non structurales : 2AP™, 2B, 2C.
La région P3 code 4 protéines non structurales : 3A, 3B (VPg), 3CP®, 3D,

o Les protéines 2Apro et 3Cpro sont des proteases qui vont cliver la polyprotéine virale en
plusieurs sites pendant la traduction. 2Apro inhibe la synthése des protéines de la cellule
hote et régule la traduction et la réplication du génome(31).

o Les protéines 2B, 2C sont des protéines hydrophobes qui integrent les membranes des
organites cellulaires et altérent leur composition. Il s’agit d’un rdle important car il permet
de fabriquer des structures vésiculaires, a partir de la membrane intracellulaire, nécessaires
a la réplication et également de produire des viroporines. Par un mécanisme concentration-
dépendant, elles altérent la perméabilité de la membrane plasmique provoquant sa

déstabilisation et par conséquent la lyse de la cellule. Elles entrainent une diminution de la
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concentration de calcium dans le complexe formé par 1’appareil de golgi (AG) et par le
réticulum endoplasmique (ER) résultant un blocage du transport des protéines. Cette
capacité a abaisser les niveaux de calcium est également responsable de ses propriétés anti-

apoptotiques (32).
5'UTR
vra ! ' - IyA tail
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Figure 4: Représentation schématique du génome des EVs, des produits polyprotéiques et de leurs
principales fonctions. Les 11 polypeptides matures sont représentés, ainsi que les trois principaux
intermédiaires de clivage. Les principales fonctions biologiques sont indiquées pour chaque polypeptide
(49).

UTR, région non traduite ; IRES, site interne d'entrée des ribosomes ; VPg, protéine virale liée au
génome.

o Les protéines 2AP™ et 3CP™ sont des protéases qui vont cliver la polyprotéine virale en
plusieurs sites pendant la traduction. 2AP™ inhibe la synthese des protéines de la cellule hote
et régule la traduction et la réplication du génome(31).

o Les protéines 2B, 2C sont des protéines hydrophobes qui integrent les membranes des
organites cellulaires et altérent leur composition. 11 s’agit d’un réle important car il permet
de fabriquer des structures vésiculaires, a partir de la membrane intracellulaire, nécessaires
a la réplication et également de produire des viroporines. Par un mécanisme concentration-
dépendant, elles altérent la perméabilité de la membrane plasmique provoquant sa
déstabilisation et par conséquent la lyse de la cellule. Elles entrainent une diminution de la
concentration de calcium dans le complexe formé par 1’appareil de golgi (AQG) et par le
réticulum endoplasmique (ER) résultant un blocage du transport des protéines. Cette
capacité a abaisser les niveaux de calcium est également responsable de ses propriétés anti-

apoptotiques (32).



o La protéine 3A est une protéine hydrophobe qui a pour réle I’inhibition de la secrétion de
protéines cellulaires et I’interruption des transports entre I’ER et ’AG.

o Laprotéine 3D est une ARN polymérase ARN-dépendante responsable de la synthése des
ARN positifs et négatifs. Elle est impliquée dans la réaction d’uridylation de la protéine VPg
qui, sous cette forme, sert comme amorce pour la réplication de I’ARN. C’est aussi un acteur
majeur de la diversité génétique des EVs Vs(33).

o 3B ouVPg est une protéine liée de facon covalente a I’extrémité 5° du génome. Elle est
uridylée en VPg-pU(pU), et, sous cette forme, elle est impliquée dans la réplication du

génome viral en servant d'amorce a I’ARN polymérase-ARN dépendante(34).

Le cadre ouvert de lecture représente également élément cis-régulateur (séquence CRE ou Oril)
de la réplication du génome viral. Cet élément forme une structure secondaire d’ARN en téte
d’épingle « hairpin » située dans la région codante 2C. Il sert de matrice pour ’uridylation de la
protéine VPQ(28, 29).

2- Multiplication des EVs

La réplication virale se produit dans le cytoplasme de la celle hote. La durée du cycle de

réplication est estimée a 5-10 heures, selon la virulence de la souche, la température, le pH, la

cellule hote et la multiplicité de I'infection. Le cycle de réplication de I'EVs se termine par la
lyse cellulaire et la libération de nouveaux virions.

Le cycle infectieux peut étre décrit en plusieurs phases successives (figure5) :

» L’attachement du virus a l'aide d'un ou plusieurs récepteurs a la surface cellulaire. La
nature de ces récepteurs détermine en partie les hétes, les tissus et les types de cellules que
les EVs peuvent infecter(35).

» L’entrée du virion par la formation d’un pore membranaire suivie par

> lalibération du génome apres décapsidation.

» Latraduction directe de I’ARN génomique (ARN+) en protéines virales par un mécanisme
impliquant la fixation de la sous-unité 40 S du ribosome a la structure de I’'IRES du virus
(36).

> La réplication du génome des EVs qui nécessite la synthése d’un intermédiaire de

réplication: ARN- ou brin anti-génomique.
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Figure 5: Cycle de réplication des EVs dans la cellule cible permissive (36)

Les EVs se fixent a leurs récepteurs membranaires puis le matériel génétique est libéré dans le
cytoplasme aprés décapsidation. L’ ARN positif libre est traduit en une polyprotéine, qui sera maturée
pour donner les protéines structurales et non structurales permettant, avec 1’aide de facteurs cellulaires,
la transcription d’un brin antigénomique (ARN-) intermédiaire de réplication (A). Le brin néo-
synthétisé (ARN-) servira ensuite de matrice pour la génération de brin génomique (ARN+) en quantité
importante (B). L’ARN+ sera ensuite encapsidé, puis libéré pour donner un virion infectieux, capable
d’infecter une nouvelle cellule cible.

2-1-  Entrée dans la cellule et décapsidation

La premiére étape est I’adsorption du virus a la surface de la membrane cellulaire. Les particules
virales s’attachent a un récepteur membranaire spécifique. Ce récepteur est une protéine
appartenant a la famille des immunoglobulines. C’est au niveau d’un domaine extracellulaire
du récepteur que se fixe le virus. Cela entraine des changements de conformation, avec des
modifications des protéines VP1 et VP4 permettant ainsi la décapsidation a I’intérieur de la
cellule infectée. Le virus est internalisé dans la cellule par endocytose (37). Les voies
d’endocytose incluent : a- la macropinocytose, b- la voie dépendante de la clathrine et de la
dynamine, c- la voie indépendante de la clathrine et de la dynamine, d- la voie dépendante des
radeaux lipidiques seuls, e- la voie dépendante des radeaux lipidiques, de la cavéoline et de la
dynamine (caveolar), f- la voie dépendante des radeaux lipidiques et de la dynamine.
L’activation d’une voie par rapport a une autre dépend a la fois du virus, du récepteur et du type

cellulaire.
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2-2-  Récepteurs cellulaires

Ces récepteurs appartiennent a la superfamille des immunoglobulines. Ce sont des
glycoprotéines transmembranaires constituées d’une répétition de 2 a 5 domaines
extracellulaires de type immunoglobuline dont le domaine N-terminal libre, le plus éloigné de
la cellule et donc le plus exposé (domaine D1) contient le site de reconnaissance du virus, et
interagit avec I’EVS en s’insérant dans le canyon (37).

On distingue deux catégories de facteurs d’attachement pour les EVS : les récepteurs et les co-

récepteurs (Tableaul).

Tableau 1 : Différents recepteurs cellulaires des EVs

Co-récepteur
Nature Récepteur Virus S
PVR
(CD155) EVi3
ICAM-1 CV A11, 13,18, 20
Famille immunoglobulines (CD54) CV A21 DAF (CD55)
CVvB1,3,5
CAR CVB2 4 DAF
E3,6,7, 12,13, 20, 21, 24, 29, 33
Facteur du complément DAF E11, 25, 30 aVB3
EV70
aVp3 E11, 25, 30
CV A9, E7,9, 32
Intégrines aVvge CV A9 aVp3
a2p1 E1,8
Effecteur voie ARB CV A7,14, 16
endolysosomale 86 & EV A71 PSGL1
Molécule d’adhésion PSGL1 EV A71 SCARB2

cellulaire

2-2-1 Les récepteurs principaux des EV

On distingue trois récepteurs principaux pour les EVs: Poliovirus receptor (PVR),

Inter Cellular AdhesionMolecule 1 (ICAM-1) et Coxsackievirus-

AdenovirusReceptor(CAR) (figure6).

> PVR ou CD155 : récepteur spécifique des trois génotypes de poliovirus PV1, PV2 et PV3.
Il est exprimé dans les cellules du systéeme nerveux central (SNC).

» ICAM-1 ou CD54 : récepteur de Coxsackievirus A21, A18 et A13. Il est aussi le récepteur
cellulaire pour la majorité des sérotypes de rhinovirus. ICAM-1 est exprimé a la surface de

nombreux tissus, notamment 1’épithélium nasal et de nombreuses localisations du SNC.
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» CAR : récepteur commun des Coxsackievirus B et des Adénovirus. CAR est exprimé dans

de nombreux tissus. Il n’est pas exprimé a la partie apicale des cellules épithéliales mais est

un composant des jonctions serrées (TJ) au niveau des épithéliums digestif et respiratoire.
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Figure 6: Structures schématiques des molécules de la superfamille des immunoglobulines (IgSF)

molécules d'adhésion intercellulaire (ICAM-1), le récepteur du Coxsackievirus-Adénovirus
(CAR) et le récepteur du poliovirus (PVR) utilisés comme récepteurs par les rhinovirus
humains et le Coxsackievirus A21 (CAV21) ; les virus coxsackie B (CVB) et les poliovirus
(PV), respectivement.(37)

2-2-2 Les récepteurs alternatifs

>

Récepteur « ScavengerReceptor Class B Member 2 » (SCARB-2 ou LIMP2 ou CD36L2) :
Cette protéine se trouve principalement dans la membrane des lysosomes et joue un réle
important dans la stabilité de ses structures. Ce récepteur est utilisé par I’EV-AT71 et les
Coxsackievirus A7, Al4 et A16(38).

Reécepteur « P-selectinglycoprotein ligand-1 » (PSGL1 ou CD162) : il s’agit d’une protéine
membranaire leucocytaire de type sialomucine exprimée sous forme d'un homodimeére de
sous-unités liées par des disulfures et qui peut se lier a trois sélectines différentes (P, E et
L). C’est le récepteur spécifique des EV-AT71(5)

Récepteurs de la famille des intégrines : Ces récepteurs se caractérisent par la
reconnaissance du motif tripeptidiqueArg-Gly-Asp (RGD) sur la capside virale.

« LowDensityLipoproteinReceptor » (LDLR) : Ils ont été identifiés comme des récepteurs
pour le groupe mineur des rhinovirus humains (Rh).

Sulfates d’héparane et acides sialiques : Les sulfates d’héparane sont des polysaccharides
de répartition ubiquitaire(40). Les acides sialiques sont des sucres chargés négativement
présents a la surface de la plupart des cellules (41).
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2-2-3- Les co-recepteurs

Pour certains EVs, un seul récepteur est suffisant pour assurer leur entrée a I’intérieur de la
cellule ; pour d’autres, la présence d’un corécepteur est essentielle.

« DecayAccelerating factor » (DAF ou CD 55) est un récepteur pour un grand nombre de
génotype d’EVs(40,41). La fixation du virus seulement au DAF ne permet pas son
internalisation mais elle provoque un réarrangement de 1’actine qui entraine le mouvement du
virus jusqu'a la jonction serrée ou il peut se fixer a son récepteur principal tel PVR, ICAM-1 ou
CAR et pénétrer ensuite au sein de la cellule. DAF est considéré alors comme co-récepteur.
2-3- Traduction et Réplication

Une fois I’ARN viral est libéré dans le cytoplasme cellulaire, il est traduit en protéines virales
apres clivage de VPg par une protéase cellulaire. Par ailleurs, aucune protéine virale n’est
importée dans la cellule via la capside virale (42). Comme tous les picornavirus, les EVs
synthétisent leurs protéines par traduction d’une longue phase ouverte de lecture (ORF) suivie
de clivages protéolytiques séquentiels des polyprotéines virale ainsi produites. L’ ARN viral est
différent de I’ARNm cellulaire puisque ce premier ne possede pas de coiffe en 5’ pour initier
la traduction. C'est pourquoi un autre mécanisme est utilisé, et qui dépend du recrutement de la
sous-unité 40S du ribosome cellulaire au niveau de I’IRES dans la région 5°(43).

Des études ont montré que la traduction et la réplication ne peuvent pas avoir lieu
simultanément. Ainsi, lorsque des protéines virales sont produites en quantité suffisante, un
phénomene de commutation va survenir(44).

La réplication met en jeu plusieurs éléments : la structure en feuille de tréfle située a 1’extrémité

5, le CRE situé dans I’ORF, la région 3°’NC et la queue poly-adénylée (Figure 7).
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Figure 7: Schéma du mécanisme de la réplication des EVs. La syntheése du brin négatif est
initiée par la circularisation du génome a brin positif via un pont protéine-protéine par l'interaction du
complexe ternaire a l'extrémité 5° (3CD et PCBP liés a la structure en trefle) et PABP lié a la queue 3°-
poly(A) (1. + 11.). Le VPg-pUpU médié par la CRE agit comme amorce de la réaction et la polymérase
3D synthétise le nouveau brin négatif (l1l.), ce qui donne un intermédiaire double brin (RF) (IV.).
L'intermédiaire ARN duplex positif-négatif se déroule, de sorte que la structure en tréfle a I'extrémité 5°
du brin positif peut se former. Le 3CD et le PCBP se lient au tréfle pour former un complexe ternaire
qui, & son tour, va initier la synthése du brin positif a I'extrémité 39 du brin négatif (V.). L'amorce, VPg-
pUpU, est recrutée et se lie a I'AA 39-terminal du brin négatif, et le nouveau brin positif est synthétisé
par la polymérase, 3D (V1)(45).

» La structure en feuille de tréfle ou«cloverleaf » forme un complexe contenant la PCBP
(Poly(rC)-binding protein) et I’ARN polymérase.
» CRE sert de matrice a I’uridylation de la protéine VPg par 3D.
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> La protéine VPg poly-uridylée s’hybride a la queue poly-A située en région 3°’NC, servant
ainsi d’amorce a la synthése du brin complémentaire.
L’ARN bicaténaire formé est ensuite séparé par la protéine virale 2C.
A partir de ’ARN négatif, VPg-pUpU est recrutée a I’extrémité 3’, servant ainsi d’amorce
a la réplication des ARN viraux de polarité positive par la polymérase 3D.
2-4-  Maturation et libération des virions
La capside des EVs est constituée de 60 protomeres, composés chacun d’un exemplaire des
protéines structurales VP1, VP2, VP3 et VP4. Apres la libération du précurseur P1 wijb la
protéase 2A, des motifs reconnus par la protéase 3CDpro aux jonctions interprotéiques
permettent la séparation des protéines VPO, VP3 et VP1. Ces 3 protéines de capside s’associent
pour former une protomeére (5S) et 5 protomeres forment un pentamere de 14S. 14 pentameres
s’associent pour former la capside. Le virion immature est ensuite formé par association directe
de la capside avec I’ARN viral ou bien par formation d’une capside vide dans laquelle I’ARN
viral est injecté(46). Une étape de maturation au cours de laquelle VPO est clivée en VP4 et
VP2 permet de produire le virion mature. L’encapsidation de I’ARN génomique est un
processus spécifique ne ciblant que les ARN viraux positifs.
Les particules virales s’accumulent dans le cytoplasme sous forme de vésicules. Deux
mécanismes de libérations existent : un mode lytique dans lequel la lyse des cellules infectées
entraine la libération des virions, 1’autre mode se ferait a partir d’'un détournement des
mécanismes d’autophagie par les EV permettant I’inclusion des virions dans des vésicules

autophagiques qui seraient secondairement expulsées(46).

2-5-  Maturation et libération des virions

La capside des EVs est constituée de 60 protomeres, composés chacun d’un exemplaire des
protéines structurales VP1, VP2, VP3 et VP4. Apres que la protéase 2A a libéré les composants
du précurseur P1, des motifs spécifiques situés aux jonctions entre les protéines sont reconnus
par la protéase 3CDpro, ce qui entraine la dissociation des protéines VPO, VP3 et VP1. Ces
trois protéines de capside se regroupent pour former une unité de base appelée protomére de
5S, et cing de ces protomeres s‘assemblent pour former un pentamere de 14S.Les pentameres
s'associent pour former la structure capsidique compléte du virus.Dans le contexte des
picornavirus, la formation du virion immature se produit généralement par lI'association directe
de la capside avec I'ARN viral lors de I'assemblage(46). Une étape de maturation au cours de
laguelle VPO est clivée en VP4 et VP2 permet de produire le virion mature.
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Les particules virales s'accumulent dans le cytoplasme sous forme de vesicules, et il existe deux
mécanismes de libération : I'un implique une rupture des cellules infectées, libérant ainsi les
virions par un processus lytique, tandis que l'autre mécanisme s'opere en détournant les
processus d'autophagie par les EVs, permettant ainsi l'incorporation des virions dans des

vésicules autophagiques qui sont ensuite expulsees (47).

3- Effets de la multiplication virale sur la cellule héte

3-1- Inhibition de la synthese des protéines cellulaires

L’infection des cellules par les EV a pour résultat 1’inhibition de la synthése des protéines
cellulaires. Ce phénomene est appelé : mécanisme de « shut-off ». La protéase 2A bloque
I’initiation de la traduction cellulaire en clivant les facteurs d’initiation eIF4GI et II. De plus, la
déphosphorylation de la protéine cellulaire 4E-BP1 pourrait également contribuer a I’inhibition
de la traduction des protéines cellulaires(48).

3-2- Inhibition de la synthése de I’ARN cellulaire

L'infection des cellules par des EV entraine I'inhibition de la transcription de I'ARN cellulaire.
Les trois classes d'’ARN polymérases ADN-dépendantes (ARN polymérases I, 11 et I11) qui
catalysent cette réaction sont actives enzymatiquement dans les cellules infectées, ce qui
suggere que les protéines accessoires peuvent étre la cible de I'inhibition de la transcription
cellulaire. En effet, la protéase 3C clive les facteurs de transcription TFIID et TFIHIC. Comme
Le cycle viral est entierement cytoplasmique et la transcription cellulaire a lieu dans le noyau,
seul le précurseur 3CD entre dans le noyau et libere, par un mécanisme autocatalytique, la
protéase 3C qui inactive alors les facteurs de transcription. De plus, le 3Cpro interfére avec
I'expression de I'hote en inhibant la traduction et la transcription afin de fournir des ressources
supplémentaires pour la réplication virale.

3-3- Modulation de la maturation et de I’excrétion protéique.

Le systeme de maturation et de sécrétion protéique est perturbé par les protéines 3A, 2B et le
précurseur 2BC. Elles se fixent par I’intermédiaire de domaines hydrophobes, dans les
membranes lipidiques des organites, bloquant ainsi le transport entre I’ER et I’ AG(48). De plus,
la protéine 2B forme une « viroporine » en s’intégrant dans les membranes des organites,
modifiant ainsi la perméabilité de la membrane. Cette perméabilisation entraine la diminution
de la concentration de Calcium dans I’ER et I’AG par un efflux de Ca®". La perturbation de

’homéostasie du Ca®* induit un blocage du transport des protéines de I’ER vers 1’AG(49).
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3-4-  Effet cytopathique

Les cellules infectées par les EVs développent d’importants changements morphologiques
caractéristiques appelés effets cytopathiques (ECP). Ces changements qui apparaissent deés les
premicres heures de 1’infection incluent une condensation de la chromatine, une déformation
du noyau, la prolifération des vésicules membranaires par accumulation des lipides dont la
synthése est stimulée, le changement de la perméabilité membranaire suite a I’augmentation de
la concentration intracellulaire de Ca®*, la fuite des composants intracellulaires et le
dessechement de la cellule entiere. En microscopie optique, les changements morphologiques
les plus notables sont 1’arrondissement et le détachement des cellules adhérentes du récipient
de culture cellulaire (Figure 8). Ces modifications pourraient favoriser la lyse cellulaire et
faciliter la propagation virale (50). La cause de ces ECP demeure a ce jour inconnu. L’inhibition
de la synthése des ARN, des ADN et des protéines cellulaires a un stade précoce de I’infection
ne contribue pas a 1’apparition de ces effets(19).

3-5-  Apoptose

Les infections a EVs provoquent la mort cellulaire par apoptose. Bien que certaines
manifestations de ce processus telles que la condensation de la chromatine et la déformation du
noyau soient similaires a celles de ’ECP, I’induction de ces deux phénomenes implique deux
voies différentes. L’apoptose est un phénoméne d’auto-destruction actif et régulé dont les
inducteurs viraux sont les protéines 2Apro et 3Cpro (51). Elle est, en revanche, inhibée par les
protéines 2B, 3A et 2BC (52). Des études in vitro ont mis en évidence la capacité du PV et le
CV-B3 d’induire I’apoptose sur des lignées de cellules intestinales Caco-2 et des cellules
humaines HelLa(53). Par ailleurs, en utilisant un modele murin de poliomyélite paralytique, il a

été démontré que les motoneurones infectés subissaient une apoptose et mouraient(54).
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A : Cellules RD normales ; E : Cellules L20B normales ;
B-D cellules RD montrant un effet E-H cellules L20B montrant un effet
cytopathogéne spécifique au Poliovirus cytopathogéne spécifique au Poliovirus

Figure 8: Effet cytopathique d'un Poliovirus sur les cellules RD et L20B.

I1- Evolution et diversité génétique

La variabilité génétique des VE est illustrée a la fois par le grand nombre de types distincts et
par la diversité des syndromes cliniques associés. Cette diversité est due a deux forces
coexistantes : le taux d'erreur élevé de la polymérase virale lors de la réplication du génome
viral et la fréquence élevée des événements de recombinaison suite a un échange d’éléments

énétiques entre deux virus durant leur réplication a ’intérieur d’une méme cellule.
g q p

1-Les mutations

La nature erronée de I’ARN polymérase ARN-dépendante (RdRp) du virus ARN induit une
fréquence de mauvaise incorporation des nucléotides estimée entre 10 et 10> mutations par
nucléotide, ce qui correspond pour un EV a environ une mutation par cycle de réplication. Ces
mutations conduisent a une hétérogénéité génétique de la population virale lors de I'infection,
chaque génome différant par des mutations ponctuelles distinctes et créant des "quasi-espéces”
(Figure 9). Le grand avantage de cette population composée de divers individus est que certains
génomes pourraient étre déja bien adaptés a un certain changement environnemental et seraient

alors sélectionneés positivement.
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Figure 9: Mutations ponctuelles chez les virus a ARN (55)..

A) Chaque ligne représente un génome viral. Les mutations acquises lors de chaque cycle de réplication
sont représentées par les triangles colorés. Au fur et a mesure des cycles viraux, de nouveaux variants
viraux émergent et perdurent selon leur avantage sélectif

B) Un virus avec un taux de mutations élevé (centre) peut générer un répertoire important de mutants
(branches) au fur et a mesure des générations (chaque cercle représente un cycle de réplication). Chaque
branche indigue deux variants reliés entre eux par une mutation ponctuelle.

2- Recombinaison

Les événements de recombinaison sont particulierement fréquents dans les EVs, et sont généres
par deux mécanismes moléculaires distincts, dont I'importance relative reste incertaine (Figure
10). La recombinaison homologue réplicative, également appelée " copy-choice " ou " template-
switching model " est le premier mécanisme bien décrit, dans lequel le template-switching de
la RdRp se produit pendant la réplication virale et conduit a des recombinants homologues. Un
autre mécanisme alternatif de recombinaison a été récemment découvert et consiste en la
coupure et la jonction de fragments d'’ARN viral pendant I'infection d'une cellule, créant des
recombinants non homologues hébergeant des duplications de séquence aux frontieres. Ce
processus, appelé "recombinaison non-réplicative", reste a ce jour assez peu clair et les enzymes

cellulaires responsables sont encore inconnues.
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Figure 10: Mécanismes de recombinaison des virus 8 ARN (56).
Modeéles de recombinaison réplicative (a gauche) et non réplicative (a droite).

Les hotspots de recombinaison se situent le plus souvent aux jonctions P1 (5'UTR-VP4 et VP1-
2A), mais on peut également les trouver prés de la jonction 3C/3D, a l'intérieur de la 3D ou a
I'extrémité de la 2C. Un exemple intéressant et problématique de recombinaison des EV est
I'engagement dans la recombinaison des souches vaccinales de poliovirus (souches " Sabin ")
avec des membres EV-C non poliovirus co-circulants, conduisant a des épidémies de PV
pathogenes dérivés de vaccins (VDPV) et de poliomyélite(57). Alors que la recombinaison
intraspécifique est une force motrice de I'évolution des EVs, les événements de recombinaison
interespéces sont beaucoup moins fréquents parmi les souches en circulation et on pense qu'ils
constituent principalement des événements ancestraux. Cependant, la région 5'UTR pourrait
constituer une exception car des souches résultant d'échanges supposés de 5'UTR ont été

récemment rapportées(43).
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I11- Epidémiologie des EVs

La distribution des EVs demeure ubiquitaire et globale. L'nomme est le seul réservoir des
souches d’EVS humaines. Certains sérotypes d’EVS sont plus épidémiques que d'autres.
Plusieurs sérotypes peuvent co-circuler pendant une méme peériode et au sein d'une méme
population. Certains persistent pendant quelques années, d'autres sont plus responsables de cas
sporadiques. Certaines souches peuvent survivre sous formes quiescentes pendant une certaine
durée selon le degré d'immunisation de la population puis resurgir quelques années plus tard
apres avoir subi des modifications génétiques.

L'investigation continue des EVs s'inscrit dans une démarche globale de surveillance
épidémiologique, de recherche médicale et de prévention, avec pour objectif d'assurer la santé
publique en détectant rapidement les épidémies, en comprenant I'évolution génétique des virus,
et en développant des stratégies efficaces pour prévenir la résurgence de maladies
potentiellement graves spécialement dans les zones déclarées exemptes de poliovirus. En effet,
il est pertinent de souligner que le réseau mondial des laboratoires polio (GPLN) a confirmé
Iisolement du poliovirus dérivé du vaccin de type 2 (VDPV2) a partir d'échantillons
environnementaux collectés entre Février et Mai 2022 a Londres, au Royaume-Uni. Les
personnes atteintes d'immunodéficience primaire (DIP) peuvent excréter des poliovirus pendant
des périodes prolongées, ce qui pourrait servir de source de transmission cryptique de virus
susceptibles de causer des maladies neurologiques. Dans ce contexte, il a été rapporté la
détection de VDPV associés a I'immunodéficience (iVDPV) chez deux enfants présentant un
DIP asymptomatiques au Royaume-Uni en 2019. Ces cas soulignent I'importance de maintenir
une vigilance continue en matiére de surveillance et de recherche sur les EVs poliomyélitiques
et non poliomyélitiques, en particulier compte tenu de leur persistance potentielle et des risques
associes, méme dans des régions dotées de mesures de santé publique bien établies.

Bien que les EVs soient associés a plusieurs maladies, il est notable qu'il n'existe pas de données
nationales consolidées sur la situation épidémiologique clinique ou environnementale de ces
Virus.

1- Mode de transmission

Les EVs sont résistants dans 1’environnement du fait de I’absence d’enveloppe, ainsi ils peuvent
garder leur pouvoir infectieux pendant des mois dans des conditions de température et de pH
favorables.

La transmission hydrique ou d'origine alimentaire représente la voie oro-fecale classique, ou
I'eau contaminée par des selles constitue un réservoir intermédiaire. L’infection peut étre

transmise par consommation d'eau contaminée, ou d’aliments préparés avec de I'eau
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contaminée ou directement par des personnes porteuses du virus. La transmission des EVs est
fréquente dans les communautés urbaines denses et/ou fermées principalement les créches, les
écoles et les foyers. Ces virus peuvent aussi étre responsables d’infections nosocomiales en

particulier dans les unités pédiatriques(58).
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Figure 11: Modes de transmission des EVs
(http://www.microbes-edu.org/etudiant/picornaviridae2.html)

2- Physiopathologie des EVs
Les EVs peuvent engendrer une variété de maladies, dont la plupart sont asymptomatiques ou
bénignes. Ces virus contaminent le corps par la bouche et les voies respiratoires, puis les
premiers sites de réplication sont établis dans les tissus lymphoides de la muqueuse intestinale
(plaques de Peyer) et du pharynx (amygdales). A partir de ces sites, les EVs se propagent dans
le sang a partir des ganglions lymphatiques cervicaux et mésentériques pour atteindre divers
organes et tissus. L'infection provoque des manifestations cliniques de gravité variable (Figure
12). Les atteintes tissulaires consécutives a la virémie nécessitent un franchissement par le virus

de I’endothélium vasculaire irriguant ces tissus.
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Figure 12: Physiopathologie de l'infection par les EVs: L'infection se déroule en quatre phases
principales : digestive, lymphatique, virémique et neurologique (48).

2-1- Les atteintes cutanéo-muqueuses

2-1-1-Les herpangines

Ce sont des infections de la gorge caractérisées par la présence de vésicules et ulcérations sur
les piliers amygdaliens, la luette et le palais mou, douloureuses lors de la déglutition. Ce sont
des angines veésiculeuses aigues, fébriles et trés contagieuses(59).

Figure 13: Angine vésiculeuse ou herpangine
(https://lwww.msdmanuals.com/fr/professional/maladies-
infectieuses/ent%C3%A9rovirus/herpangine)

2-1-2- Le syndrome pied-main-bouche

Le syndrome pied-main-bouche se caractérise par des éruptions de vésicules sur la plante des
pieds, la paume des mains et dans la cavité buccale. Cette maladie bénigne semble plus
particulierement associée aux EVs de I’espéce A. Lorsqu’elle est causée par I’EV-AT71, elle
peut étre associée a des manifestations séveres voire mortelles : encéphalite, paralysie flasque,

détresse cardio respiratoire(59).
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Figure 14: Lésions caractéristiques du Syndrome main-bouche-pieds
ttps://www.lecourrierdudentiste.com/lepatient/blog/la-maladie-des-pieds-mains-bouche.htm
(https:// I ierdudenti /lepatient/blog/I ladie-des-pied ins-bouche.html)

2-1-3-La conjonctivite hémorragique aigie

La conjonctivite aigué hémorragique (CAH) est une forme épidémique extrémement
contagieuse de conjonctivite caractérisée cliniquement par 1’apparition brutale, en moins de 24
heures, d’un épanchement sanguin au niveau des conjonctives (Figure 14). Dans de rares cas,
les CAH s’accompagnent d’hyperthermie correspondant tout au plus a un fébricule qui
n’excede pas 38°C. L’évolution favorable et sans séquelles survient dans un délai de trois a
cing jours(60). Contrairement aux autres infections a EVSs, la conjonctivite hémorragique aigué
est presque exclusivement associée aux genotypes EV-D70 et CV-A24 (61). La durée de cette

maladie auto résolutive et sans séquelle est de 1 a 2 semaines.

Figure 15: épanchement sanguin au niveau des conjonctives lors d'une conjonctivite
hémorragique aigiie (61)

2-2- Les atteintes musculaires

2-2-1- les affections cardiaques

Les atteintes cardiaques sont le reflet du cardiotropisme des EVs, en particulier des
Coxsackievirus B. Ces derniers sont reconnus comme responsables des myocardites aigués
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nécrosantes (62). L’inflammation peut évoluer vers une myocardite chronique aboutissant a une
cardiomyopathie dilatée.

2-2-2-la pleurodynie epidémique

La pleurodynie épidémique ou maladie de Bornholm est une infection caractérisée par des
douleurs aigués et spasmodiques dans la poitrine ou I'abdomen supérieur accompagnées de
fievre. Elle est généralement associée au Coxsackievirus B qui a été le premier virus identifié
comme agent causal. D'autres agents ont été impliqués dans des épidémies de pleurodynie,
notamment les Echovirus et les Coxsackievirus A (63).

2-3 les atteintes neurologiques

Les EVs peuvent causer des dommages neurologiques en raison de leurs propriétés neurotropes.
Cette neurovirlence est plus ou moins marquée selon le type d’EVS en cause. Les infections
neuromeéningées touchent principalement les enfants de moins de 15 ans et se manifestent sous
forme de trois pathologies cliniques : la méningite aigué, I'encéphalite et la myélite.

2-3-1- Méningite aigle

La méningite aigle, aussi appelée méningite aseptique, présente le tableau neurologique le plus
fréquent parmi les infections neuroméningéesdles aux EVs chez les enfants mais aussi les
adolescents et les adultes(64,65). Elle se traduit par un syndrome méningé le plus souvent
accompagné de fievre, de maux de téte ou de raideur de la nuque. D'autres signes non
specifiques peuvent étre présents, tels que : anoréxie, éruptions cutanées vésiculaires (certaines
sont tres spécifiques, comme le syndrome main-pied-bouche), atteintes respiratoires ou
douleurs abdominales.

2-3-2- Encéphalite

L'encéphalite correspond a des cas sporadiques dont le nombre est probablement sous-estimé.
Ces infections sont souvent associées a une méningo-encéphalite. Contrairement aux
méningites, elles peuvent étre mortelles ou laisser des sequelles neurologiques graves.
L'encéphalite & EVs correspond a une inflammation du parenchyme cérébral et se manifeste
cliniquement par une fiévre, une altération de la conscience et du comportement (allant parfois
jusqu’au coma) et des convulsions. Les EVs sont la deuxieme cause d'encéphalite virale apres
le virus de I'herpés. Des cas d’encéphalite a EVs ont également été rapportés chez des patients
immunodéprimés ou sous traitement immunosuppresseur(66).

2-3-3-Myelite et poliomyelite

La my¢lite survient a cause de I’infection des neurones et provoque une fievre, des céphalées ;
des douleurs abdominales et une paralysie. Il s’agit d’un processus pathologique proche de

I’infection par les souches du poliovirus: la poliomyélite et qui est la plus ancienne des
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entéroviroses humaines connues. Classiquement associée aux trois sérotypes de poliovirus,
seulement 1 a 2 % des personnes infectées par voie digestive développent une forme nerveuse
au cours de laquelle le poliovirus gagne les motoneurones situés dans la corne antérieure de la
moelle épiniere. La destruction de ces motoneurones va aboutir a la survenue d’une paralysie
flasque aigué irréversible d’un ou de plusieurs membres suivie d’une atrophie musculaire, par
ailleurs la destruction des neurones associés aux muscles respiratoires entraine une paralysie
respiratoire et par conséquent le décés du malade(2,66).

Des ¢études ont reportés une diversité importante des especes d’EVs potentiellement
responsables de paralysies flasques par analyse des génotypes retrouvés dans les selles des
patients (67,68)

Figure 16: Images de personnes présentant des séquelles de la poliomyélite. A) : Un jeune homme
avec une paralysie du bras causée par une infection a poliovirus. B) : Une enfant présentant une
déformation de la jambe droite causée par une infection & poliovirus. Source : CDC
(https://www.cdc.gov/polio/what-is-polio/photos.html)
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V- Paralysie Flasque aigue et Poliomyélite

1-Définitions

1-1-  Paralysie Flasque aigte

La paralysie flasque aigué ou PFA, est une maladie rare mais grave qui touche principalement
les enfants entre 2 et 8 ans. Elle affecte le systéme nerveux en particulier la moelle épiniere
aboutissant a une faiblesse des muscles et des réflexes du corps(2). La PFA est I’'un des
symptdémes de la poliomyélite, néanmoins elle peut aussi étre le signe de certaines autres
maladies paralysantes, comme la polyradiculonévrite ou la névrite traumatique. Le syndrome
Guillain Barré, la myelite transverse, I'infection par le poliovirus et d'autres infections (p. ex.,
autres EVs, Campylobacter, etc.) sont des diagnostics différentiels de la PFA. Les enfants se
rétablissent généralement en quelques semaines, mais dans certains cas, la paralysie est
permanente(70).

1-2-Poliomyélite

Le mot « poliomyelite » vient du grec «polios » (gris), « myelos » (medullaire) et du latin «itis»
(inflammation). Il s'agit d'une infection aigué des cellules de la corne antérieure de la moelle
épiniere et de la matiére grise du cerveau. Causée par le poliovirus, un EVs (EVs) de la famille
des Picornaviridae a structure polyédrique. Ces virus sont extrémement résistants et se
propagent facilement. La cible principale est les enfants de moins de 5 ans. C'est un syndrome
clinique qui peut se présenter sous la forme d'une infection subtile ou paralytique. Elle se
caractérise par I'apparition soudaine d'une maladie fébrile aigué avec des symptémes gastro-
intestinaux, divers degrés de dyskinésie, des céphalées et des lésions du motoneurone spinal
conduisant a une paralysie, impliquant généralement les membres inférieurs, les réflexes

nerveux et le maintien de la sensibilité (71)

2- Histoire de la maladie

L’ere égyptienne de la poliomyélite a été démontrée par la découverte de séquelles osseuses
évocatrices de paralysie poliomyélitique chez deux momies : la premiére appartenant a un vieil
homme de la classe dirigeante retrouvée au sud du Caire et qui date de 3700 av. JC ; la deuxiéme
momie est celle du pharaon MinephtahSiptah et qui a régné sur I’Egyptevers 1200 av.JC(72).
Une ancienne stéle égyptienne datant de 1350 av. J.C. illustrant un homme vraisemblablement
en santé mais qui a une jambe amincie probablement due a la polio (figure 17).
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Figure 17: stele égyptienne de —1400 années avant notre ére ’attitude caractéristique d’un scribe
présentant une atrophie asymétrique d’un membre inféricur probablement a cause de la polio.
Source : http://openi.nim.nih.gov

Par ailleurs, ce n’est qu’en 1789 que la maladie a été décrite pour la premiére fois par Michael
Underwood, chirurgien pédiatre anglais le premier a donner une description clinique de la
poliomyélite sous le terme « a debility of the lower extremities». La maladie a été ensuite
appelée « maladie de Heine-Medin » suite a la publication du premier compte-rendu médical
sur la polio rédigé par Jakob Heine (1840) et la premiére étude par Karl Oskar Medin (1890).
Elle a aussi été appelée « paralysie infantile » puisque les épidémies touchaient principalement
les enfants de trés jeune age.

La poliomyélite doit sa premiere description clinique et pathologique a G.Duchenne, médecin
neurologue francais, qui en 1855 produisit des coupes de la moelle épiniére montrant I'atrophie
des cellules de la corne antérieure dans cette condition(73,74). L'hypothese de Duchenne devint
bientdt une réalité prouvée par de nombreux examens microscopiques et c’est grice au
professeur Prévost, neurologue suisse, que le siege de la maladie a été localisé dans les grandes
cellules ganglionnaires des cornes antérieures(75).

Le poliovirus a été découvert en 1908 par Karl Landsteiner et Erwin Popper. Le virus a été
cultivé la premiére fois en 1949 par culture cellulaire réalisée par John Franklin Enders,
Frederick Chapman Robbins et Thomas Huckle Weller et pour laquelle ils avaient remporté le
Prix Nobel en 1954(76). Le genome viral a été cloné et séquence en 1981, et cela a permis,
pour la premiere fois, d'établir des liens entre les cas de poliomyélite et de retracer les

trajectoires du virus ainsi déterminé(48).
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3- L’Initiative Mondiale pour I’Eradication de la Poliomyélite

3-1- Définition

L’Initiative Mondiale pour 1I’Eradication de la Poliomy¢élite (IMEP) est un partenariat public-
privé, créé suite a la résolution adoptée par 1’ Assemblée mondiale pour la Santé d’éradiquer la
poliomyélite, en 1988. Globalement, depuis le lancement de I'IMEP, le nombre de cas de
poliomyélite a baissé de plus de 99 % (Figure 18). De nos jours, le poliovirus sauvage est en

circulation dans seulement deux pays : le Pakistan et I’ Afghanistan.

" 1988 "

* 350000 cas . 7 Cas de PVS type 1
125 pays d'endémie . 2casde VDPV2

« L'Assemblée mondiale de la Santé - 2 pays : Afghanistan et Pakistan
décide d'éradiquer la poliomyélite.

Figurel8: Situation de la poliomyélite dans le monde en 1988 et en 2023
(https://ourworldindata.org/polio)

Parmi les principales missions de I’Initiative Mondiale pour I’Eradication de la Poliomyélite :

a- Immunisation des populations : L'IMEP promeut la vaccination de tous les enfants des la
premiere année de leur vie. Elle organise aussi des campagnes de vaccination a grande échelle
dans les zones ou l'accés aux soins est difficile pour atteindre une couverture optimale afin
d’arréter la transmission du poliovirus. En situation d'épidémie, des professionnels de santé sont
mobilisés pour faire du « porte a porte » dans les zones vulnérables afin de sensibiliser la
population a I'importance de la vaccination et d'administrer le vaccin antipoliomyélitique oral
aux sujets non vaccines.

b- Surveillance épidémiologique de la poliomyélite : elle permet de déterminer les zones de
circulation du virus, que ce soit dans les derniers pays endémiques ou dans les régions ou, en
raison de I’affaiblissement du systéme de santé ou de la faible couverture vaccinale, des

flambees épidémiques de poliovirus derives de souche vaccinale (PVDV) ont été enregistrées.
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3-2- Surveillance des PFA

La surveillance de la PFA est une stratégie importante pour suivre les progres de I'éradication
de la poliomyélite et une mesure sensible pour détecter les cas potentiels de poliomyélite et
d'infection par le poliovirus. L'Organisation mondiale de la santé (OMS) a mis au point un
ensemble d'indicateurs de performance sur la base desquels elle évalue la sensibilité de la
surveillance des cas de PFA dont la définition est comme suit:

«Tout enfant de moins de 15 ans présentant une paralysie flasque aigué, y compris le syndrome
de Guillain-Barré, ou toute personne souffrant d’une pathologic avec paralysie, quel que soit
son age, si I’on suspecte la poliomy¢lite.»

Cette stratégie, qui consiste a examiner tous les cas de PFA, permet d’augmenter la sensibilité
du systéme de surveillance par la détection de toutes les maladies paralytiques, qu’il s’agisse
de cas typiques de poliomyélite ou non, et de fournir des données objectives dot le but est
d’évaluer la qualité¢ de la surveillance pour un pays donné. Les principaux indicateurs du
fonctionnement de la surveillance pour la PFA sont les suivants:

a) Exhaustivité des rapports:au moins 80% des rapports attendus (hebdomadaires ou mensuels)
sur la surveillance de la PFA doivent étre recus, y compris « les notifications zéro » si aucun
cas n'est observé. La répartition des sites doit étre représentative de la géographie et de la
démographie du pays.

b) Sensibilité de la surveillance : chaque année, il faut déclarer au moins 1 cas de PFA non
polio pour 100 000 enfants de moins de 15 ans.

c)Enqguéte complete sur les cas : tous les cas de PFA doivent faire I'objet d'une enquéte clinique
et virologique compléte et, pour au moins 80% de ces cas, les échantillons de selles recueillis
pour la recherche des EVs doivent étre adéquats (deux prélevements de selles sont adéquats
s’ils sont prélevés en quantité suffisante a au moins 24 heures d’intervalle dans les 14 jours qui
suivent le début de la paralysie et acheminés vers le laboratoire en respectant la chaine de froid
et accompagnés de la documentation appropriée).

d) Complétude du suivi: au moins 80% des cas de PFA doivent étre réexaminé pour détecter
une paralysie résiduelle 60 jours apres le début de la paralysie.

e) Fonctionnement des laboratoires : toutes les études virologiques portant sur les cas de PFA
doivent étre effectuées par un laboratoire agréé par le réseau mondial de laboratoires pour la
surveillance de la poliomyélite.

3-3- Réseau mondial des laboratoires de la poliomyélite (RMPL)

Si La surveillance sur le terrain permet de prélever et de transporter les échantillons des cas de

PFA vers le laboratoire, la surveillance en laboratoire permet, quant a elle, de confirmer le type
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de poliovirus, et de fournir les données nécessaires pour étudier le lien entre les virus et les
épidémies et évaluer les progreés réalisés pour interrompre la transmission du poliovirus.
Le RMLP est composé de 145 laboratoires dans 92 pays hiérarchisés en trois niveaux

spécialisés répartis dans les six régions de I’OMS (figure 19)

Laboratoires
mondiaux
spécialisés

Laboratoires régionaux

Laboratoires nationaux

Figure 19: Structure hiérarchisée du réseau mondial de laboratoires pour la poliomyélite

Le laboratoire national de la poliomyélite de I’INH appartient au RMLP et suit les procédures
recommandées par I'OMS pour la détection et la caractérisation des poliovirus provenant des
prélevements de selles des cas de PFA et de leurs contacts. Cette recherche se fait par
I'isolement des poliovirus par culture cellulaire et la différenciation intratypique (DIT) des
poliovirus isolés. Les résultats sont ensuite communiqueés au service de la surveillance
épidémiologique de la Direction d’épidémiologie et de lutte contre les maladies et I’OMS.

Les laboratoires du RMLP sont soutenus par un solide programme d’Assurance Qualité, qui
comprend les tests d'aptitude et 1’accréditation annuelle par 'OMS.

3-4-La certification «sans poliomyélite»

Cette certification confirme que la région est exempte de transmission du poliovirus. Les Etats
membres de I'OMS sont divisés en six régions. La certification est accordée pour une région
mondiale spécifique si tous les pays de cette région ne présentent aucune transmission du virus.
Pour qu’une région soit certifiée sans poliomyélite, trois conditions essentielles sont
requises (77):
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- Aucun PVS n’a été retrouvé dans la région depuis au moins trois ans;
- Pendant cette période de trois ans, le systeme de surveillance en place répondait aux
critéres de qualité définis par ’OMS ;
- durant cette période de trois ans tous les pays doivent répondre aux normes de la
certification, et ce apres la surveillance
- P’achévement du confinement biologique pour tous les stocks de PVS présents dans
les établissements.
Ces critéres témoignent d’une organisation efficace pour détecter toute importation de
poliovirus et parer a toute réémergence dans la région certifiée.
A ce jour, plus de 80% de la population mondiale vit dans des régions qui ont obtenu la
certification « exempte de poliomyélite ». Seule la région EMRO héberge toujours le virus qui
continue a circuler en Afghanistan et au Pakistan.

Région de Région de la
I'Asie du méditérranée de
Sud-Est I'Est

2014

Région
des

Région
Amérique européenne
1994

2002

Figure 20: Régions de I'OMS ayant une certification "sans polio" ou "polio-free"

Au Maroc, la poliomyélite a été pendant longtemps, la cause principale des handicaps
physiques, 289 cas de poliomyélite ont été déclarés entre 1980 et 1989. Depuis, de grands
progres ont été accomplis dans la lutte contre la maladie, mais le risque persistant d’importation
nous impose une grande vigilance a c6té d’une bonne couverture vaccinale contre la
poliomyélite, ces dernieres mesures sont les principaux moyens pour garder notre pays « polio
free ».

4- Agent causal de la poliomyélite

Les virus responsables de la poliomyélite sont classés en deux catégories : les virus sauvages et

les virus dérivés de vaccins.

4-1- Le Poliovirus sauvage
Il existe trois souches immunologiquement distinctes de poliovirus sauvage : le poliovirus

sauvage de type 1 (WPV1), le poliovirus sauvage de type 2 (WPV?2) et le poliovirus sauvage
de type 3 (WPV3). Méme si les trois souches entrainent les mémes symptémes et engendrent

une paralysie irréversible, elles sont toutefois différentes génétiquement ce qui en fait trois virus
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distincts. De ce fait, le programme d’éradication de la poliomyélite a jugé que chaque souche
du poliovirus doit étre éradiquée individuellement(78).

Le poliovirus sauvage de type 2 (WPV2) a été détecté pour la derniere fois en 1999 en Inde, et
le dernier cas de poliovirus sauvage de type 3 a été notifié en 2012 au Nigeria. C’est ainsi que
La Commission mondiale de certification pour I'éradication de la poliomyélite (GCC) a
officiellement déclaré que ces deux virus WPV2 et le WPV3 ont été éradiqués et ce en 2015 et
2019 respectivement(79).

Seul le WPV1 continue a circuler en Afghanistan et au Pakistan en raison de l'insécurité, de

I'inaccessibilité et d'autres problemes (80).
4-2- Le Poliovirus dérivé du vaccin

Les virus contenus dans le vaccin antipoliomyélitique renferme des virus vivants atténués, qui
lors des cycles de réplication, peuvent subir des mutations : la formation de poliovirus dérivés
du vaccin (PVDV) qui vont étre excrétés dans la nature. La circulation de ces poliovirus dérivés
du vaccin dans une population a faible couverture vaccinale peut engendrer, dans de rares
circonstances, des cas de poliomyélite paralytique le plus souvent associés aux PVDV
circulants de type 2 (81).

5- Vaccination anti polio

Deux vaccins antipoliomyélitiqgues sont utilisés a travers le monde: le vaccin
antipoliomyélitique inactivé (VPI) produit en 1955 et le vaccin antipoliomyélitique oral vivant
atténue (VPO) produit en 1961.

5-1- Le vaccin anti-poliomyélitique inactive (VPI) :

Le vaccin anti-poliomyélite inactivé (VPI) est le premier vaccin synthétisé par Jonas Sal k et
renferme des souches inactivées des trois sérotypes de poliovirus. Salk a utilisé le formaldéhyde
pour tuer le poliovirus sans détruire ses propriétés antigéniques. Ce vaccin existe en monodoses
et multidoses adaptés a la vaccination de masse.

Le VPI génére une immunité humorale capable de protéger les sujets auxquels ce vaccin a été
administré mais ne leur confére pas une protection gastro-intestinale cohérente et efficace. Par
conséquent, apres une exposition ultérieure, les personnes ayant regu le VVPI peuvent devenir
des porteurs sains du poliovirus qui sera excrété dans les selles, et ainsi contribuer a sa
propagation (tableau 2). Les pays qui utilisent uniqguement le VVPI dans leur calendrier vaccinal

sont ceux ou le virus de la poliomyélite n'est plus endémique.
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5-2- Le vaccin anti-poliomyélitique oral (VPO) :

A partir du début des années 1960, le \VPI a été remplacé par le vaccin vivant atténué oral (VPO)
fabriqué par Albert Sabin. Le VPO contenait un mélange des trois sérotypesdu poliovirus
atténues : le virus contenu dans le vaccin est vivant capable de stimuler le systéme immunitaire
de ’enfant vacciné mais ne peut causer la paralysie car il a perdu son pouvoir pathogéne.
Malgre son innocuité bien établie, le VPO peut rarement causer une poliomyélite paralytique
associée au vaccin a raison d'environ un cas pour 2,7 millions de doses de VPO(82).
L'utilisation du VPO peut également étre associée a I'émergence rare de poliovirus dérivés de
vaccins (PVDV) ayant une circulation prolongee. Les poliovirus circulants dérives du vaccin
(PVDVc) peuvent émerger dans les zones ou la couverture vaccinale par le VPO est faible.
Depuis I’an 2000, le type 2 du vaccin oral est responsable de la majorité des cas du virus dérivés
du vaccin (cPVDV2) suivi par le type 1 puis en dernier lieu le type 3. En avril 2016,
I’organisation mondiale de la santé (OMS) a retiré le VPO trivalent et I’a remplacé par le VPO

bivalent renfermant les deux poliovirus type 1 et 3.

Tableau 2: Comparaison entre le vaccin antipoliomyélitique oral VPO et inactivé VPI (83)

Vaccin antipoliomyélitique oral (VPO) Vaccin antipoliomyélitique inactivé (VPI)
+ Virus vivant, atténué (affaibli) * Virus tué
* Administré en gouttes * Administré par injection

» Trés efficace pour réduire la transmission dans  * Extrémement efficace
les pays en développement dans le cadrede la  + Utilisé couramment dans les pays développés
stratégie d'éradication

* Bon marché * Plus cher que le VPO

* Facile a administrer » Exige des agents de santé formés

* Assure une immunité mucosale et intestinale * L'immunité est assurée par voie safigainé

* Protége les personnes en contact qui ne sont pas * Aucun risque de PPPV ou de PYDV
vaccinées

Au Maroc, la vaccination par le VPO trivalent a commencé en 1964 et concernait la population
agée de 3 mois a 40 ans. Depuis 2015, le VPI a été introduit pour éviter les cas de paralysies
associees au VPO (83) et en 2016 le VPO trivalent a été remplacé par le VPO bivalent(84).
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V-Diagnostic des infections a poliovirus et EVs non poliomyelitiques

Le diagnostic virologique repose sur la mise en évidence d’un des composants de la structure
du virus (diagnostic virologique direct) ou de la réponse du systéme immunitaire de 1’hote a
I’infection virale (diagnostic virologique indirect). Le diagnostic indirect n’a pas d’intérét pour
les infections a EVs en raison de la diversité antigénique importante des EVs et du risque de
survenue de réactions croisees. Par ailleurs, une meilleure connaissance de la structure du
génome des EVs a aboutit au développement de techniques directes par détection du génome
viral. L’avénement de techniques moléculaires ayant une meilleure sensibilité et spécificite et
plus rapides a conduit a des avancées majeures aussi bien dans les pathologies aigués que dans

les infections chroniques liées aux EVs.

1- Isolement du virus par culture cellulaire
La culture cellulaire permet d'isoler les souches virales sur les échantillons cliniques (LCR,

selles, prélevement naso-pharynge). Les échantillons possédant la sensibilité la plus élevee sont
les échantillons de selles et les prélevements rectaux. L’excrétion fécale est souvent
intermittente et plusieurs échantillons doivent étre collectés a 24-48h d’intervalle, elle
commence quelques jours apres l'infection et peut se poursuivre pendant des semaines, en
particulier avec les virus de la polio et de la coxsackie, bien qu'elle dépasse rarement un mois
avec les échovirus.

Les EVs ne peuvent étre facilement différenciés par leur croissance en culture cellulaire, tous
produisant un effet cytopathique similaire. Une fois qu’un agent cytopathique a été isolé en
culture cellulaire, des tests sérologiques ou un séquencage d’ADN doit étre realisé afin
d’identifier le sérotype. En raison du nombre de souches potentielles, les tests de neutralisation
a I’aide d’anticorps spécifiques sont peu satisfaisants.

Les tests de neutralisation sont généralement utilisés & des fins épidémiologiques tels que la
détermination de I'exposition et de I'immunité d'un groupe de population a différents EVs, y
compris les réponses a la vaccination contre la poliomyélite. Ces tests demandent beaucoup de
travail et les résultats sont rarement disponibles en moins de 3-4 jours. lls ne sont plus trés
répandus, bien que les tests spécifiques du poliovirus peuvent étre utilisés pour enquéter sur des
cas possibles de cas de poliomyélite.

2- Sérologie
La serologie consiste a rechercher des anticorps spécifiques contre les EVs. Ceci est limité par

la diversité des sérotypes et le manque d'antigénes du groupe EVs, augmentant le risque de

réactivité croisée. La méthode utilisée est le test de neutralisation. Il est basé sur le blocage de
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I'infectivité du virus avec des antiserums. Il existe d'autres techniques telles que la fixation du
complément et les tests d'agglutination qui ne sont plus recommandées. Deux sérums sont
nécessaires, un au début de l'infection et un a 3-4 semaines d'intervalle. Les sérums sont testés
simultanément pour la séroconversion ou des changements significatifs dans les titres
d'anticorps entre les deux. Une limitation de cette méthode est la présence d'anticorps lors de
I'échantillonnage précoce, ce qui peut interférer avec linterprétation des résultats.
La séroconversion est basée sur la détection des IgM par la technologie ELISA. Bien qu'elle
soit principalement utilisée dans les études épidéemiologiques, la réactivité croisée entre les

sérotypes complique l'interprétation des résultats.

3- Diagnostic moléculaire
Des sondes ADN complémentaires fabriquées par transcription inverse de I'ARN génomique
purifié du virus Coxsackie B ont été utilisées pour détecter 'ARN de I'EVs dans des cultures
cellulaires infectées, des souris infectées et des biopsies de tissus humains. Bien que préparées
contre un seul sérotype du virus Coxsackie B, les sondes comprenaient des sequences d'ARN
qui sont hautement conservées parmi les EVs et sont donc spécifiques d'un groupe. Elles ont
été utilisées pour détecter 'ARN des EVs, a la fois dans des extraits d'/ARN de tissus et par
hybridation in situ, bien que le virus infectieux ou I'antigéne viral soit rarement détecté dans ces
tissus. LA PCR est techniquement plus simple et plus rapide que les méthodes d'hybridation de
I'acide nucléique. Cette méthode est donc mieux adaptée au diagnostic viral. L’identification de
séquences extrémement conservées dans la région non codante 5'UTR du génome des EVs a
permis la conception d'amorces PCR qui permettent de détecter la plupart des EVs(85) et de
nombreuses études ont montré que la PCR des EVs est plus sensible que la culture virale pour
la détection des EVs dans divers échantillons cliniques. Dans de nombreux laboratoires de
diagnostic, I'examen du LCR par PCR des EVs a remplacé l'isolement du virus pour le
diagnostic de la méningite a EVs, ce qui laisse entrevoir la possibilité d'un diagnostic plus
rapide, susceptible d'avoir un impact plus important sur le traitement du patient. La PCR des
EVs est également utile pour le diagnostic des infections néonatales et de la myocardite a

EVs(61,85) si I'on dispose de tissus de biopsie ou d'autopsie.

Ces protocoles PCR sur les EVs ne permettent pas I'identification sérotypique. Il est toutefois
nécessaire de différencier les EVs polio des EVs non polio pour l'investigation des cas suspects

de poliomyélite et surveiller la circulation des poliovirus sauvages dans les régions endémiques.

37



Des tests pour la différenciation intratypique des poliovirus sauvages et des poliovirus de
souche vaccinale sont disponibles dans les laboratoires de référence de I'OMS pour les
poliovirus. Ces dernieres années, plusieurs groupes ont décrit des systemes de "sérotypage
moléculaire™ dans lesquels les régions codantes de la capside des isolats d'EVs sont amplifiées
et séquencées. La comparaison de la séquence avec des séquences publiées de serotype connu

permet de déduire le sérotype de I'isolat recherché (12,87).
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Chapitre 2 :

Fondements Ethiques et Méthodologiques
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I. Considération éthique

Cette étude constitue une composante de I'Initiative mondiale pour I'éradication de la
poliomyelite. Elle n'a pas impliqué de cas humains, mais a utilisé les échantillons de selles
récoltés chez des patients atteints de paralysie flasque aigué dans le cadre des activités de
surveillance routiniere de la poliomyélite. Toutes les caractéristiques éthiques et techniques ont
été approuvees par I'OMS et le Ministére de la santé et de la protection sociale de notre pays.
Le protocole et le consentement oral faisaient partie des activités de surveillance routiniére
recommandées par le Comité directeur de 'OMS et sont conformes a toutes les réglementations
nationales pertinentes protégeant les sujets humains.

Toutes les informations collectées dans le présent travail de thése sont anonymes et non

identifiants pour 'utilisateur.

1. Type d’étude:
11 s’agit d’une étude transversale descriptive utilisant les données épidémiologiques des patients

recus au niveau du laboratoire national de référence de la poliomyélite de I’Institut National
d’hygiéne.

En effet, la surveillance des PFA repose sur deux systemes complémentaires :

la surveillance épidémiologique: Animée par la Direction de I'Epidémiologie et de la Lutte
contre les Maladies (DELM), tout cas notifié est déclaré au SSE qui récolte les données relatives
a I’age, la date de début de la maladie, la date de la derniere dose de VPO, les symptomes
accompagnant la paralysie,

la surveillance virologique: concerne le recueil des prélevements de selles au niveau du
laboratoire et la réalisation des analyses selon 1’algorithme de I’OMS pour I’identification du

Poliovirus.

I11. Population de I’étude

Cette étude a été réalisée sur des prélévements de selles d’enfants de moins de 15 ans présentant
le syndrome de la paralysie flasque aigle appartenant a différentes provinces du Maroc dont les
prelévements étaient réalisés dans les 14 jours qui suivent la survenue de la maladie et recus au

laboratoire dans les 72 heures.
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IVV- Conception de I'étude

Dans le cadre de cette étude, la conception méthodologique repose sur une approche visant a
explorer et a documenter les caractéristiques des cas de PFA. La collecte de données s'effectue
de maniere exhaustive a partir du registre du laboratoire, qui constitue une source fiable des
renseignements cliniques. Le résultat principal de cette étude vise a quantifier le nombre de cas
enregistrés, fournissant ainsi une base solide pour I'analyse épidémiologique de la pathologie.

De plus, I'étude vise a répertorier les virus isolés par culture cellulaire chez ces patients.

Le constat d'un faible taux d'entérovirus isolés chez les enfants présentant une PFA motive une
exploration approfondie. Afin de combler cette lacune, une recherche des entérovirus est
entreprise dans les échantillons de selles qui se révelent négatifs en culture cellulaire (n=225),
en utilisant des méthodes moléculaires. Ces échantillons ont également été soumis a des
recherches spécifiques visant a détecter la présence d'Adénovirus. Cette démarche a été
entreprise dans le but de déterminer une éventuelle association entre les Adénovirus et le
syndrome de la paralysie flasque aigué (PFA). Cette investigation complémentaire vise a élargir
la portée de I'étude en examinant la possible implication des Adénovirus dans la pathogenese
de la PFA, fournissant ainsi une vision plus compléte et nuancée des agents viraux potentiels

associes a cette condition neurologique.

Dans un second lieu, Les échantillons positifs en entérovirus, qu'ils aient été isolés par culture
cellulaire (n=36) ou détectés par rRT-PCR dans les selles initialement négatives en isolement
viral (n=51), sont ensuite soumis au typage moléculaire. Cette démarche vise a approfondir la
compréhension des entérovirus associés a la PFA, permettant ainsi une caractérisation plus

précise des souches virales impliquées dans cette pathologie.

V1. Approche méthodologique:

1. Culture Cellulaire

767 échantillons de selles de cas de PFA ont été recus au laboratoire durant la période 2017-
2021. Les prélévements de selles sont pré-traités par PBS-Chloroforme, puis inoculés sur les

deux lignées cellulaires RD et L20B pour I’isolement viral.
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2. Extraction de PARN et de ’ADN viraux

L'extraction automatisée de I'ADN et de I'ARN viraux a été réalisée en utilisant le systeme
Qiagen Qiacube avec le kit AllPrep DNA/RNA Mini Handbook (Qiagen).

La concentration des acides nucléiques extraits a été quantifiée a I'aide d'un spectrophotomeétre
UV (Nanodrop, Thermofisher, Etats-Unis).

3. Détection Moléculaire des Entérovirus et Adénovirus

LarRT-PCR (rétrotranscriptase suivie par PCR en temps réel) pour la détection des Entérovirus,
dans les selles négatifs en culture cellulaire, a été réalisée par deux techniques :
a- Kit O-DiaENT™ de Diagenode pour la détection des Entérovirus (Article 3) sur le
systeme QuantStudio 5.
b- rRT-PCR sur le systtme ABI7500 en utilisant les amorces EV2 (5’-
CCCCTGAATGCGGCTAATC-3), EVI1 (5’- GATTGTCACCATAAGCAGC- 3’) et
la sonde (FAM-CGGAACCGACTACTTTGGGTGTCCGT-TAMRA) (Article 4)
La PCR en temps réel pour la détection des Adénovirus sur ces mémes échantillons a été

réalisée par le kit R-DiaADV de Diagenode sur le systeme QuantStudio 5 (Article 3).

4. Séquencage Sanger des Entérovirus

Le typage des Entérovirus utilise deux gene : la SUTR (région non codante) et une partie du
gene de ’enveloppe VP1 (Article 4).

Une RT-PCR en deux étapes a été utilisée pour la formation de I’ADN complémentaire a partir
de ’ARN des Entérovirus (isolés sur cellules RD ou détectés par rRT-PCR pour les cultures
négatives). La transcriptase inverse utilise une amorce HeptaN (NNNNNNN) et la PCR utilise
un couple d’amorce UG52/UC53 pour la SUTR (CAAGCACTTCTGTTTCCCCGG /
TTGTCACCATAAGCAGCCA) et AMDH/GDCL pour la premiére PCR de la VP1
(GCIATGYTIGSIACICAYVT / ARIABICCICCRCARTCICC) et 222/224 pour la deuxiéme
PCR (GCIATGYTIGSIACICAYVT / CICCIGGIGGIAYRWACAT).

Les produits de la PCR sont visualisés sur un gel d’éléctrophorése a 2% avec 0.5 ug/ml de
bromure d’éthidium.

La purification des produits de la PCR a été réalisée par I’ ExoSAP-IT® (Applied
Biosystems™) puis dirigés pour le séquencage par le kit BigDye terminator v3.1 (Applied
Biosystems) sur le séquenceur capillaire ABI Prism 3130 (Applied Biosystems).
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Les amorces utilisees pour la réaction de séquence sont UG52/UC53 pour la SUTR et 222/224
pour la VP1.

5. Séquencage Haut Débit (NGS)

Le séquencage du génome entier des Entérovirus a eté réalisé dans le centre collaborateur OMS
de I’'Institut Pasteur de Paris sur la plateforme PIBNET (Pasteur International Bioresources
Network, Institute Pasteur Paris). Les séquences sont obtenues sur le systeme Illumina NextSeq
HiSeq (Article 4).

6. Analyse des séquences

L’analyse des séquences obtenues a été réalisée a I’aide du logiciel SeqScape v2.7 d’Applied
Biosystems. Le type des EVs a éteé déterminé, en comparant les séquences de la région non-
codante 5’UTR et de I’enveloppe VP1 obtenues aux séquences de la méme région publiées dans
la base de données GenBank. Les types d'EVs sont definis sur la base d'une similarité de
séquence nucléotidique supérieure a 75% et d'une similarité de séquence en acides aminés

supérieure a 85% par rapport a une souche prototype.
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Chapitre 3:

Etude épidemiologique des paralysies flasques aiguies
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I- Etat des lieux de la poliomyélite et impact de la Covid19 sur I’éradication du

poliovirus

Dans le cadre de ce travail de recherche ; nous avons réalisé une revue sur le programme de
I’éradication de la poliomy¢élite lancé en 1988 durant I’assemblée générale de la santé et qui a
joué un role important dans la limitation de la transmission du poliovirus sauvage (PVS) a
travers le monde. En effet, et depuis le lancement de ce programme, les cas de poliomyeélite a
baissé de 350000 cas en 1988 a seulement deux cas de PVS de type 1 en début de I’année 2021
dans les deux pays de la région EMRO (le Pakistan et I’ Afghanistan) ou la circulation du virus
n’est toujours pas interrompue.

Le poliovirus, qui est un EVs appartenant a la famille des Picornaviridae, existait sous forme
de 3 types (1, 2 et 3) de caractéres génétiques et immunologiques différents ce qui implique que
I’¢éradication doit concerner chaque virus indépendamment de 1’autre. Le dernier cas de
poliomyélite causée par un poliovirus de type 2 a été détecté dans le nord de I'Inde en 1999, et
la déclaration de I’éradication du virus poliomyélitique sauvage de type 2 a eu lieu en septembre
2015. Le dernier cas de poliomyélite causée par un poliovirus de type 3 a été notifié au Nigéria
en 2012 et son éradication a été déclarée en octobre 2019.

En 2020, I’épidémie due au coronavirus (Covid-19) a eu un impact considérable sur les
systemes de santé du monde entier qui étaient a la fois confrontés au défi de répondre aux
besoins des patients atteints de Covid-19 et de gérer les autres programmes de santé, y compris
le programme d'éradication de la poliomyélite afin de prévenir le risque de réintroduction de la
poliomyélite dans les pays ou la circulation du poliovirus a été interrompue.

L'impact de la pandémie de Covid-19 sur la surveillance de la poliomyélite a été évalué par la
Commission européenne en comparant les données de surveillance entre janvier et septembre
2019 a la méme période durant I’année 2020. Une diminution du nombre de cas de paralysie

flasque aigué (PFA) déclarés et le délai de collecte des deux selles pour la recherche du

poliovirus a augmenté. Les vaccinations infantiles, y compris le vaccin antipoliomyélitique, ont

45



été interrompues en Afghanistan et au Pakistan, pays ou la transmission virale est toujours
active.

En revanche, la pandémie de Covid-19 a créé des opportunités pour accroitre conjointement
I'efficacité des activités d'éradication de la poliomyélite et promouvoir I'intégration des services
de santé. Par exemple, le déploiement mondial des vaccins Covid-19 offre I'occasion de
renforcer la demande pour les deux types de vaccins. La Région de I’ Afrique a été déclarée
polio-free en aolt 2020, en plein milieu de la pandémie. Toutefois, les réseaux de lutte contre
la poliomyélite se sont rapidement adaptés a la situation mondiale du Covid-19. Une nouvelle
stratégie d'éradication de la poliomyélite (2022-2026) a été élaborée pour répondre a I'objectif
d'éradication de la poliomyélite et adaptée a la situation mondiale de laCovid-19.

Dans notre nation, le fonctionnement du laboratoire de surveillance des paralysies flasques a
dépendu de la notification des cas, une activité qui a connu une diminution significative pendant
la pandémie. Le personnel du laboratoire a continué a remplir ses missions, tout en s'intégrant
aux activités de dépistage de la Covid-19 au sein du département de virologie, et ce jusqu'a la
levée de I'état d'urgence dans le pays. De méme, et malgré les conditions de confinement lors
de la Covid-19, les services de vaccination ont persévéré dans leur mission de servir la
population infantile afin de maintenir une couverture vaccinale adequat, dont le vaccin
antipoliomyelitique. Cette culture vaccinale préexistante a joué un rdle essentiel dans le
développement de la vaccination contre la COVID-19, désormais accessible & I'ensemble de la
population.

La revue rapportant ces données intitulée « Eradiation Polio : progressaffected by Covid 19
pandemic » a été publiée le 1% Juillet 2023.dans le journal International Journal of
BiologyPharmacy and Allied Sciences.L’article tel qu’il a été publié est reporté sur la page qui

Suit.

46



LIBPAS, July, 2023, 12(7): X-X
ISSN: 22774998

I
J  International Journal of Biology, Pharmacy
' and Allied Sciences (IJBPAS)

‘A Bridge Betusen Labarmory md Rmder’

£ —

ERADICATING POLIO: PROGRESS AFFECTED BY COVID 19 PANDEMIC

LEMRABET $"%", FILALI-MALTOUF A%, MEDRAOUI L* AND OUMZIL H"?

1: Virology Department, National Institute of Hygiene, Ministry of Health, Rabat, Morocco
2: Microbiology and Molecular Biology Team, Research Center for Plant and Microbial

Biotechnology, Biodiversity and Environment, Faculty of Sciences, Mohammed V University in

Rabat, Morocco
3: Pedagogy and Research Unit of Microbiology and Genomic Center of Human Pathologies, School
of Medicine and Pharmacy, Mohammed V University in Rabat, Morocco
“Corresponding Author: Dr. Sanae Lemrabet: E Mail: sanae.lem@gmail.com

Received 14 July 2022; Revised 20'™ Sept 2022; Accepted 2™ Nov. 2022; Available online 1" July 2023

https://doi.org/10.31032/1JBPAS/2023/12.7.7319

ABSTRACT

Since the 1988 World Health Assembly (WHA) resolution to eradicate polio, considerable
progress has been made in ending the transmission of wild poliovirus throughout the world.
The number of polio endemic countries in the world fell from over 125 in 1988 to just two
countries in the Easter Mediterranean Region EMRO after the Polio-free declaration of the
remaining five WHO regions. Cases of paralytic polio have declined enormously, from some
350000 cases in 1988 to only 2 cases in 2021. Wild poliovirus type 2 (WPV2) was last
detected in 1999, WPV type 3 (WPV3) in 2012, and WPV type 1 is still endemic in Pakistan
and Afghanistan.

The recent coronavirus disease (COVID-19) pandemic has had an immense impact on health
systems around the world, which must face the challenge of simultaneously meeting the needs
of COVID-19 patients and managing other programs including the polio eradication program.
This review presents the epidemiology of the poliovirus, progress for the polio eradication

and the impact of the COVID-19 pandemic on the objectives of the GPEL.

Keywords: Global Eradication Poliomyelitis Initiative; Acute Flaccid Paralysis;
Poliovirus; COVID-19
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INTRODUCTION

Prior to the launch of the Global Polio
Eradication Initiative (GPEI) in 1988, polio
left more than 350,000 children paralyzed
125 countries. Today, only WPVI

continues to circulate in two countries:

n

Afghanistan and Pakistan [1].
GPEI

eradication: a/ Routine immunization: In

defines four pillars of polio
worldwide immunization programs, oral
polio vaccine (OPV) and at least one dose
of injectable inactivated poliovirus vaccine
(IPV) b/

Supplementary immunization: “National

are  routinely  used.
Immunization Days” are organized to
provide supplementary doses of oral polio
vaccine to all children under five years old.
¢/ Surveillance: Active surveillance for
wild poliovirus by reporting all cases of
acute flaccid paralysis in children under 15
years old and laboratory confirmation of
d’ Targeted

campaigns: Targeted “mop-up” campaigns

infection. “mop-up”

once wild poliovirus transmission is
restricted to a specific focal area [2].

Childhood vaccinations, including the polio
vaccine, have been halted in Afghanistan
the COVID-19

pandemic struck in March 2020 to avoid the

and Pakistan since
risk of disease transmission within the
community and left 50 million children

without their polio vaccine [3].

In the middle of the global COVID-19
pandemic, African region was certified
polio free on August 25, 2020 [4]. And in
2021, only two WPV cases were reported
in Afghanistan (one case) and Pakistan (one
case).

The occurrence of the COVID-19 pandemic
and the measures put in place for its
elimination provide an opportunity to
recognize the value existing infrastructure
to eradicate polio and ensure its long-term
sustainability. This is how the extensive
polio networks were rapidly adapted to the
COVID-19 context |5).

Poliovirus:

Poliovirus is a representative member
within the Picornaviridae, a family that
contains many human and animal
pathogens. All three serotypes of poliovirus
cause paralytic disease. The viral genome, a
single-stranded RNA with positive polarity
and 7.1-7.2 kb long is enclosed in a
nonenveloped capsid comprising 60 copies

of four different polypeptides arranged with

icosahedral symmetry [6].
Poliovirus replication is rapid, as up to
10,000 infectious virus particles are

released upon cell lysis and death at 6 h
post-infection. This rapid rate of cellular
destruction accounts for the sudden onset of
(AFP)

poliovirus infects motor neurons [7).

acute flaccid  paralysis when
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Poliomyelitis:

Poliomyelitis, commonly shortened to polio
1s an acute viral infection that influences the
motor neurons within the spinal cord and
brain leading to the classic manifestations
of paralysis |8]. Polio is transmitted by the
fecal-oral route. Shedding the virus in the
stool makes polio a highly transmissible
disease. Maximum
observed 2-3 days before and 1 week after

symptom onset. The spread is rapid in areas

virus  shedding is

with poor sanitation, especially among the
non-immune population. The spread of the
virus is mainly observed during the summer
months in temperate regions [9].

In the prevaccine era, polio had a virtually
worldwide distribution, and nearly all
young children in endemic areas were
infected early in life. WPV is associated
with widespread outbreaks and WPV2 and
WPV3 with more localized circulation [10].
AFP surveillance:

In order to achieve polio eradication, WHO
has recommended that countries carry out
surveillance of AFP cases, which allows
to be identified and wild
imports be

Performance indicators established for AFP

new  cases

poliovirus to detected.
surveillance require that all AFP cases be
reported and investigated as prospective
polio cases, including collection of 2 stool
samples 24 hours apart and within 14 days
following the onset of paralysis [11].

Poliovirus vaccines:

Poliovirus infections have been effectively
controlled in many parts of the world since
the late 1950s by the use of two vaccines,
one inactivated (IPV) developed by Jonas
Salk [12], the other attenuated (OPV)
developed by Albert Sabin [13].

In a number of countries, OPV 1s used
instead of IPV for several reasons included
OPV, of

administration, relative availability of 1PV,

reduced cost for ease
and perceived increased efficacy of OPV in
protecting the vaccinees from intestinal
infection and in  immunizing  the
unvaccinated by contact spread [14].
However, the attenuated virus in the OPV
vaccine can undergo genetic changes during
replication, leading to vaccine-derived
poliovirus (VDPV) infection in populations
with low vaccination coverage, and which
can cause polio-like paralysis [15].

The use of monovalent OPV of sabin strain
type 2 (mOPV2) is reserved for responses
to VDPV2 outbreaks. The updated GPEI
Polio Eradication Strategy 2022-2026
includes expanded use of the type 2 novel
vaccine  (nOPV2) -

oral  poliovirus

genetically stabilized -to avoid new
emergences of VDPV2 during outbreak
responses |16].

Global Polio eradication initiative:

Global is defined as "the

worldwide absence of a specific pathogen

eradication

in nature as a result of deliberate control

efforts which may be discontinued when

ITBPAS, July, 2023, 12(7)
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the agent is deemed to no longer present a
significant risk from extrinsic sources. eg
smallpox” [17]. WHO launched the GPEI at
1988 during the World Health

Assembly, a year when 125 countries

the

around the world were still reporting
endemic polio. Polio eradication can be
completed for a number of reasons
including: (a) the existence of an effective,
inexpensive and easy to administer polio
vaccine (b) the absence of an animal
reservoir since humans are the only host of
the virus and (¢) polio gives immunity to
long term and there are no long-term
carriers of the disease [8].

Global certification:

WHO has established a formal process for
the certification of polio eradication,
modeled on the International Smallpox
Until

beginning of 2020, four regions were

Certification ~ Commission. the
certified polio-free: the Americas in 1994,
the Western Pacific in 2000, Europe in
2002, and South-East Asia in 2014, No
indigenous WPV has been detected in these
regions posteertification. On August 25,
2020 African region was certified polio
free; right in the middle of a global
COVID-19 pandemic [17].

Following the certification of the African
Region as free of wild poliovirus, the
Eastern Mediterranean Region is the only
region in the world still harbouring wild

poliovirus.

Impact of COVID-19 pandemic on Polio
surveillance

Health polio
eradication have been impacted by the onset
of the COVID-19 pandemic. As a result, the
risk of re-introduction of polio has probably

programs  including

increased.
The impact of the COVID-19 pandemic on
polio  surveillance

was assessed by

comparing surveillance data  between
January and September 2019 to the same
period in 2020. The number of cases of
acute flaccid paralysis (AFP) reported
worldwide decreased by 33% and the
average number of days between the second
stool collected and reception by the
laboratory increased by 70%. Continued
analysis of AFP case reporting and stool
collection is critical to ensure timely
detection and response to interruptions of
polio surveillance [18].

Childhood vaccinations, including the polio
vaccine, have been halted in Afghanistan
since the COVID-19

pandemic struck in March 2020 to avoid the

and Pakistan

risk of disease transmission within the
community [19].

In contrast, the COVID-19 pandemic has
created opportunities to jointly increase the
effectiveness of polio eradication activities
and promote the integration of health
services. For example, the global rollout of
COVID-19
opportunity to build demand for both

vaccines  provides  an

I7BPAS, July, 2023, 12(7)
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COVID-19 and polio vaccines. Thousands
of polio eradication officers around the
world continue to play a critical role in
implementing COVID-19 responses in
countries. Maintaining these partnerships
will be important to eradicate WPVI1 and
of VDPV
addressing other health priorities |5, 16].

Despite the COVID-19 pandemic, efforts

continue to be made to end polio. Africa

end transmission while

was certified polio free in August 2020 [4].
As of August 3, 2021, one WPV case was
reported in Afghanistan in 2021, a 97%
decrease compared with the first 6 months
of 2020. And one WPVI case has been
reported during January-June 2021 in
Pakistan, a 98% decrease from the 60
WPVI1 cases from during the same 2020
period [16].

As health systems around the world focused
on addressing the pandemic of COVID-19,
the GPEI launched an intensive review to
identify barriers to eradication and develop
a new strategy to achieve the goal of: a
polio-free world. The program then had to
list the challenges faced in the years leading
up to COVID-19 and define solutions that
will work in a world perhaps forever altered
in the wake of COVID-19 [20].

Polio eradication strategy 2022-2026:
GPEI is focusing efforts on two goals: a)
interrupting persistent WPV transmission
in Pakistan and Afghanistan, and b)
stopping all current outbreaks of VDPV2.,

To reach the first goal, the GPEI plans to

limit  poliovirus circulation to core
reservoirs and shared corridors  of
transmission and then interrupt all

poliovirus within the reservoirs by 2023,
with the global eradication of all wild
poliovirus certified by 2026. The program
continues to progress to stop transmission
of VDPV2 [20].

By 2026, the GPEI plans to end VDPV2
and the validation of the absence of VDPV2
in all foci of the current epidemic by
moving to an emergency management
structure with clearly defined roles and
responsibilities, and strengthening regional
for sensitive
high-quality
response. Innovative tools and methods, as

and national capacitics

surveillance and  rapid,
well as new partnerships, will be sought to
strengthen outbreak response operations
[16].
The

describes the roadmap for maintaining a

Post-Certification  Strategy  (PCS)

polio-free world. including containment,
vaccination with appropriate polio vaccines,
outbreak

of Action

surveillance  and
response. A Global Plan
(GAPIII), has been developed by WHO

outlining the containment requirements for

poliovirus

poliovirus to minimize the risk associated
with poliovirus installations after wild
poliovirus cradication and cessation of
administration of poliovirus. oral polio

vaccine |20, 21].

IFBPAS, July, 2023, 12(7)
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CONCLUSION sheet-20191113.pdf. Accessed
In the first half of the 20th century, as September 2nd, 2021,

smallpox began to disappear, polio |2] Centers for Disease Control and

(infantile paralysis) was the disease most
feared in resource-rich countries.

Actually, only Pakistan and Afghanistan
wild
poliovirus typel (WPV1). The WPV2 was
eradicated in September 2015, and the
WPV3 was eradicated in 2019,

Since the outbreak of the COVID-19
March 2020,

have endemic transmission of

routine
been
interrupted, leaving 23 million children

pandemic  in

vaccination  campaigns  have
worldwide without basic immunization and

causing new epidemics  of  VDPV.

However, the extensive polio networks

were rapidly adapted to the COVID-19

worldwide. New polio eradication strategy

has been developed to respond to the polio

eradication goal and adapted to the global

COVID-19 situation.
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I1- Evaluation de la surveillance virologique des paralysies flasques aigiies au Maroc

Ce travail porte sur ’analyse des données de la surveillance virologique des PFA dans notre pays
pendant une période de neuf ans (2010-2018). L'objectif de la surveillance de la PFA est d'enquéter
de maniére exhaustive et de signaler tous les cas de PFA chez les enfants de moins de 15 ans dans
le cadre du programme d’éradication de la poliomyélite. Au Maroc, le dernier cas de poliomyélite
due au poliovirus sauvage a été notifié en 1989et aucun cas de poliomyélite n'a été signalé depuis.
C’est ainsi que notre pays a eu la certification « polio-free ou exempt de poliomyélite » par 'OMS
en 2015.

Une évaluation descriptive et rétrospective des cas de PFA enregistrés systematiquement au
Laboratoire national de référence pour la poliomyélite entre 2010 et 2018 a permis d'évaluer

I'efficacité du systeme de surveillance..

La définition de cas utilisée pour une atteinte de PFA était la suivante : tout enfant de moins de 15
ans présentant une faiblesse d'un ou de plusieurs membres. Pour ces cas, I’investigation est réalisée
sur un prélevement de selles adéquat. Un échantillon de selles adéquat consiste en deux
échantillons de selles prélevés a 24-48 heures d'intervalle, obtenus dans les 14 jours suivant
I'apparition de la paralysie et transportés en respectant la chaine du froid (a4 °C) dans les 72 heures

apres la premiere selle.

Pendant la période de 1’étude (2010-2018), le nombre de cas de PFA notifiés et dont les
échantillons de selles ont été envoyés au LNRP et analyseés était de 978 cas. Les prélevements sont
accompagneés de formulaires d'enquéte standardisés recueillis dans le cadre de la surveillance de
routine. 57,06 % de ces cas avaient moins de cing ans et 56,65 % étaient de sexe masculin. Le

statut vaccinal était connu pour 62% de ces enfants.

L'OMS a établi des indicateurs de performance minimaux qui devraient étre utilisés pour garantir
la qualité de la surveillance de la PFA.

Le taux de cas de PFA non polios pour 100 000 enfants de moins de 15 ans doit étre supérieur a 1
pour 100 000 enfants pour les pays a faible risque d’importation du poliovirus. Dans notre étude
ce taux variait de 0,84 en 2011-2015 & 2,29 en 2018. Une amélioration considérable dans la

notification des cas de PFA a été enregistrée et ce grace a des formations de sensibilisation des
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animateurs de la surveillance sur I’importance des enquétes actives afin de notifier tous les cas de

PFA indépendamment du diagnostic pré-établi par le clinicien.

Les indicateurs d'adéquation des prelevements de selles restent faibles et doivent étre améliorés
par le respect du délai d’acheminement des prélévements et le maintien de la chaine de froid lors
du transport des échantillons. En effet, la chaine de froid est évaluée par le taux des EVs non polio
isolés par culture cellulaire et qui doit étre supérieur a 10% alors que la moyenne annuelle de ce

taux dans notre laboratoire ne dépassait pas 6,35 %.

Des cas de poliomyélite paralytique associée au vaccin oral sont détectés par culture cellulaire et
confirmés par deux tests fournis par le CDC : différenciation intratypique pour le poliovirus (ITD
Poliovirus rRT-PCR) qui établi un diagnostic sur le type de poliovirus isolé et VDPV rRT-PCR
pour déterminer s’il s’agit d’une souche vaccinale ou d’un poliovirus dérivé du vaccin. En effet,
et malgré leurs différentes propriétés, le vaccin antipoliomyélitique inactive (VPI) et le vaccin
antipoliomyelitique oral trivalent (VPO a poliovirus type 1; 2 et 3) ont tous deux contribué a
accélérer le déclin de la poliomyélite paralytique dans les pays. Le VPO est le plus utilisé dans les
pays a faible revenu en raison de son prix abordable, de sa facilité d'utilisation et d'autres qualités,
mais l'absorption variable des vaccins et l'affaiblissement des réponses immunitaires di aux
mauvaises conditions d'hygiene ont limité I'impact. Le VPO type 2 a engendré des épidémies de
paralysie poliomyélitique associée a ce vaccin raison pour laquelle il a été coordonné au niveau
mondial d’introduire le VPI dans le calendrier vaccinal a I’age de 4 mois en 2015 et de passer du

VPO trivalent au VPO bivalent (type 1 et 3) en 2016.

La couverture vaccinale étant trés bien maintenue dans notre pays a contribué en 1’absence de

circulation de poliovirus dérivés du vaccin (VDPV) dans notre population.

Bien que les taux de PFA non polio aient augmenté pour atteindre les criteres de I'OMS,
I'adéquation globale des selles et le taux d'EVs non polio doivent étre améliorés. Indépendamment
de la culture cellulaire, les laboratoires peuvent utiliser des techniques alternatives pour s'assurer

qu'ils ne passent pas a coté de cas importés de poliovirus surtout en cette ére d'éradication.

Les résultats de cette étude ont été publiés dans la revue Advances in public health et I’article tel

qu’il a été publié est présenté dans la page qui suit.
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Background, The goal of Acute flaccid paralysis (AFP) surveillance is to comprehensively investigate and report any case of a child
below 15 years with a floppy weakness, This is essential for the poliovirus eradication initiative. Obfective, In this study, we
analyzed the results of nine-year surveillance (2000-2018) of AFP in Morocoo, Method. This was a descriptive, retrospective study
of cases with AFP routinely documented at the National Referral Laboratory of Polio (WRLP) from 2010 to 2018, Results. Among
the 884 AFF cases identified and analyzed, we identified 11 polioviruses as Sabin-like vaccine strains (PSL). PSL were isolated in 11
samples of AFP cases received at the laboratory, including one PSL1, three PSL2 + PSL3, one PSL1 + PSL2, and one PSL1 + 2 + 3,
The annualized nonpolic AFP rate per 100,000 children under 15 years ranged from 0.84 during 2001-2005 to 2.29 in 2018, The
stool adequacy indicator was poor and may be improved with better delivery times and maintaining the cold chain, The incidence
of isolated nonpolio enteroviruses (NPEV) varied between 2.27% and 12.6%, with the average not exceeding 6.35%:; the incidence
remained low compared to the indicator set by the World Health Organization (WHO), Conclusion. Moroceo was certified polio-
free by WHO in 2015, and since then no cases of wild poliovirus have been reported. Overall, although the nonpolio AFF rate has
risen to the WHO standard, stool adequacy and the proportion of nonpolio enteroviruses need to be improved. The laboratory can
adopt alternative techniques, independent of cell culture, to ensure that imported cases of poliovirus are not missed, especially in
this era of eradication.

1. Introduction

Poliomyelitis is an infectious viral disease that mainly affects
children below five years. Less than 1% of children infected
with polio develop paralysis, and for every child with pa-
ralysis, there are approximately 200 children who are infected
but asymptomatic [1]. There is no cure for polio; however, it
can be prevented through immunization. The widespread use
57

of oral polio vaccine (OPV), containing live attenuated
poliovirus types 1, 2, and 3, has been the primary method to
prevent polio since the early 1960s, However, the attenuated
polioviruses contained in OPY can undergo genetic changes
during replication and, in communities with low immuni-
zation coverage, can give rise to vaccine-derived polioviruses
(VDPVs) that can cause paralytic polio similar to the discase
caused by wild polioviruses (WPV) [2].



The Global Polic Eradication Initiative (GPEI) was
launched by the World Health Organization (WHO) in
1988, Since then, cases of WPV have decreased by ap-
proximately 99.99%, and WPV2 and WPV3 types were
declared eradicated. Transmission of WPV type | (WPV 1) is
still uninterrupted only in Afghanistan and Pakistan [3]. The
key strategies in the GPEI include (1) strengthening child-
hood immunization through oral polio vaccines, (2) con-
ducting surveillance through investigation of AFP cases
among children below 15 years, and (3) conducting house-
to-house “mop-up” campaigns in areas where cases of polio
have been detected [4]. To achieve a “certification standard,”
the AFP surveillance systems need to detect at least one case
of nonpolio AFP per 100,000 children below 15 years every
year and collect two adequate stool specimens from at least
0% of cases with AFP, with the stool specimens tested for
poliovirus at a WHO-accredited laboratory [5]. Morocco
implemented this GPEI based on the following strategies
recommended by the WHO: routine immunization of in-
fants with at least three doses of the oral polio vaccine
{OPV), annual national immunization days, during which
two additional doses of OPV are administered to all children
under five years regardless of their previous immune status,
and surveillance of all cases of AFP in a virological labo-
ratory. Since 1990, no case of poliomyelitis has been reported
in Morocco, The average vaccination coverage of the pop-
ulation is about 95% with the use of the oral polio vaccine
(OPV) and the introduction of the inactive polio vaccine in
2015 [&).

The Mational Referral Laboratory of Polio (NRLP) has
strongly promoted the polio control program and achieved
its objectives by ensuring the isolation and identification of
the strains of polioviruses causing paralysis. The laboratory
was accredited by the WHO in 2001, The accreditation is
annually granted after the validation of a performance test or
“proficiency testing” through sample analysis and a site visit
by a WHO consultant, who evaluates the compliance
standards of the laboratory premises and platforms, as well
as, the technical procedures followed [7).

The NRLP receives stool samples of all cases of AFP
reported in Morocco. Two stool samples of adequate
quantity (~8g) are collected at least 24 h apart from each
child with AFP and below 15 years within 14 days of the
onset of paralysis. If the sample is collected after 14 days of
the onset of paralysis, a stool sample is also collected from
five children below 15 years who have been in contact with
the child with AFP. The NRLP ensures the isolation and
identification of poliovirus in samples collected locally and
sent by the surveillance officers. Owing to the efforts of all
the stakeholders in the Ministry of Health, Morocco was
declared a “Polio Free” zone by the WHO in 2015,

In this study, we analyzed the results of nine-vear sur-
veillance (2000-2018) of AFP in Morocco and identified the
weak areas that need to be improved to meet the WHO
requirements under the GPEL

1.1, Ethics Statement. This study was a part of the GPEL
Fecal samples from children with AFP were sent to the
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laboratory for isolation of poliovirus by cell culture, The
technical and ethical protocols were validated by the WHO
and the Ministry of Health of Morocco.

1.2, Study Area. The kingdom of Morocco is a country in
North Africa bordering the Atlantic Ocean and the Medi-
terranean Sea. Morocco has 12 administrative regions [8],
The population of Morocco was 36,670,141 on 14 December
2019, based on the Worldometers report of the latest data
from the United Mations [9].

2. Methodology

21, Study Design. ‘This was a descriptive, retrospective
analysis of the stool samples of AFP cases routinely collected
at the NELP of the National Institute of Hygiene between
2000 and 2018,

2.2, Patients and Samples. During the study, 2529 stool
samples were received at the NRLF between 2010 and 2018,
Of these, 1799 stool samples were received from 884 AFP
cases, and 730 were samples of the contacts of children with
AFP (Table 1).

2.3 Specimen  Preparation,  Virus  Isolation,  and
Characterization. The specimens were pretreated before
inoculation in the culture medium, and all fecal samples
were treated with chloroform. Besides removing the bacteria
and fungi, this method also removed potentially cylotoxic
lipids and dissociated the virus aggregates [10]. The WHO
specified that fecal suspension from all AFP cases should be
inoculated in cell cultures of RD (human rhabdomyosar-
coma) and L20B (mouse L cells transfected with human
cellular receptor gene for poliovirus) and incubated in a
stationary inclined position at 36°C, The isolates that showed
a cytopathic effect (CPE) only in the RID cell line were as-
sumed to be nonpolio enteroviruses (NPEV), and those that
showed CPE on both cell lines, e, RD and L20B, were
considered to be polioviruses and subsequently subjected to
intratypic differentiation (ITD) with a real-time reverse
transcriptase polymerase chain reaction (Poliovirus rRT-
PCR ITD 5.0 and Poliovirus rRT-PCR VDPY 5.0 kits,
Centers for Disease Control, Atlanta, GA, USA), The 1TV
VDPV assay was performed to classify polioviruses as
nonenterovirus (NE), nonpolio enterovirus (NPEV), vae-
cine-like (Sabin-like PSL) poliovirus type 1, 2, or 3, or
vaccine-derived poliovirus (VDPV) [7].

3. Results

3.1. Demographic and Geographic Characteristics of AFP
Cases, Of the 978 AFP patients identified and analyzed,
57.06% were below five years, and 56.65% were male (Ta-
ble 2], The vaccination status of 62% of these children was
known.

An analysis of the notification of AFP cases per region
showed high notification in the Fes-Meknes region, followed
by the Casablanca region; these are the northern and eastern
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TasLe 2 Characteristics of AFP cases reported in Morocco between 2000 and 2018,

Characteristic Value, n (%)
Sex
Male 8540978 (56.65%)
Female 4247978 (43.35%)
Age (years)
Unknown 00978 (4.059%)
<] S3OTE (5.42%)
1-5 S05/978 (51.64%)
=100 228/978 {23.31%)
11-15 152/978 (15.54%)
Tanre 3: Nenpolio AFP rate, percentage of AFP cases with two adequate stool specimens amd NPEV rate (WHO).
Target Vear
2000 2011 12 2013 204 2015 2006 2017 2018
Nonpolio AFP rate per 1000000 children
under zl 1.1 0,84 .59 116 112 084 0.9 1.52 2.29
15 years
% Adeguate stool collection =80 74 a0 81 70 7l 57 6l &7 78
AR 12600 227% 635N 628% 551%  BEM% 5.98% 2.54%

MNPEV rate =10%

(7161} (I6/126) (3/132) (11/173) (L1/175) (8/145) (15/170) (14/234) (10/393)

regions of Morocco, respectively (Table 1) Very few cases
were reported from Guelmim-Oued Noun and Laayoune-
Sakia El Hamra, while no cases were notified in the Dakhla-
Oued Ed Dahab region.

3.2, Nonpolio AFP Rate. At least one case of nonpolio AFP
should be reported each wear for every 100,000 children
below 15 years. ‘The average nonpolio AFP rate during the
nine-year surveillance was 1.18. It ranged from 0.84 in
2011-2015 to 2.29 in 2018 (Table 3).

3.3 Stool Adequacy. The WHO stipulates that two stool
samples must be collected at least 24 h apart, both within
14 days of the onset of paralysis, transported under cold
storage with ice, and received in good condition at the
WHO-accredited laboratory. At least 80% of the cases must
have two adequate stool samples. The adeguate stool col-
lection rate ranged from 81% {in 2012) to 57% (in 2015).
Three periods were described regarding stool adequacy. The
first period corresponded to acceptable stool conditions
(2011-2012). During the second period, the rate decreased to
70% in 2013 and further decreased to 61% in 2016, In the
third period, the stool adequacy rate steadily increased to
67% in 2017 and 78% in 2018 but was lower than the rec-
ommended rate of at least 80% (Table 3).

3.4, Polioviruses Isolated from Stool Specimens. In total, 11
polioviruses were identified by ITD as Sabin-like vaccine
strains (PSL). PSL were isolated from 11 samples of AFP
cases received at the laboratory. One case was of PSL1, three
cases each of PSL2 and PSL3, one case was of combined PSL1
and PSLZ, and one case was of combined three vaccine
strains 1.2, and 3 (P5L1+2+3).
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3.5 NPEV [solated from Stool Specimens. NPEV should be
isolated in at least 10% of stool specimens submitted to the
laboratory. It is an indicator of the quality of the reverse cold
chain and also the efficiency of the laboratory in performing
routine isolation of the enterovirus. In total, 99 NPEY were
isolated by cell culture from the stool samples of AFP cases.
The incidence of isolated NPEV was calculated based on the
number of samples of AFP cases and their contacts. This
incidence varied from 2.27% to 12.6% (Table 3), and the
average did not exceed 6.35%: the incidence remained low
compared to the indicator set by the WHO,

The group that was most affected by the NPEV infection
included children under five years, corresponding to 87% of
the AFP cases (36/99 patients).

3.6, Turnaround Times for Reports of AFP Cases to the WHO.
The three standard indicators of laboratory timeliness for
processing the stool specimen included reporting =80%
isolation results within 14 days of sample receipt, reporting
=80% 1T results within seven days of receiving the sample,
and shipping =80% of WPV and suspected VDPV isolates to
the sequencing lab within three days of obtaining the ['TD
results. The proportion of the annual results reported by the
NRLP during the study period (20010-2018) is shown in
Figure 1. All results of AFP cases were communicated by the
MNELP within the deadlines set by the WHO. All three

standard indicators of laboratory timeliness were met.

4, Discussion

Morocco was certified as polio-free by the WHO in 2015,
and no new cases of WPV have been reported. However, the
importation of poliovirus is a potential threat as outbreaks of

the wild virus occur in the Middle East [11]; therefore,
continued surveillance for AFFP is essential.
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% AFP cases with culture results within 14 days
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Fraure 1: Percentage of results of AFT cases reported to the WHO
within 14 days of receipt of the sample from 20010 to 2018,

In this study, we reported 11 Sabin-like polioviruses
(vaccine strains) after nine years of surveillance of AFP cases
and their close contacts as part of the GPEL The surveillance
systemn revealed no case of WPV or ¢ VDPV in the Moroccan
territory. Additionally, 0.6% of cases of residual paralysis
were due to attenuated PSL. The data showed that most cases
of AFP occurred in children below five years; this was similar
to the reports of other studies [12, 13] and confirmed that the
risk of developing AFP is greater at a younger age.

The incidence of AFP during the study period was
consistently higher among males than females, with an
average incidence rate of 56.8% and 43.2% in boys and girls,
respectively. Morbidity and mortality rates are higher in
men than in women throughout life, and women have
stronger humoral and cellular immune responses to infec-
tion or antigen stimulation [14]., Our results were similar to
those reported in other countries such as Egypt, Jordan, and
Spain [12, 15, 16, indicating that boys are more affected by
paralysis than girls.

Based on the laboratory data, the reporting of cases of
paralysis has improved since 2017 in various regions of the
country, especially the Fes-Meknes, Grand Casablanca,
Marrakech Safi, and Oriental regions. This improvement is
the result of training and awareness workshops conducted
by the epldemiologic surveillance service in collaboration
with the NRLP. These programs were conducted to ensure
thal no case of paralysis is missed, regardless of the estab-
lished diagnosis. Due to these efforts, the AFP detection rate
increased, and finally, in 2017 and 2018, met the WHO
requirement of =1 per 100,000 children, However, some
southern regions failed to report AFP; hence, more efforts
are needed, particularly for polio eradication.

The rate of NPEV isolated in the laboratory is a per-
formance indicator linked to the quality of the specimen and
transport conditions. The performance of the quality of viral
isolation by cell culture is checked every year through the
“proficiency test” for isolation and is always found 1o be
100%. The NPEV rate was very low and was 2.24% in 2018,
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Although the number of cases reported has doubled, the
transport conditions have not improved. Similarly, the mean
NPEV isolation rate reported was 6% in Jordan [15] and 5%
in Kurdistan [17]. A high NPEV isolation rate of 20% was
reported in Ghana [18], 15% in Egypt [12], and 14.6% in
Migeria [19]. The NPEY rate is a strict criterion for ac-
creditation of the reference laboratories. Hence, it is im-
portant to improve the virological culture technique or use
more sensitive detection techniques, such as RT-PCR, which
da not require the virus o be viable for detection,

4.1, Limitations of the Study. This study had some limita-
tions. We performed a retrospective programmatic evalu-
ation, and therefore, our study lacked the strength of data
fullness, While designing the study, we took measures (o
limit sources of bias by gathering uniform and full infor-
mation, mainly for the data in the first year, where the
information system was paper-based. The data completeness
was checked thoroughly. Consecutively, enrolling AFP cases
and data collection depended on the responsiveness of the
field epidemiology teams. Catch-up was often performed in
the third trimester. Data management improved after
implementing the information system, and patient records
were generally complete,

5. Conclusion

In this study, we found that the AFP virological surveillance
system has improved and has not detected WPV, indicating
that the “polio-free” status in our country for the last nine
years between 2010 and 2018 is valid. However, the indi-
cators of epidemiological surveillance, including the ade-
quacy of stool samples and the notification of AFP cases, are
weak at a regional level and require further efforts for more
effective surveillance, The cold chain from sample collection
to laboratory testing needs to be maintained to ensure the
reliability of the stool specimens required for the isolation of
MNPEVs,
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I- Détéction des EVs et Adénovirus dans les selles négatifs en culture cellulaire par PCR

en temps réel

A I'¢re de I'éradication de la polio, la paralysie flasque aigué (PFA), une présentation clinique
majeure de l'infection par le poliovirus, continue de poser un probleme de santé publique. Plusieurs
agents infectieux appartenant a différentes familles de virus ont été isolés dans des cas de PFA.
Les EVs non poliomyélitiques (ENPV) sont considérés comme les principaux agents infectieux
dans les cas de PFA, des investigations complémentaires ont montré I'isolement d'Adenovirus dans
les selles de certains patients présentant un syndrome poliomyélitique. Le diagnostic des EVs polio
et non polio se fait par culture cellulaire dans les laboratoires de référence de la poliomyélite
appartenant au réseau de 1’organisation mondiale de la santé. Cependant, certains EVSs ne se
développent pas dans les lignées cellulaires conventionnelles ou les conditions défavorables
d’acheminement empéchent que le virus soit isolé par culture cellulaire, d’ou la nécessité d’adopter
des méthodes plus sensibles et plus rapides pour détecter avec précision les EVs dans les
échantillons de selles des patients atteints de PFA.

Dans cette étude rétrospective, des prélevements de selles d’enfants de moins de 5 ans atteints de
PFA et qui étaient négatifs en culture cellulaire ont fait I’objet de recherche par rRT-PCR d’EVs
et d’Adénovirus directement a partir des suspensions de selles des patients. Il s’agit de 225
échantillons prétraités par le PBS/Chloroforme ayant subit une extraction d’acides nucléiques sur
le systeme Qiacubeen utilisant le kitAllPrep DNA/RNA Mini kit (Qiagen). Les extraits ont été
amplifiés et détectés par PCR en temps réel pour la recherche des EVset des Adénovirus par le Kit
DiaENTetle kit R-DiaADV respectivement (Diagenode).

Les résultats ont montré que les EVs étaient présents chez 13% des cas de PFA investigués
(n=30/225), et les Adénovirus ont été détectés dans 8% des cas (n=18/225). Il est a noter qu'un
nombre de 5 cas parmi les patients étudiés ont montré une coinfection d'EVs et d'Adénovirus
(2,2%). C’est ainsi qu’il a été démontré que les méthodes moléculaire sont plus sensibles et plus
rapides que la culture cellulaire qui nécessite que le virus soit vivant pour pouvoir 1’isoler et
nécessite une longue durée (5 a 10 jours) pour rendre un resultat. 1l est donc necessaire de
remplacer la culture cellulaire par des méthodes moléculaires afin d'améliorer la sensibilité de la
détection des EVs chez les patients atteints de PFA et d'élargir la gamme des virus recherchés pour

démontrer leur implication dans I'apparition de la paralysie.
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Les entérovirs détectés par rRT-PCR dans le cadre de cette présente étude, en plus des EVs isolés
par culture cellulaire, feront I’objet d’un typage moléculaire pour déterminer les différents types
impliqués dans les atteintes neurologiques dont la PFA. Le taux des Adénovirus était faible pour
pouvoir réaliser un typage moléculaire et nous recommandons que I’investigation soit réalisée sur
un plus grand nombre d’échantillons.

Ce type d'études offre un cadre pour d'autres enquétes approfondies afin de fournir aux autorités
les informations nécessaires pour prévenir I'exposition aux facteurs de risque impliqués dans
I'incidence et la prévalence de la PFA.

Malgré I'absence de corrélation entre I'AFP et l'infection virale dans la présente étude, nous
suggerons de mener cette étude sur une population plus importante couvrant différents pays afin

d'obtenir une meilleure vision de la relation entre les différentes infections virales et les PFA.
Les résultats de ce travail ont été publiés le 1°" Avril 2023 dans la revue International Journal of

BiologyPharmacy and Allied Sciences. L’article tel qu’il a été publié est reporté sur la page

suivante.
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ABSTRACT

In the era of polio eradication, acute flaccid paralysis (AFP), a major clinical presentation of

poliovirus infection, continues to pose a public health problem. Several infectious agents
comprising different families of viruses have been isolated from cases of AFP. Non-polio
Enteroviruses (NPEVs) are considered to be the main infectious agents in AFP cases; further
investigations have shown the isolation of Adenovirus from the stools of these patients.
However, some Enteroviruses do not grow in the conventional cell lines used for the detection of
Enteroviruses which is laborious and time consuming. Thus, more sensitive and faster methods

are urgently needed for accurate detection of Enteroviruses in stool samples from AFP cases.
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In this study, we aimed to detect Enteroviruses and Adenoviruses in 225 culture negative stool
specimens collected from AFP cases by RT-PCR. The Enteroviruses were present in 30/225
samples of AFP patients (13%), and Adenovirus were detected in 18/225 samples (8%). Of note,
a number of 5/225 samples (2.2%) showed coinfection of Enteroviruses and Adenoviruses.
These results show that the RT- PCR is more rapid and sensitive than the culture. It is therefore
necessary to replace cell culture with molecular methods to improve the sensitivity of detecting
Enteroviruses in patients with AFP and to expand the range of viruses sought to demonstrate

their involvement in the onset of paralysis.

INTRODUCTION

Acute flaccid paralysis (AFP) is known as a Among infectious agents, viruses from
weakness in one or more limbs or the different families such as Enteroviruses,
respiratory or bulbar muscles, resulting from Flaviviruses, Herpes viruses, Rabies virus
damaged lower motor neuronsin children and some Arboviruses have been isolated
under 15 years old [1]. frequently from stool samples of AFP
The most common viral causes are polio and [3].However, their etiology needs to be
non-polio Enteroviruses. In the era of polio further elucidated.

eradication, the emergence of other Human Enteroviruses (EVs) are a genus of
neurotropic  viruses, which may cause the Picornaviridae family and responsible for
infections mimicking acute paralytic polio, is a number of neurological pathologies
of major concem |2]. including acute flaccid paralysis (AFP),
The poliomyelitis eradication program has encephalitis, and meningitis [4].

progressed  through  AFP  successful Adenoviruses are non-enveloped icosahedral
surveillance. The main aim of AFP dsDNA viruses. The genus MastAdenovirus
surveillance is the detection of poliovirus, comprises mammalian Adenoviruses
however neurological diseases can be also including 85 genotypes of Human
induced by either non-infectious or infectious Adenoviruses (HAdV), which are classified

pathogens other than poliovirus. Indeed, a into seven species, HAdV-A to HAdV-G.

number of known viral families have been Adenovirus infection in immunocompetent
frequently detected in stool specimens of subjects is usually asymptomatic or manifests
AFP cases |3]. as a mild respiratory syndrome |[5).

Adenoviruses have also been shown to infect
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the Central Nervous System (CNS) and have
been isolated from patients with acute
myelopathies [6] and AFP [7].

The method used to isolate poliovirus and
non-polio Enterovirus (NPEV) from fecal
samples of cases of acute flaccid paralysis is
based on tissue culture of viruses on at least
two different cell lines (Rd and L20B).
Unlikely, failure to isolate virus in cell lines
may underestimate the rate of positive
specimens for Enterovirus isolation.

Hence, we aimed to detect Adenoviruses and
Enteroviruses in stool specimens of AFP
cases by RT-PCR sent to the laboratory for
investigation of poliomyelitis as part of the
global eradication of polioprogram and to
compare the performance of molecular
results with those of culture.

Methods

Specimens

In this retrospective study, we analyzed 225
patients with clinical features of AFP
referred to the National Polio Laboratory of
Morocco (NPLM) in 2018-2019, all subjects
were under 15 years old.Stool specimens
were subjected to chloroform pre-treatment.
Briefly, about 2 gr of each sample was mixed
with 5 ml of Phosphate Buffer Saline (PBS)
and 0.5 ml of chloroform. The solution was
shaken vigorously for 20 minutes and
centrifuged (20 min, 2100 xg, 4°C) [8]. The

supernatant or stool suspension was used for
cell culture [1).

The analyzed specimens were negative for
Enterovirus

poliovirus  and  non-polio

detection by cell culture, their stool
suspensions were used for nucleic acid
suspension.

RNA and DNA extraction

Automated extraction of the viral DNA and
RNA has been processed by using the Qiagen
Qiacube System with the AllPrep DNA/RNA
Mini Handbook kit (Qiagen).

The Real-Time PCR and Retrotranscriptase
Real Time PCR were performed using the
Enterovirus PCR kits - O-DiaENT™ and
Diagenode Adenovirus (R-DiaADV) for
Enterovirus and Adenovirus detectionin stool
specimens respectively; according to the
manufactures instructions.

RESULTS

Among the stool samples from AFP cases
sent to the national polio reference laboratory
during the period 2018-2019, 225 negative
cell culture samples were randomly selected
for the detection of Enteroviruses and
Adenoviruses.

All patients were less than14 years old.

The Enteroviruses were present in 30/225
samples of AFP patients (13%), whereas
Adenovirus were detected in 18/225samples
(8%).

IJBPAS, Apnl; 2023, 12(4)
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Of note, 5/225 samples (2.2%) showed
coinfection with both Enteroviruses and
Adenoviruses.

DISCUSSION

The aim of AFP surveillance and laboratory
diagnosis 1s to detect PV and remedy its
reimportation  into  polio-free  areas.
Virological surveillance is based on detection
of poliomyelitis and non-poliomyelitis
enteroviruses by cell culture in WHO
program certified laboratories |9).

Among the performance indicators of

virological  surveillance, the  annual

percentage of non-polio  Enteroviruses
isolated by cell culture, which must be
greater than 10%. However, in our laboratory
level, this percentage remains low (2% in
2018-2019). Indeed, cell culture for the
detection of Enteroviruses has several
limitations: I- low sensitivity of only 65 to
75%; 2- long turnaround time of 3 to 10
days; 3- high degree of technical expertise
required [8]. Also, the viability of viruses
may be affected by inappropriate transport or
storage of samples [10]. Thus, it is crucial to
use a less laborious more rapid and sensitive
technique such as RT-PCR for rapid and
efficient diagnosis of Enteroviruses.

In the present study, we firstly performed the
rRT-PCR for Enteroviruses in the stool of

patients with acute flaccid paralysis

diagnosed negative in cell culture for the
detection of polio and  non-polio
Enteroviruses. Enteroviruses were detected in
13% (30/225) of these cases. These results
are similar to other studies carried out
confirming that RT-PCR is more sensitive
than cell culture for Enterovirus detection
[10, 11].

Although detection of Adenoviruses is a
common practice in the stools of patients
with diarrhea, testing for Adenoviruses in
AFP, to determine its probable involvement
in the pathogenesis, has not been reported
previously. Our results showed that
Adenovirus were present in 8% of the cases
studied. The presence of Adenoviruses
cannot be considered as etiological factor in
the occurrence of paralysis. Likewise, its
presence in healthy subjects does not exclude
its ability to cause disease. Therefore, their
presence in  AFP patients remains
inconclusive |3; 5].

Coinfection with both Enteroviruses and
Adenoviruses was detected in 2.2% of the
samples (5/225). This finding deserves more
investigations on a larger number of samples.
Based on these results, we suggest to
prospectively detect Adenoviruses both in
patients' stools and in cerebrospinal fluid to
confirm or infirm their implication in the

occurrence of AFP [12].

IIBEAS, Aprif, 2023, 12(4)
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CONCLUSION

As part of the global polio eradication
program, virological surveillance of AFP
cases is now carried out worldwide.
Surveillance is based on the detection of
cases associated with the polio virus or non-
polio enteroviruses. However, in a large

number of cases, and apart from the non-

infectious  etiology, the wviral agent
responsible for the paralysis remains
undetermined.

For rapid and efficient diagnosis, RT-PCR
must replace cell culture for detection of
Enteroviruses. Also it is noted in this studys, it
is necessary to widen the range of the
neurotropic viruses sought in the case of AFP
in order to detect the possible causal agents
of the disease.

What is already known on this topic:

e Despite the elimination of poliovirus
in all five regions of the world, acute
flaccid paralysis continues to present
a major public health problem

e In one hand, some enterovirus

serotypes with the potential to cause
neurological disorders are not easily
isolated in cell culture systems used
for the diagnosis of AFP. In the other
hand, long transit time and failure to

follow the cold chain can lead to false

negative cell culture results.

What this study adds
e We

enterovirus

tested for the presence of

genomes in  fecal
suspensions previously considered
negative by cell culture procedures,
using Real Time PCR.

e Several studies have reported the
presence of Adenovirus in the stools
of AFP patients without a causal link
to the disease having been proven.
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II- Typage moléculaire des EVs isolés chez les enfants atteints de PFA

Les systémes de santé sont constamment vulnérables aux épidémies de virus. L'Organisation
mondiale de la santé (OMS) a établi un objectif ambitieux pour éliminer la poliomyélite et a
considéré la lutte contre les maladies virales comme une priorité absolue dans le domaine de la
santé. Un programme de surveillance capable de détecter efficacement la circulation de la
poliomyélite (PV) et des EVs non poliomyélitiques (ENPV) est essentiel pour l'initiative mondiale
de I'éradication de la poliomyélite.

Les EVs appartiennent a la famille des Picornaviridae qui infectent les humains et sont classés en
quatre especes (A a D) sur la base de leur divergence génétique (10). lls sont désormais reconnus
comme la cause la plus fréquente de méningite et peuvent provoquer d'autres maladies graves,
notamment la myocardite, le syndrome sepsis-like, les maladies respiratoires et I'hépatite aigué
(3).

La détection accrue d'EVs D68 (EV-D68) dans des échantillons respiratoires, ainsi que
I'association temporelle et géographique de ces foyers avec une augmentation des cas de myélite
flasque aigué (MFA) observés aux Etats-Unis et en Europe(11) ; ainsi que les foyers périodiques
d'EV-AT71 en Asie, démontrent la morbidité et la mortalité importantes qui peuvent étre causées
par les EVs.

La détection et le sérotypage des EVs sont traditionnellement effectués par I'isolement du virus a
partir d'une culture cellulaire suivi par la séroneutralisation. C’est une méthode laborieuse et
nécessite une longue durée, et I’isolement des EVS nécessite une combinaison de lignées
cellulaires. C’est ainsi que cette méthode rend de nombreux virus "non typables”.

Le séquengage Sanger conventionnel de la région non-codante 5’UTR et d'une partie du géne
codant pour la protéine de capside VP1 constitue le « gold standard » de I'analyse génomique et
du génotypage des EVs dans les laboratoires de santé publique. Cependant, le développement de
la technologie de séquencage de nouvelle génération (NGS) a augmenté de maniére exponentielle
les informations génomiques pouvant étre recueillies sur les agents pathogénes. Ces nouvelles
approches NGS ont amélioré la résolution de I'épidémiologie moléculaire, I'étude des événements
de recombinaison génomique et l'association avec des syndromes dont I'étiologie reste souvent

inconnue, comme l'encéphalite, I'hépatite fulminante, la septicémie, etc.
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Dans la présente étude ; nous avons realise le typage des EVs isolés par culture cellulaire a partir
des prélévements de selles des cas de PFA recus au laboratoire national de la poliomyélite dans le
cadre de la surveillance des PFA. 1l s’agit de 29 isolats viraux sur les lignées cellulaires RD. Le
typage a été mené par séquengage Sanger de la région 5’non codante et une partie du gene codant
pour I’enveloppe VPI.

Cette étude a révelé que les entérovirus de I'espéce B étaient détectés plus fréeguemment que ceux
appartenant aux autres espéces d'entérovirus. Les NPEV, responsables de paralysies résiduelles
confirmées, incluaient I'Echovirus (types 1, 3, 6, 7, 11, 19 et 21) ainsi que le virus Coxsackie B
(types B3 et B4). Au cours de cette recherche, un échantillon a été identifié comme appartenant au
sérotype EV-AT76, pour lequel seulement douze sequences génomiques complétes sont disponibles
dans la base de données GenBank (en date de mars 2023). Seuls quelques pays ont signalé des cas
ou des flambées de ce virus.

La paralysie poliomyélitique associée au vaccin est une réaction indésirable a I'exposition au
vaccin oral contre la poliomyélite (VAPP). De rares cas de polio paralytique peuvent survenir a
cause des poliovirus atténués (affaiblis) utilisés dans la fabrication du vaccin oral (OPV).
Cependant, le vaccin poliovirus inactivé (IPV) ne provoque pas de VAPP et offre une protection
contre la paralysie causée par tous les types de poliovirus, y compris les souches Sabin de 'OPV
susceptibles de provoquer la VAPP. Dans cette étude, un cas de VAPP a été identifié, causeé par la
souche Sabin3. Pour prévenir l'apparition de VAPP chez les enfants, le Maroc a adopté le
programme de vaccination IPV-OPV en 2015.

Le séquencage de la région génomique VP1 est considéré comme la méthode moléculaire la plus
fiable pour la typage des entérovirus, étant donné qu'il existe une corrélation absolue entre le
sérotype et le génotype dans cette région. Le génotypage par séquencage du génome entier (WGS)
et par la région VP1 est plus précis que par la région S'UTR. Bien que tres sensible, le génotypage

par la méthode 5'UTR est moins spécifique.
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Le whole genome sequencing a été utilisée pour les EVs ayant été isolés par culture cellulaire,
mais seulement 11 échantillons ont pu étre séquences par cette méthode. Cette méthode a été
réalisée en sélectionnant deux couples d'amorces par espéce d'EVs qui ont géneré deux fragments
se chevauchant, ce qui a permis de reduire le travail, le temps et le colt par échantillon testé. Le
premier couple d'amorces génériques (C004-F et CRE- R) correspond a deux régions conservées
pour tous les EVs (-A a -D) et a permis d'amplifier avec succes la premiére moitié du génome
(~4500 nt). La seconde moitié du genome a été amplifiée a lI'aide d'amorces génériques congues
pour cibler spécifiqguement tous les virus de I'espece concernée (EV- A, -B, -C et -D). Nous avons
pu amplifier la quasi-totalité du génome de tous les EVs en utilisant seulement cing Mix de PCR.
Elle a permis non seulement de fournir une information sur le type d’EVS présent dans
I’échantillon mais elle a aussi déterminé la présence de mélange d’EVs de différents sous-types
dans la méme suspension des selles du cas de PFA.

Les conclusions de cette recherche ont été formulées dans une ébauche darticle en vue de sa
soumission.

Le séquencage sera réalisé sur les Evs détectés par rRT-PCR sur les échantillons négatifs en culture
en vue de déterminer les autres sous-types existant chez les cas de PFA et qui n’ont pas pu étre

cultivés sur les lignées cellulaires utilisées au laboratoire.
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1. Background

Enteroviruses (EVSs) constitute the largest genus within the family Picornaviridae. These are small
naked single-stranded positive RNA viruses of approximately 7,400 nucleotides grouped into four
species HEV-A, HEV-B, HEV-C, and HEV-D and have 120 different serotypes(1)(2).Most viruses
in this genus cause infections in humans, ranging from mild respiratory illnesses to severe

neurological diseases such as meningitis, encephalitis and poliomyelitis(3).

The Enteroviruses genome includes a long single open reading frame (ORF) flanked by 5’UTR
and 3°’UTR. The ORF encodes a single polyprotein that can be cleaved into mature viral capsid
proteins P1 (VP4, VP2, VP3 and VP1) and non-structural proteins P2 (2A-C) and P3 (3A-D).
VP1, VP2 and VP3 are on the surface of the viral capsid and are under immune pressure, whereas
VP4 is inside the capsid (4)(5).

The conventional method for detection and serotyping of enteroviruses is the seroneutralization
after virus isolation by cell culture(6). This is a time consuming and relatively insensitive method,
relying on the presence of viable viruses. It also requires a combination of cell lines to isolate all

the HEVs. Many viruses are found to be “untypeable” using this method(7)

Several methods based on reverse transcriptase PCR (RT-PCR)and sequencing techniques have
been developed for the diagnosis and identification of enteroviruses using oligonucleotide primers
complementary to conserved sequences located in the 5 untranslated region (UTR) of the
enterovirus genome(8). The capsid protein VP1, located primarily on the virion surface, contains

most of the neutralizing epitopes, and the genomic region encoding VP1 has been used in studies
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of poliovirus evolution, poliovirus genotyping, and serotype-specific
oligonucleotides(9)(10).Comparing isolates previously identified by neutralization with the full-
length VP1 cDNA prototype enterovirus strain revealed that the clustering of VP1-derived
sequences correlated with serotypes, paving the way for the creation of molecular typing methods

compatible with current immunological methods. (9)(11).

The present study reported on the detection and identification of enteroviruses infections
associated with acute faccid paralysis (AFP)cases obtained through routine poliomyelitis
surveillance activities at the World Health Organization’s (WHO) National Polio Laboratory in
Morocco. Both enteroviruses strains isolated by cell culture and enteroviruses detected by qRT-

PCR in negative cell culture stools were examined in this investigation.
2. Materials and methods
2.1. Ethics statement

This study was a part of the Global Polio Eradication Initiative. Stool samples from children with
AFP were sent to the laboratory for isolation of poliovirus by cell culture. The technical and ethical

protocols were validated by the WHO and the Ministry of Health of Morocco.
2.2. Clinical samples

During the period 2017- 2021, stool specimens of AFP cases were received in the National Polio
Laboratory of Morocco and were processed according to the WHO protocol (6). The AFP cases

were under 15 years of age.

Stool suspensions were prepared by adding approximately 2g of each stool sample to
polypropylene test tubes, containing 10 ml of PBS, 5 g of glass beads and 1 ml of Chloroform.
The samples were then shaken for at least 20 min, and centrifuged at 1500xg for 20 min at 4°C.
The supernatant was carefully collected and used for both inoculation of the cell cultures and RNA
extraction procedure for cell-negative stool samples.

2.2. Virus lIsolation

According to WHO polio laboratories requirements, two cell lines, RD (Rhabdomyosarcoma) and
L20B (mouse L cells expressing the human poliovirus receptor) are used for polio and non-polio
enteroviruses detection in the diagnosis of AFP cases (6).
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A volume of 0.2 ml of treated faecal sample was used for the inoculation of each cell line
culture.The inoculated tubes were then incubated in a roller at 37°C for a period of 1-10 days,
until a complete cytopathic effect was observed under ordinary light microscope. Uninfected cells

were used as negative control.

36 enterovirus strains isolated in RD cell lines during the study period (2017-2021) were directed
to molecular caracterisation of the enteroviruses. Cells were frozen and thawed three times and

then subjected to RNA extraction procedure.
2.3. RNA extraction

A volume of 140ul of the cell culture supernatant (36 RD+) were used for RNA extraction with
the QlAamp viral RNA mini kit (Qiagen, Santa Clarita, CA) as per the manufacturer’s instructions

and eluted with 40 pl elution buffer.
2.4. Real-Time reverse transcription PCR

In order to check the RNA extraction step, a one-step real-time RT-PCR assay was performed on
extraction products. Assays were run on Applied Biosystems 7500 PCR System. The primers and
probes used for detection are already described [12]. Reverse primer EV1 [5-GA
TTGTCACCATAAGCAGC-3'] (position 579-597), forward primer EV2 [5-CCCCTGAA
TGCGGCTAATC-3] (position 451-469) and EV-probe [5'-FAM-
CGGAACCGACTACTTTGGGTGTCCGT-TAMRA-Phosphor-3]  (position 532-557) were
used.

Volume of 5 pL of the concentrate from nucleic acid extraction was added to Invitrogen
SuperSriptTMIII Platinum Onestep Quantitative kit. Concentration of the primer was 500 nM,;

concentration of the fluorescent labeled probe was 250 nM.

The Reverse transcription was produced at 45 °C for 15 minutes. AmpliTaq DNA polymerase was
then activated at 95 °C for 2 minutes and PCR performed for 45 cycles for denaturing at 95 °C for
15 seconds, and annealing-extension at 60 °C for 30 seconds. The fluorescent signal was collected

during the step of annealing-extension.
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2.5. RT-PCR and Sanger sequencing

A two-step RT-PCR was used. Synthesis of cDNA was done in a 20-pL reaction volume
containing 0.01 M dithiothreitol (DTT), 2 mmol/L deoxynucleotide triphosphates (ANTPs), 20 U
of RNAsin (Promega, Madison, W1, USA), 10 pmol of the HeptaN primer, 200 U of RT superscript
Il reverse transcriptase (Invitrogen), 4 uL of 5x RT buffer, and 2 pL of extracted RNA. The

mixture was incubated at 25°C for 10 min, 42°C for 50 min and 70°C for 15 min.

2 uL of cDNA was then used in the PCR (final volume, 50 pL) (PCR1), consisting of 5 pL of 10x
PCR buffer (Invitrogen), 200 uM each dNTP, 50 pmol each of primers UGS52 (5’-
CAAGCACTTCTGTTTCCCCGG-3"), UC53 (5’-TTGTCACCATAAGCAGCCA-3’) for the
5°UTR  fragment and AMTH (5’-GCIATGYTIGSIACICAYVT-3’), GDCL (5-
ARIABICCICCRCARTCICC-3) for the VP1 genome [13] , and 5 U of Platinum Tag DNA
polymerase (Invitrogen), with 35 cycles of amplification (95°C for 20 s, 45°C for 30 s, 60°C for 2

min; and final extension at 72°C for 10 min).

The VP1 PCR products were subjected to a second round of PCR under the same experimental
procedures using the primers 224 (5-GCIATGYTIGSIACICAYVT-3"), 222 (5’-
CICCIGGIGGIAYRWACAT-3’) designed by Nix et al.[9].

The reaction products of the 5’UTR PCR and VPI nested PCR were separated and visualized

on2% agarose gel containing 0.5 pg ethidium bromide per ml.

PCR products were cleaned with ExoSAP-IT® (Applied Biosystems™) and the sequences of the
obtained amplicons were verified by sequencing using a BigDye terminator v3.1 kit (Applied
Biosystems) on an ABI Prism 3130 automated sequencer (Applied Biosystems). The primers used
for the sequence reaction mixture were UG52/UCS53 for the 5S’UTR fragment and AMTH/GDCL
or 222/224 for the VP1 genome.

2.6. Whole genome sequencing

Synthesis of cDNA was carried out in a 15 pl reaction mixture containing 4 pl of RNA, 100uM
each deoxynucleoside triphosphate, 0.5 pg/ul of Oligo (dT)18, and deionised water. The mix was
then incubated in 65°C for 5 min, and put on ice for 2 min. 4 pl of the 5x RT buffer and 1pl of the
Maxima H minus enzyme Mix were added to the each RT reaction mixture and then incubated at
50°C for 30 min and 85°C for 5 min.
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The cDNA obtained was amplified in two rounds of PCR: one mix for all species of enterovirus
and a mix for each of the four species of enterovirus separately (A,B,C and D) using the primers
shown in Table 1 [13, 14]. A volume of 2pl of the cDNA was added to a First round PCR reaction
mixture containing 5ul of the 5x Phusion HF Buffer, 40pmol each of primers, 1 mmol/L
deoxynucleotide triphosphates, 0.5 U of Phusion High-Fidelity DNA polymerase (Thermo
scientific) and incubated at 98°C for 30 s prior to 35 cycles of amplification (98°C for 10 s, 55°C
for 30 s, 72°C for 3 min) and a final extension at 72°C for 10 min.

Table 1: Primers for PCR 1 -NGS

MIX Primer Position {Sequence length
AB.Cand D 5NC-6BF 165-185 | CAAGCACTTCTGTTTCCCCGG
Y EV-CRE-R | 4500 CGGBRTTTGSWCTTGAACTG 4000

A EVA-4110-F | 4110 AARAARTTYAAYGAYATGGC
EVA-7410-R | 7410 TTTGCTATTCTGGTTATAAC 3300

5 EVB-4110-F | 4110 GGCGNTGGCTYAARCRAARG 3300
EVB-PolyT | end TTTTTTTTTTTTTTTTCCGCACCG

c EVC-4220-F | 4220 GARGCNTGYAAYGCNGCNAARG
C005-R 7415 CCGAATYAAARRAAAATTTACCC | 3200

D EVD-4064-F | 4065 GGCTNAAGAARTTCACAGARGC
EVD-7362-R | 7362 CCAAKTRACCAAAATTTACC 3298

The PCR products were subjected to a second round of PCR using the primers listed in Table 2.

Table 2: Primers used for the Nested PCR-NGS.

MIX Name Position Sequence Size
AB,Cand D | UG53 577-595 TGGCTGCTTATGGTGACAAT
EV-CRE-R 4500 CGGBRTTTGSWCTTGAACTG 3923
A EVA-4250-F 4250 GARAAYCARATHTCHAAYHTNG
EV-A-7380-R | 7380 CYAGTCATDAACACGACCAG 3130
B EV-B-4215-F | 4215 GYAARGGNATGGARTGGATWG
EVB-7400-R 7400 GCACCGAATGCGGAGAATTTAC 3185
C EVC-4390-F 4390 GYCCNAGYCARGAASAHCARG
EVC-7405-R 7405 GACTGAGGTAGGGTTACTAAA 3015
D EVD-4112-F 4112 GGCTAKCMCAAAAGATWGAC
EVD-7311-R 7311 AAKTAGAGTTATCTARAAYG 3199

For each sample, the five PCR products were pooled and purified using a nucleofast 96 PCR plate
(Macherey-Nagel) and then sent to the sequencing platform PIBNET (Pasteur International
Bioresources Network, Institute Pasteur Paris). The libraries were created using 1 ng of DNA with
the Nextera XT DNA Library Preparation Kit in a SureCycler 8800 thermocycler (Agilent).
Following purification on AMPure beads (Beckman), the libraries were controlled using the High
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Sensitivity D1000 assay (Agilent) on a TapeStation 2200. The products were sequenced using

[Mlumina NextSeqHiSeq. All kits were used following manufacturer’s instructions.
3. Results
3.1. Cell culture isolation

29 enterovirus clinical strains from respective clinical cases were isolated initially by the cell
culture algorithm. Due to the reduced sensitivity that is frequently encountered with conventional
cell culture systems, repeated passages were required in most cases till the observation of a
cytopathic effect in only one, or two cell lines.

3.2. Sanger Sequencing of the S’UTR

After gel electrophoresis of the 5’'UTR PCR products, only samples with Ct values below 25 during
rRT-PCR gave a positive signal. These were 15/29 RD cell culture positive (table 3).

Sequencing of the 5’UTR revealed that the majority of enteroviruses belong to group B. An

enterovirus A76 was detected and a sabin3 strain was identified.

Sequencing of part of VP1 showed a high diversity of enteroviruses belonging to group B,

including Echoviruses 1, 3, 6, 7, 11, 19 and 21, and Coxsackieviruses B3 and B4.
4. Sanger Sequencing of the VP1 and NGS

11 samples were amplified with the Nested PCR of VP1 and sequences obtained using the VP1
primers were the same as those of the sequence analysis on the corresponding 5’UTRs. Of these
11 samples, only 8 were typed using the whole genome sequencing: the same EV group was
identified for all the samples and 5/8 had of the samples belonged to different EV types. Six
samples were successfully sequenced by the NGS method while they were negative with sanger
sequencing for SUTR and VVP1: 3/6 were identified as non-enterovirus, 1/6 sample contained three

types of EV and 2/6 were corresponding to Echovirus 7.
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Table 3: Results for the 29 virus isolated in RD cell lines subjected for 5’UTR and VP1 Sanger sequencing and NGS sequencing.

Serotype Nested-NGS

Isolate Sq’%-;RP(C(:jT) UG:2$5C53 Species/Serotype N\%tid 5US'I;I§g/]\e/rP1 p1 EA\\/ Eve | eve EVD Seq NGS, position
1 32 - - - - - - -
2 34 - - - - - - -
3 17 - - - - - - -
4 18 + EV-B + E3 - - - - -
5 24 + EV-B + E6 - - - - -
6 33 - - pl - - - - no EV
7 15 + EV-AT76 + EV-AT76 - - - - -
8 16 + Sab3 + Sab3 - - - EVC - MAR-8-NODE_1-Sab3 nt 4106-7415
9 31 - - - - - - -
10 16 + EV-B + E21 - - EV B - - MAR-10-NODE_2-CVB2-nt4085-7053
11 16 + EV-B - - - EV B - - MAR-11-NODE_1-EVB-E11-E30-nt4130-7428
12 14 + EV-B +/- pl - EV B - - MAR-12-NODE_1-E7-nt4025-7390
13 18 + EV-B +/- CV-B3 - - EV B - - MAR-13-NODE_1-E9-nt4022-7418
14 18 - - pl - - - - no EV
15 18 + EV-B +/- - - EV B - - MAR-15-NODE_1-E7-nt4025-7390
16 36 - - - - - - -
17 33 - - - - - - -
18 18 + EV-B - E7 - - EV B - - MAR-18-NODE_1-EVB-nt4030-7430
19 17 + EV-B - El - - EV B - - MAR-19-NODE_1-CVB-nt4097-6890
20 15 - - - - - - -
21 20 +/- EV-B - - - - - -
22 33 - - - - - - -
23 35 - - - - - - -
24 32 - - - - - - -
25 35 +/- - pl - - - - no EV
26 20 + EV-B + CV-B4 pl - - - - MAR-26-NODE_15-CVB-nt6737-7390
27 35 - - - - - - -
28 18 + EV-B + E19 - - EV B - - MAR-28-NODE_1-EVB-nt4020-7400
29 18 + EV-B + E1l - - EV B - - MAR-29-NODE_1-E11-nt4040-7408
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Discussion

Polio and a number of non-polio enteroviruses are among the leading causes of central nervous
system (CNS) diseases, including acute flaccid paralysis (AFP)(1). Because non-polio
enteroviruses (NPEVs) can produce AFP that resembles the symptoms brought on by wild
polioviruses, the only way to distinguish between these agents is by biological analysis of the
virus at the laboratory level. Therefore, applying molecular techniques for fast detection can
reduce the time needed to detect enteroviruses and polioviruses from 2-3 weeks to 1-2
days(15,16). Although not definitive, the isolation of a given enterovirus from stool samples is
highly suggestive of that agent's involvement in the etiology. Some enterovirus serotypes,
however, are difficult to isolate in cell culture. 29 viral isolates on RD cell lines were subjected

to the 5’UTR typing, VP1 typing and whole genome sequencing.

The results of this study showed that species B enteroviruses were more commonly detected than
members of the other enterovirus species. The NPEVs, implicated in confirmed residual paralysis
were Echovirus (1, 3, 6, 7, 11, 19 and 21) and Coxsackie virus B (B3, and B4).

In this investigation, one sample were determined as EV-A76 as only twelve complete genome
sequences for the EV-A76 known serotype are currently available in the GenBank database (as

of March 2023), and only a few countries have reported cases or outbreaks of the virus (17).

Vaccine-associated paralytic poliomyelitis is a negative response to OPV exposure (VAPP). Rare
cases of paralytic polio could arise from live attenuated (weakened) polioviruses used to produce
OPV(21). However, the inactivated poliovirus vaccine (IPV),does not result in VAPP and is able
to protect against paralysis from all poliovirus types, including the Sabin strains of OPV that can
cause VAPP(22).In the present investigation, one case of VAPP was identified due to Sabin3
strain. To stop the emergence of VAPP in children, Morocco switched to the IPV-OPV

immunization program in 2015.

Sequencing of the VP1 genomic region is considered to be the most reliable molecular method
for enterovirus typing, as it is well established that in this region there is an absolute serotype-
genotype correlation. Genotyping with WGS and VP1 is more accurate than 5'UTR. Genotyping
by the S'UTR method is very sensitive, but less specific (23).

The public health impact of enteroviruses has been highlighted by outbreaks of severe
neurological disease that mimicked polio but was linked to non-polio enteroviruses.In light of

this, we hypothesize that NPEVs may predominate in their ability to cause paralysis after polio
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must have been completely eradicated. Thus, investigating non-polio enteroviruses linked to

neurological effects becomes essential.

This study also highlights the probable role of non-polio viral etiologies associated with AFP
and needs to plan new strategies especially during the post polio eradication era.

Ethical Approval

This report does not contain any data that might be used to identify study participants.
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Poliomyélite : Pionniére de Pinitiative mondiale de I’éradication

S'inspirant de la remarquable réussite de I'éradication de la variole, I'Initiative mondiale pour
I'éradication de la poliomyélite (IMEP) a été inaugurée en 1988 et prévoyait 1’élimination de la
polio en I’an 2000. Bien que cet objectif initial n'ait pas encore été concrétisé, les progres réalisés
dans la lutte contre la poliomyélite sont indéniables et la maladie est aujourd'hui confinée plus
étroitement qu’auparavant. Apres éradication des poliovirus de type 2 et 3, actuellement, le
poliovirus de type 1 ne maintient sa circulation qu'au sein d'une seule région de I'Organisation
mondiale de la santé (OMS), a savoir la Région EMRO (Région de la Méditerranée orientale), et
son impact est circonscrit a seulement deux pays : le Pakistan et I'Afghanistan. Ceux-ci
demeurent les deux derniers bastions ou le virus persiste, mais les efforts soutenus de vaccination
et de surveillance ont permis de réduire considérablement sa propagation. Les avancées dans la
lutte contre la polio témoignent de I'engagement global en faveur de la santé publique et de la

coopération internationale visant a éradiquer cette maladie dévastatrice une fois pour toutes.

Les vaccins poliomyélitiques ont joué un réle crucial dans les efforts mondiaux d’éradication de
cette maladie. En particulier, le vaccin antipolio oral (VPO) se distingue par sa facilité
d'administration et sa capacité a susciter une réponse immunitaire locale au niveau intestinal. De
plus, il joue un réle majeur dans la construction d'une immunité collective, agissant pour réduire
la propagation du virus au sein des communautés. Néanmoins, il convient de noter qu'une
préoccupation exceptionnelle réside dans la possibilité, quoique trés rare, que le virus atténué
contenu dans le VPO subisse des mutations, entrainant ainsi des flambées de poliovirus dérivé

du vaccin (VDPV), notamment dans les zones ou la couverture vaccinale n'est pas optimale.

Depuis I'établissement du Programme National d'Immunisation en 1987, le Maroc a enregistré
des progres significatifs dans la gestion des maladies infectieuses en général, et spécifiquement
dans le contréle des maladies ciblées par la vaccination. A cet égard, aucun cas de poliomyélite
n'a été signalé depuis 1989 grace a une politique sanitaire préventive solide. Néanmoins, la
persistance d'un risque d'introduction extérieure nous oblige a maintenir une vigilance soutenue,
tout en assurant une couverture vaccinale adéquate contre la poliomyélite. Ces mesures

demeurent les piliers essentiels pour garder le statut de « Polio Free » obtenu depuis 2015.

Apres la déclaration de I’éradication du poliovirus type 2, il a été¢ décidé de le retirer de la
composante vaccinale du vaccin trivalent (contenant les poliovirus de type 1,2 et 3) et switcher
vers le vaccin bivalent contenant les poliovirus de type 1 et 3. Le Maroc, a ’instar des autres

pays du monde, a commencé dés 2015 a se préparer au remplacement et au retrait du VPO, et le
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remplacement a été lanceé de facon effective en avril 2016. Le vaccin antipolio inactivé a été
introduit dans le calendrier vaccinal de notre pays en 2015. Il est administré a I’age de 4 mois,
en plus du VPO, et ne remplace aucune des doses du VPO. Le VPI est recommandé pour les

programmes de vaccination systématique et non pour les campagnes de vaccination.

Gréace a une couverture vaccinale optimale dépassant 95%, la menace des souches de poliovirus
dérivé du vaccin (VDPV) a été efficacement prévenue sur notre territoire. Les campagnes de
vaccination bien planifiées, associées a une sensibilisation continue en matiere d’hygiene et de
prévention, ont abouti & I'absence totale de circulation des souches VDPV au Maroc. Cette
réalisation démontre I'engagement résolu du pays a garantir la santé publique et a maintenir une
protection durable contre la poliomyélite, contribuant ainsi aux efforts mondiaux visant a

éradiquer cette maladie.

Le taux de couverture vaccinale dans notre pays dépasse les 95%, c’est ainsi qu’aucun cas de
poliomy¢élite dérivé du vaccin (VDPV) n’a été notifié. Cependant, de rares cas de paralysie
poliomyélitique associée au vaccin (VAPP).1l est tout a fait lIégitime d'affirmer que sans le vaccin
antipolio inactivé (VPI), la réalisation de I'éradication mondiale de la poliomyélite serait tout
aussi irréalisable. Dans un monde ou le virus sauvage de la polio aurait été éradiqué, le VVPI se
révelera étre le seul moyen de se prémunir contre trois risques persistants. Tout d'abord, il
permettra de contrer la circulation potentielle de virus dérivés du vaccin oral, excrétés par des
individus immunodéprimés. De plus, le VVPI servira de bouclier face a la libération accidentelle
de virus provenant d'échantillons de laboratoire, ainsi que face a la menace de bioterrorisme. De
maniere cruciale, le VVPI facilitera également la surveillance attentive de toute réapparition de
poliovirus : une fois que la circulation de virus associés au vaccin oral aura cessé, la détection
d'un unique poliovirus — qu'il provienne d'un patient ou de lI'environnement — servira de signal
d'alarme, déclenchant des enquétes et des mesures d'intervention rapides. Enfin, et c'est un
élément majeur, le VPI offrira en toute sécurité une protection individuelle continue aux
personnes vaccinées, jusqu'a ce que toute crainte de résurgence du virus de la polio, que ce soit

par accident ou intention malveillante, soit dissipée.

Eradication de la polio durant la COVID-19

La récente pandémie de coronavirus (COVID-19) a profondément bouleversé les systemes de
sante a I'échelle mondiale, créant un défi sans précédent pour les professionnels de la santé. Les

établissements médicaux se sont retrouvés confrontés a la tdche complexe de jongler entre la
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prise en charge des patients atteints de COVID-19 et la gestion continue d'autres affections

potentiellement mortelles.

Les perturbations causees par la pandémie de COVID-19 ont eu des conséquences d'une grande
portée, allant au-dela de ses effets immeédiats sur la santé. Dans de nombreux pays, dont le
Pakistan, des services et des équipes de lutte contre la poliomyélite ont été contraints de fermer
leurs portes a cause de la pandémie. Les ressources sanitaires locales et les organisations
internationales telles que I'Organisation mondiale de la santé (OMS) ont fait état de ces
fermetures. Les conséquences de ces fermetures se répercutent sur le systéme de sante, affectant
non seulement les soins de routine de la poliomyélite qui sont essentiels pour prévenir la
propagation de la maladie, mais aussi la fourniture de traitements urgents. En outre, la pandémie
amis a rude épreuve les relations des patients avec leur famille, car les restrictions et les mesures
de sécurité ont limité les contacts et les interactions. Cette situation complexe met en évidence
I'équilibre délicat que les systémes de santé doivent trouver lors d'une crise mondiale, alors qu'ils
s'efforcent de relever simultanément de multiples défis sanitaires tout en veillant a ce que les
patients recoivent les soins dont ils ont besoin et en maintenant des liens solides avec les familles
et les communautés. Elle met en évidence la nécessité pour les pays et la communauté mondiale
de la santé de collaborer pour atténuer les effets plus larges de la pandémie sur les services de

santé essentiels.

L'impact des diverses crises sanitaires a ¢également influencé la mise en ceuvre de la vaccination
contre la COVID-19. Les flambées de polio, de rougeole, de fievre jaune et plus récemment
d'Ebola ont engendré des changements de perspective au sein des nations touchées, altérant les

échelles de priorités établies.

L'émergence de la pandémie de COVID-19 et les actions entreprises pour la contenir ont fourni
une opportunité de reconnaitre I'importance de I'infrastructure préexistante dans la lutte contre la
poliomyélite, et de garantir sa durabilité a long terme. Cette période a mis en évidence la capacité
d'adaptation des vastes réseaux dédiés a I'éradication de la polio, qui ont été rapidement ajustés

pour répondre aux exigences du contexte de la pandémie de COVID-19.

Au plein milieu de la pandémie mondiale de COVID-19, la région africaine a été certifiée
exempte de polio en Aodt 2020.Le succes de la certification de I’ Afrique témoigne non seulement
des efforts acharnés déployés pour éradiquer cette maladie debilitante, mais également de
I'impact profond du programme de lutte contre la poliomyélite sur la santé des communautés

locales. Ce programme, en plus de cibler spécifiquement la polio, a engendré des bénéfices
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considérables et durables dans d'autres domaines de la santé publique spécialement la COVID-
19. En effet, a travers le monde et dans le contexte de la pandémie de COVID-19, les
compétences et l'infrastructure mises en place pour la surveillance, la vaccination et la
mobilisation communautaire dans le cadre de la lutte contre la polio se sont révélées inestimables.
Les mécanismes établis pour suivre et répondre aux flambées épidémiques ont permis une
réaction rapide et coordonnée face a la propagation du virus. Les partenariats solides entre les
gouvernements, les organismes de santé et les communautés ont facilité la communication
d'informations vitales, le renforcement des systémes de santé et la mise en ceuvre de mesures de

prévention efficaces.

De plus, le programme de lutte contre la poliomyeélite a eu un impact profond sur la sensibilisation
a la vaccination et I'importance de I'immunisation systématique. Les campagnes de vaccination
ont contribué a renforcer la confiance des communautés envers les services de santé, encourager
la participation active et sensibiliser & la valeur de la prévention. Par consequent, non seulement
les taux de polio ont été réduits, mais également ceux de diverses autres maladies évitables par

la vaccination.

Le programme de lutte contre la poliomyélite a montré comment des efforts concertés peuvent
non seulement éradiquer une maladie dévastatrice, mais aussi renforcer les systéemes de santé,
promouvoir I'immunisation et améliorer la résilience des communautés face aux défis de santé

publique, y compris les pandémies.

Foyers de Poliovirus dérivés du vaccin (cVDPV)

Entre janvier 2021 et mars 2023, un total de 1 619 occurrences de cVDPV ont été rapportées
dans 36 nations. Parmi ces pays, six ont notifié 225 incidents de cVDPV de type 1, tandis que 34
pays ont enregistré 1 393 incidents de cVDPV de type 2. La République démocratique du Congo
(RDC), le Malawi, le Mozambique, la République du Congo et le Yémen ont rapporté la présence
simultanée du cVDPV1 et du cVDPV2. Au cours de I'année 2022, on a identifié 673 occurrences
de cVDPV?2 réparties dans 20 pays ; parmi celles-ci, les 504 cas détectés en RDC représentaient
59 % de I'ensemble des cas mondiaux de cVDPV signalés. Pour ce qui est du cVDPV de type 1,

le bilan mondial s'élevait a 185 incidents déclarés dans cing pays pour I'année 2022(7).

En 2022, parmi les foyers accidentels, on a identifié le poliovirus de type 2 dérivé d'un vaccin
(VDPV?2) a partir d'échantillons environnementaux recueillis a Londres, au Royaume-Uni (UK),

dans le cadre de la surveillance continue de la maladie. De plus, en juillet 2022, un cas de
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paralysie poliomyélitique causée par le VDPV?2 a éte signalé chez un enfant non vacciné résidant

dans le comté de Rockland, aux Etats-Unis d'Amérique.

Dans le but de mettre fin aux foyers de VDPVc, une nouvelle formule vaccinale a été élaborée,
connue sous le nom de nOPV2. Cette approche novatrice vise a offrir une réponse plus ciblée et
efficace pour éradiquer les souches de poliovirus de type 2 dérivées du vaccin (VDPVc) qui
persistent dans certaines régions. Le nOPV2 est genétiquement plus stable que la souche Sabin
et est utilisé dans les activités de vaccination supplémentaires depuis mars 2021. L'introduction
de ce vaccin est probablement a I'origine d'une nette diminution des nouvelles émergences de
cVDPV 2 et d'une baisse de 46 % du nombre de cas de poliomyélite paralytique dus a ce type de
virus entre 2020 et 2022.

Le plan stratégique de ’'IMEP pour la période 2022-2026 avait pour objectif de détecter les
derniers cas de PVV1 et de VDPVc en 2023. Cependant, la situation actuelle de la transmission
mondiale du poliovirus rend peu probable I'atteinte de cet objectif a cette date. La détection de
poliovirus (PVV1 et VDPVCc) dans des zones précedemment éliminées met en évidence le risque
de persistance de ce virus. Cela souligne la menace d'une propagation continue du poliovirus
dans les régions ou la vaccination est insuffisante. Ainsi, il est crucial de renforcer la vaccination
de masse et la surveillance dans les zones ou la transmission est encore active afin de mettre un
terme a la propagation du poliovirus et d'éliminer la menace de poliomyélite paralytique chez les
enfants a I'échelle mondiale.

Programme de la Surveillance des PFA :

Outre la vaccination, la stratégie de lutte contre la poliomyélite repose également sur la
surveillance des cas de paralysie flasque aigué (PFA). Cette surveillance vise a repérer la
présence du poliovirus sauvage et du poliovirus de type 2 dérivé du vaccin en circulation, afin
de recueillir des données essentielles pour la formulation de stratégies de prévention et de

controle.

Le Maroc a mis en ceuvre cette IMEP en se basant sur les stratégies de ’OMS. Et grace aux
efforts fournis par toutes les parties concernées du ministére de la santé, le Maroc a été déclaré
polio-free en 2015 et aucun cas de poliovirus sauvage n’a été signalé depuis 1989. Cependant,
I'importation de poliovirus est une menace potentielle, car le poliovirus sauvage continue a

circuler au Moyen-Orient.
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Le laboratoire de la poliomy¢élite de I’Institut National d’Hygiéne a été désigné par le Ministére

de la Santé comme étant le Laboratoire National de Référence de la polio (LNRP) depuis 1994.

Une étude visant I’évaluation de la surveillance virologique de la poliomyélite a été ¢laborée
durant la période 2010 -2018 afin d’identifier les points forts de la surveillance et les points
faibles pour établir les mesures a prendre pour répondre aux exigences de I'OMS dans le cadre
de I'MEP. La surveillance continue du poliovirus soutiendra I'objectif mondial d'éradication du
poliovirus et fournira des enseignements pour renforcer la surveillance d'autres maladies
infectieuses, Une attention particuliére sera portée a la pertinence des indicateurs de surveillance

afin de guider efficacement le suivi du programme.

L’évaluation du systéme de surveillance des PFA repose sur plusieurs indicateurs. Parmi ces
indicateurs : le taux de notification des cas qui doit étre supérieur a 1/100 000 enfants de la
population. Ce taux était faible dans notre pays n’atteignant pas le minimum requis vu que des
régions du pays ont un taux de déclaration faible alors que d’autres n’en notifient aucun. Des
programmes de formation destinés aux praticiens sur le terrain ont été développés pour améliorer
les enquétes épidémiologiques liées a la poliomyélite. Ces initiatives de formation ont produit
des résultats concluants, se traduisant par un taux de notification dépassant 2 pour 100 000
enfants au cours des années 2018 et 2019.Apres cette période fructueuse, malheureusement, ces
avancées n'ont pu étre maintenues, car la pandémie de COVID-19 a une fois de plus perturbé ce
progrés. Les années 2020 et 2021 ont enregistré une baisse significative du taux de PFA déclaré.

La capacité du programme a obtenir des échantillons de selles adéquats suscite des
préoccupations. Les échantillons de selles sont la seule source permettant au laboratoire national
de tester la présence du poliovirus chez les patients atteints de PFA. L'absence d'échantillons, la
réception d'un seul échantillon, la collecte tardive d'échantillons en cours de maladie et les longs
délais pour que I'échantillon parvienne au laboratoire national compromettent l'intégrité de
I'échantillon et peuvent introduire une incertitude de mesure, tout en reflétant des problémes
logistiques. Ainsi, il faudrait mettre en ceuvre des campagnes de sensibilisation ciblées a I'égard
des professionnels de la santé et des patients concernant I'importance d’une collecte adéquate
d'échantillons de selles pour la surveillance de la PFA. Cela pourrait impliquer des sessions de
formation, des brochures informatives et des programmes éducatifs. Il est nécessaire aussi
d’assurer des mesures pour réduire les délais de transport, notamment en établissant des
protocoles de transport rapides et efficaces, en renforcant les infrastructures logistiques et en
garantissant le respect strict de la chaine de froid tout au long du processus.
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En prenant des mesures pour aborder ces causes Sous-jacentes et en mettant en ceuvre des
solutions adaptees, il est possible de surmonter les problemes logistiques et de préserver

I'intégrité des échantillons de selles pour une surveillance précise et fiable de la PFA.

La surveillance virologique a mis en évidence des cas de paralysie poliomyélitique associée aux
vaccins (PPAV) dues aux souches vaccinales atténuées contenues dans le vaccin poliomyélitique
oral. La PPAV est une complication rare mais grave de l'utilisation du VPO observée chez les
enfants vaccines par le VPO et leurs contacts, qui ne peut étre distinguée cliniquement d'une
poliomyélite due au poliovirus sauvage.Avant 2014, l'incidence mondiale de la PPAV était
estimée a 250-500 cas par an dans les pays utilisant le VPOt. Depuis le retrait du VPO type 2 et
I'ajout du VPI au calendrier du programme d’immunisation, l'incidence estimée de la PPAV a
considérablement diminué (OMS Polio, données non publiées). Le risque de PPAV a été un
facteur dominant dans la politique mondiale de lutte contre la poliomyélite, ce qui a conduit a la
décision d'arréter I'utilisation du VPO type 2 en 2016 et au plan visant a arréter I’administration

du VPO afin d'éradiquer la poliomyélite dans le monde.

Un autre indicateur est le taux d’EVs non-poliomyélitiques isolés au laboratoire. Il s’agit d’un
parameétre lié a la qualité de I'échantillon et aux conditions de transport. En effet la culture
cellulaire implique que le virus soit vivant pour pouvoir I’isoler. Toutefois, les EVS sont tres
sensibles aux conditions de température et si la chaine de froid n’est pas respectée, le résultat de
la culture sera rendu faussement négatif. De méme, certains sérotypes d’EVS peuvent ne pas

pousser sur les lignées cellulaires utilisées dans le programme de la poliomyélite.

Un autre critere adopté pour évaluer la fiabilité et la capacité des échantillons de selles expédiés
au laboratoire en vue de leur isolement viral est le taux des EVs non polio isolés par culture
cellulaire. On prévoit qu'au minimum 10% des échantillons de selles envoyés au laboratoire
devraient permettre d'isoler des EVs non polio.Durant la période de I'étude (2010-2018), ce taux
demeurait modeste dans notre contexte national, ne dépassant pas 2,2% en 2018. Cette situation
peut principalement s'expliquer par un certain nombre de facteurs, dont la stagnation des
conditions de transport malgré une augmentation notable du nombre de cas déclarés.Durant les
deux années marquées par la pandémie de COVID-19, ce taux est vraisemblablement tombé a
zéro, ce qui pourrait étre attribué aux mesures de confinement mises en place et a I'amélioration

des conditions d'hygiéne pendant cette période.

La surveillance des paralysies flasques aigués et le diagnostic en laboratoire des EVs sont des

éléments essentiels de I'initiative de I'Organisation mondiale de la santé pour I'éradication de la

94



poliomyélite. Par conséquent, il est nécessaire de disposer de techniques rapides et fiables pour
un diagnostic différentiel efficace de ces virus.En effet, le diagnostic des infections a EVs par
culture virale est limité par une sensibilité de 65 a 75 % seulement, un delai d'exécution de 3 a
10 jours et un haut degré d'expertise technique. Les techniques moléculaires offrent une
alternative appropriée en vue d'améliorer la sensibilité et la spécificité pour le diagnostic des
EVs.

Corrélation entre EVs, Adénovirus et les Paralysies Flasqgues Aigués

Afin de rechercher le taux réel des EVNP dans les prélevements de selles de cas de PFA ; nous
avons utilisé des méthodes moléculaires indépendantes de la culture cellulaire. Deux approches
de RT-PCR en temps réel ont été utilisées afin de détecter directement les génomes d'EVs a partir
d'échantillons de selles traités, précédemment considérés comme négatifs lors des tests en culture
cellulaire : détection par kit DiaENT-rRT-PCR (Diagenode Diagnostics) et par amplification

génique ciblant la région non codante 5’UTR.

Les deux méthodes ont réussi a détecter une prévalence de 13% d'EVs parmi les enfants atteints
de PFA. Ces résultats demontrent que la rRT-PCR s'est révélée plus performante que la culture
cellulaire en termes de rapidité et de sensibilité pour la détection des EVs. Diverses études ont
été menées pour soutenir I'amélioration de I'algorithme de détection du Poliovirus établi par
I'Organisation mondiale de la santé (OMS) dans le contexte de la surveillance des Paralysies
Flasques Aigués (PFA) (89,90), stratégie clé du programme d’éradication de la poliomyélite.
L'approche traditionnelle, qui repose sur l'isolement viral par culture cellulaire, est considérée
comme le "gold standard" pour cette surveillance. Cependant, il existe un effort pour remplacer
cette méthode par des techniques moléculaires plus rapides et sensibles, afin d'améliorer la

précision et la rapidité de la détection.

Outre les défis logistiques liés a la nécessité de maintenir une chaine du froid pendant le transport
pour préserver la viabilité du virus en vue de son isolement, des problémes spécifiques surgissent
en lien avec la culture de certains sérotypes viraux qui ne peuvent pas étre cultivés sur les lignées
cellulaires recommandées par I'OMS, notamment les lignées RD et L20B. Ceci est
particulierement pertinent pour des EVs du groupe C, tels que les Coxackievirusne sont pas
cytopathogenes aux cellules utilisées pour la culture cellulaire(91) et donc leur présence ne peut

étre mise en évidence qu’en ayant recours aux techniques moléculaires.
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Par ailleurs, dans le cadre de cette etude rétrospective, I'utilisation de larRT-PCR pourrait exercer
un impact sur la gestion clinique des patients souffrant d'infections a EVs, ainsi qu'améliorer la
réactivité et la réponse en cas de survenance d'épidémies liées a des affections entérovirales
éventuelles. De méme, a 1’¢re de 1’éradication du poliovirus, il est essentiel que le test rRT-PCR
soit utilisé de maniere proactive en complément des méthodes conventionnelles, afin de garantir
un diagnostic prompt et une réaction efficace des autorités sanitaires dans le cas ou un poliovirus

serait identifié.

En dehors des EVs, qui sont les agents les plus fréquemment associés a la survenue de Paralysies
Flasques Aigués (PFA), il convient de mentionner que d'autres virus ont également été détectés
dans les selles et le LCR d'enfants atteints de ce syndrome.Parmi ces agents viraux, les

Adénovirus ont également une importance notable.

Les Adeénovirus (AdVs) sont des virus a ADN bicaténaire non enveloppés de structure
icosaédrique. Plus de 85 génotypes d'AdV ont été identifiés et classés en sept espéces désignées
A a G. lIs provoquent genéralement des infections Iégéres touchant les voies respiratoires
supérieures ou inférieures, le tractus gastro-intestinal ou la conjonctive. Des manifestations rares
des infections a AdV comprennent la cystite hémorragique, I'hépatite, la colite hémorragique, la
pancréatite, la néphrite ou la méningo-encéphalite. Les Adénovirus ont également démontré leur
capacité a infecter le systéme nerveux central (SNC) et ont été isolés chez des patients présentant
des myélopathies aigués et des paralysies flasques aigués (PFA). Les infections a AdV sont plus
fréguentes chez les jeunes enfants en raison d'une immunité humorale insuffisante. Dans le but
d’étudier l'association des Adénovirus avec les manifestations neurologiques chez les patients
atteints de PFA, nous avons mené une étude préliminaire pour estimer le taux de détection des
Adénovirus dans les selles d’enfants atteints de PFA par RT-PCR en temps réel en utilisant le kit
R-DiaADV (Diagenode Diagnostics). Les Adénovirus ont été identifiés dans 8% des cas
analysés. Des études ont montré que le taux de prévalence des Adénovirus dans les groupes de
patients atteints PFA et dans les groupes sans PFA ont montré une différence statistiquement
significative(92). Les cas de PFA ont présenté un taux considérablement plus élevé par rapport
aux groupes témoins. Cette observation appuie I'nypothese de I'implication potentielle des
Adénovirus dans les manifestations neurologiques, y compris la PFA. 1l a été rapporté que parmi
les cas de PFA, le type B d'Adénovirus humain (HAdV) était le plus fréquemment détecte, en
particulier les sous-types B3, B7, B16 et B21. D'autres types tels que les types A (HAdV-A12 et
A31), C (HAdV-C1et C6), D (HAdV-D19 et D93) et F (HAdV-F41) ont également été identifiés.

96



Nos résultats ont révélé qu'une proportion de 2,2 % des échantillons présentait une co-infection
a la fois par des EVs et des Adénovirus, une donnée qui suggéere qu'une interaction entre les deux
virus pourrait avoir eu lieu. En effet, lors d’une épidémie due a la maladie main-bouche-pieds
survenue en Malaisie étant associée a I'EVs de type 71, huit enfants ont présenté une PFA
associée a I’Adénovirus de type 21 dont 3 présentaient une paralysie résiduelle(93). 1l n'est pas
certain si I'épidémie de la maladie main-bouche-pieds associée a I'EV-AT71 était une coincidence
ou si ’infection entérovirale a contribué a la sévérité des symptémes provoqués par I'Adénovirus.
Pour cela, afin de mieux comprendre cette possible interaction entre les EVs et les Adénovirus,
ainsi que les schémas de maladies qu'ils engendrent, il est essentiel de mener des études plus
approfondies et détaillées, notamment sur le plan clinique, virologique et physiopathologique.
Dans notre contexte, il s’agit d’une étude préliminaire qui requiert le typage des Adénovirus
détectés afin d'identifier les types spécifiques d'Adénovirusassociés a la paralysie flasque aigué

(PFA) et en circulation au Maroc.

Diversité des EVs associés aux PFA au Maroc

Dans la derniere phase de ce travail, nous nous sommes intéressés au typage des EVs associés
aux cas de PFA qui ont été examinés au sein du laboratoire national de la poliomyélite dans le
cadre de la surveillance des PFA dans notre pays, et ce dans le but de déterminer les sous-types
impliqués dans I’étiologie de la PFA. Le typage a été réalisé par la méthode de séquencage Sanger
et le séquencage du génome entier par la méthode NGS. Le typage a concerné les EVs isolés par

culture cellulaire sur les lignées RD (Séquencage Sanger et NGS).

Apres la déclaration de 1’éradication des poliovirus de type 2 et 3 et la limitation de circulation
du poliovirus de type 1, il est essentiel daccorder une surveillance renforcée aux EVs non
poliomyélitiques, en particulier lorsque les sérotypes sont liés a des épidémies importantes ou a
des affections graves (comme le EV-AT71 et le EV-D68). La classification des EVs est en
constante évolution depuis 1’identification des premiers membres de cette population virale
relativement hétérogéne. La classification actuelle de ces virus est principalement basée sur
I’homologie de la séquence des molécules d’ARN simple brin qui constituent leur génome. Les

EVs sont ainsi divises en 15 especes : les EVs A a L et les rhinovirus A a C.

Pour les méthodes de typage des EVs, Les techniques moléculaires telles que la transcriptase
inverse PCR (RT-PCR) et le sequencage des nucléotides ont gagné en importance par rapport
aux techniques conventionnelles de culture virale et de test de séroneutralisation pour le

diagnostic et la caractérisation des infections a EVs(32). La région 5' non codante (5'UTR) est
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extrémement conservée parmi tous les EVs et est donc largement utilisée dans les tests de
diagnostic par RT-PCR. En raison de la conservation génétique de la 5’'UTR, le séquencage de
cette région ne permet pas d'identifier avec précision le type d'EVs. La méthode standard pour le
génotypage des EVs consiste a séquencer la partie amino terminale de la protéine de la capside
VP1.

Le séquencgage Sanger ciblant les génes de la S’UTR et de la VP1 a été réalisé pour étudier la
diversité des EVs dans les échantillons de selles des enfants atteints de PFA recus au laboratoire
durant la période 2017-2021. Les échantillons choisis pour cette étude étaient ceux provenant de
prélévements ayant montré une cythopathologie caractéristique des EVs sur la lignée cellulaire

RD et étaient au nombre de 30 échantillons

Les résultats de cette étude ont démontré une grande variété des EVs potentiellement impliqués
dans 1’étiologie de la PFA. Les Echovirus et les virus Coxsackie-B étaient les types les plus
prévalents chez les cas analysés. Ces résultats sont en accord avec d'autres études menées au
Nigeria, au Pakistan, en Chine orientale et en Inde (93,94), ce qui confirme leur endémicité

marquée et leur distribution a I'échelle mondiale.

Les EVs appartenant a I'espéce B étaient détectés de maniére plus fréquente que les membres des
autres espéces A et C. En effet, 'EVs B est I'espece la plus représentée dans le monde, c'est aussi
I'espéce qui contient plus de la moitié des types d'EV connus. La prédominance de I'espece B
parmi les EVNP en circulation a été signalée dans de nombreux pays d'Afrique, d'Asie et
d'Europe. Parmi le groupe B d’EV, I’échovirus 3 et 6 (E3, E6) étaient les plus fréquents chez les
cas de PFA étudiés. Des études ont confirmé que I’E6 a été identifie comme un facteur
prédominant des symptdmes neurologiques observés chez les enfants, en particulier dans le
contexte de la paralysie flasque aigué (PFA). Ces associations ont été observées dans divers pays,
incluant des régions d'Afrique de I'Ouest (96), I’ltalie (97), I’Tran (98) et la Tunisie(99).

Le typage des EVs chez les cas de PFA analysés a pu mettre en évidence la présence d’un
génotype rare: I’EV-AT6. En effet, seules douze séquences génomiques complétes du sérotype
EV-AT76 connu sont actuellement disponibles dans la base de données GenBank (en date de mars

2023), et seuls quelques pays ont signalé des cas ou des épidémies de ce virus (106).

Le typage a aussi mis en évidence un cas de paralysie associée au vaccin antipoliomyélitique
oral. I1 s’agit de la souche de type sabin 3 (SL3). Le virus a isoler a échappé a la culture cellulaire
sur les cellules L20B laissant I’étiologie virale de la maladie indéterminée, d’ou la nécessité de

mettre au point une stratégie adéquate pour la détection et le typage simultané des virus associés
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a la PFA afin de fournir des réponses rapides et précises concernant le diagnostic virologique de

la paralysie chez les enfants.

Lors de notre étude, une absence de circulation des EVs de groupe D a bien été confirmee. L'EVs
D est I'une des plus petites especes du genre EVs, ne comptant que cing types, mais la gamme
d'hotes, le tropisme tissulaire et les maladies associées sont tres diversifiés. EV-D68 et EV-D70,
les premiers EV-D découverts, sont responsables d'infections respiratoires et oculaires
respectivement. Les trois autres types d'EV-D, EV-D94, EV-D111 et EV-D120, ont été détectés
en Afrique et restent mal caractérisés. L'EV-D94 a été découvert en 2007 dans des échantillons
d'eaux usées en Egypte et dans des cas de paralysie flasque aigué¢ (PFA) en République
démocratique du Congo. L'EV-D111 a été identifié a la fois dans des échantillons de selles
humaines et de primates, tandis que I'EV-D120 n'a été détecté que dans des échantillons de selles
de primates sauvages non humains. Le membre respiratoire de I'espéce EVs D, EV-D68, est
probablement le plus connu, car il a été a l'origine d'épidémies bi-annuelles dans la population
pédiatrique ces dernieres années. Toutefois, il ne s'agit pas d'un virus récent, mais plutét d'un
virus ré-émergent. Lors d'une épidémie généralisée aux Etats-Unis d’Amérique en 2014, EV-D68
a suscité I'intérét du public en raison de sa forte morbidité chez les enfants. Des complications
graves sont apparues, allant d'une maladie respiratoire a une maladie ressemblant & la polio,

décrite comme I'AFM.

Séguencage du génome entier par NGS appliqgué aux EVs

Pour obtenir des données de séquencage, la méthode traditionnelle Sanger est capable de
séquencer le génome entier, mais dans un temps qui est long sans pouvoir séquencer
simultanément un mélange de virus. Cette méthode ne peut étre appliquée a des systemes de
surveillance a grande échelle puisqu’il est difficile de cibler spécifiquement chaque type d’EVs
connu et sans s’intéresser aux Virus inconnus. C’est ainsi que les méthodes de séquengage a haut
débit NGS offrent un nouvel outil performant pour I’identification et la caractérisation des EVs
et permettront probablement de classifier les EVs prenant en compte 1’ensemble du génome et

non plus seulement la région codant la capside.

La méthode de séquencage pour le génome entier adoptée pour notre étude utilise des amorces
géneriques et spécifiques aux especes capable de typer et de sequencer le génome entier de tous
les EVs des especes A a D présents dans des échantillons contenant des mélanges viraux. Le
séquencage a concerné les isolats viraux cultives sur les lignées cellulaires RD. Ces isolats ont

fait I’objet d’une extraction de I’ARN suivie par une RT-PCR realisée avec des amorces

99



dégenéreées ciblant des régions conservées du génome, afin d'amplifier les fragments d'ADN, puis
nous avons procédé au séquencage par la méthode NGS. Cette méthode a été réalisée en
sélectionnant deux couples d'amorces par espece d'EVs qui ont généré deux fragments se
chevauchant, ce qui a permis de réduire le travail, le temps et le codt par échantillon teste. Le
premier couple d'amorces géneriques (C004-F et CRE- R) correspond a deux régions conserveées
pour tous les EVs (-A a -D) et a permis d'amplifier avec succes la premiere moitié du génome
(~4500 nt). La seconde moitié du genome a été amplifiée a I'aide d'amorces généeriques congues
pour cibler spécifiquement tous les virus de I'espece concernée (EV- A, -B, -C et -D). Nous avons
pu amplifier la quasi-totalité du génome de tous les EVs en utilisant seulement cing mélanges
réactionnels de PCR. Elle a permis non seulement de fournir une information sur le type d’EVs
présent dans I’échantillon mais elle a aussi déterminé la présence de mélange d’EVs de différents

sous-types dans la méme suspension des selles du cas de PFA.

Sur les 29 isolats viraux, seulement 11 échantillons ont pu étre séquencés par cette méthode. Les
séquences obtenues déterminent le type d’EVSs isolé et amplifié. Pour un cas de PFA, le

séquencage a révélé la présence de deux virus en co-infection.

Les données présentées dans cette étude soulignent également l'importance de l'analyse des
caractéristiques épidémiologiques et génétiques des infections a EVs pour mieux comprendre la
charge de morbidité de la PFA non poliomyélitique causée par les EV. Ainsi, I'intégration d'une
surveillance moléculaire des EV dans les zones ou le poliovirus n’existe plus et spécialement
dans la phase d'élimination post-polio aurait une importance clinique dans I'évaluation a long

terme de I’association des PFA aux EVs non polio.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les EVs sont des petits virus a ARN qui causent de nombreuses infections chez les humains,
allant de formes asymptomatiques a des maladies séveres voire mortelles. Les techniques de
culture cellulaire ont longtemps été utilisées pour détecter les EVs. Le typage des souches d’EVs
est réalisé par sequencage des genes de la région non codante 5'UTR et une partie du géne codant
les protéines de capside VP1. La principale difficulté avec la plupart de ces techniques est la
nécessité de travailler a partir de souches isolées par culture cellulaire. Plusieurs études ont
récemment proposé des méthodes combinées de détection et de typage qui utilisent une
amplification directe d'échantillons cliniques ou environnementaux permettant un gain de temps

et une meilleure sensibilité.

En effet, et a ’ére de I’éradication du poliovirus, il est important que les systémes de santé et
principalement I’OMS réévaluent la méthode de surveillance virologique du poliovirus en faveur
de techniques moléculaires plus avancées. Ce changement vise a augmenter la sensibilité du
systeme de surveillance, afin de mieux détecter les cas importés de poliovirus dans les pays déja
exempts de polio. L'adoption de méthodes moléculaires offre une approche plus sensible et
spécifique qui pourra renforcer la capacité du systeme de surveillance a identifier rapidement et

a répondre aux éventuelles réapparitions de la maladie.

Pour une meilleure prise en charge des atteintes neurologiques d’origine virale, en particulier les
Paralysies Flasques Aigués, il est essentiel de ne pas se limiter a la surveillance du seul
poliovirus. Il convient également d'accorder une attention particuliere aux Entérovirus non polio,
en raison de leur capacité a causer des syndromes imitant la poliomyélite, pouvant entrainer des
effets irréversibles. Afin de mieux comprendre et aborder les cas de PFA, il est impératif de
déterminer les types spécifiques de virus responsables de ces atteintes neurologiques. Dans le
cadre de la surveillance des paralysies flasques aigués au Maroc, le typage a été réalisé sur des
prélevements de selles de cas de PFA, mettant en évidence une grande diversité des Enterovirus
impliqués dans la survenue de ce syndrome. Il devient essentiel d'élargir la gamme des virus
neurotropes recherchés dans le cas des PFA afin de détecter les possibles agents causaux de la

maladie, renforcant ainsi la capacité a identifier et traiter rapidement ces troubles neurologiques.

Cette etude présente certaines limites qu'il est important de prendre en considération. Tout
d'abord, les données sur les patients s'averent insuffisantes, en particulier en ce qui concerne le

suivi de la paralysie, gu'elle soit réversible ou irréversible. Cette lacune pourrait restreindre la
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compréhension compléte des conséquences a long terme de la maladie. De plus, les conditions
d'acheminement des prélévements présentent des défis, compromettant potentiellement la
viabilitée des virus. Ces conditions logistiques peuvent influencer la qualité des échantillons
collectés et, par consequent, impacter les résultats de I'analyse virologique. Par ailleurs, la sous-
déclaration des cas constitue une limitation majeure de cette étude. Une amélioration
significative de la collecte et de la déclaration des cas est nécessaire pour garantir une
représentation plus précise de la prévalence de la maladie. Des efforts supplémentaires doivent
étre déployés pour sensibiliser, former et renforcer les systemes de déclaration afin de réduire

cette sous-estimation des cas.

Les perspectives de cette étude sont importantes puisqu’elle permet de s’affranchir de la culture
cellulaire pour la détection et le typage des EV. Des études phylogénétiques et
phylogéographiques sont & prévoir sur un plus grand nombre d’échantillon de cas de PFA et
éventuellement dans le cas d’autres pathologies ou pourraient intervenir les EVs principalement

les infections respiratoires aiglies séveres et les méningites.

Il est également essentiel d'établir une surveillance environnementale des enterovirus. Cette
approche permettra de détecter la présence de ces virus dans lI'environnement, ce qui peut jouer
un role crucial dans la compréhension de leur circulation, de leur persistance et de leur potentiel
de transmission. En intégrant la surveillance environnementale des EVs dans les protocoles de
surveillance existants, on peut améliorer la sensibilité du systeme de détection et renforcer la
capacité a anticiper et a répondre aux éventuelles émergences ou résurgences de maladies
associees a ces virus. Cette approche compléete, combinant surveillance clinique et
environnementale, offre une vision plus exhaustive de la dynamique des EVs, facilitant ainsi la

mise en ceuvre de mesures préventives et d'interventions rapides.
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Annexe |

Pré-traitement des selles des cas de PFA pour la recherche du Poliovirus et des EVs non-
poliomyélitiques

Les échantillons requieérent un prétraitement avant d’étre inoculés, et tous les prélévements de
selles doivent subir un traitement au chloroforme auquel les EVs sont résistants. Cette méthode
élimine les bactéries et les champignons contenus dans les selles, détruit les lipides
potentiellement cytotoxiques et dissocie les agrégats viraux.

1. Marquer les tubes a centrifuger avec I’identifiant de 1’échantillon

2. Ajouter 10ml de solution Phosphate buffered saline (PBS), 1g de billes de verre et 1ml
de chloroforme dans chacun des tubes.

3. Sous une enceinte de sécurité biologique (ESM), ajouter 2g de chaque selle collectée a
chacun des tubes marques.

4. Les tubes, correctement fermés, sont vortexés pendant 20 min.

Centrifuger les tubes dans une centrifugeuse réfrigérée a 1500 xg pendant 20 min.

6. Sous I’ESB, transférer le surnageant de chaque suspension vers un tube de collecte de 2
ml et conserver & -20°C jusqu’a inoculation.

o

Tableau 3: Composition du Phosphate Buffer Saline pour la préparation des suspensions de selles

Solution Produitchimique | Masse (g) Préparation
NaCL 89
SOI(lggjg A Eﬁl HPO 0.29 Dissoudre les sels dans 1000 ml puis autoclaver a
. 2 70 kPa pendant 15 min.
incomplet) (anhydre) 0,91g
KH,PO,4 0,12g
. Dissoudre dans 100 ml d'eau distillée puis
SolutionB | MgCl .6H, O 0109 autoclaver & 70 kPa pendant 15 min.
. Dissoudre dans 100 ml d'eau distillée puis
Solution C CaCl; 0109 autoclaver a 70 kPa pendant 15 min.

Pour préparer la solution de travail du PBS complet ajouter
1 volume de solution B et 1 volume de solution C a 8 volumes de solution A

114



Annexe 11

Composition du milieu utilisé pour la culture cellulaire

Deux milieux sont préparés pour la culture cellulaire des lignées RD et L20B utilises pour
I’isolement du Poliovirus et des EVs non-poliomyélitiques : le milieu de croissance et le milieu
de maintien a la base du milieu Eagle's minimum essential medium.

Le milieux de croissance, riche en sérum (généralement 10 %), favorise une croissance
cellulaire rapide. Aprés la formation d'une monocouche et avant I'inoculation du virus, le milieu
de croissance est retiré et remplacé par un milieu de maintien.

Le milieux de maintien (MM), a faible teneur en sérum (généralement 2 %), est destiné a
maintenir les cultures cellulaires dans un état stable de réplication cellulaire lente tout en
maintenant le métabolisme cellulaire pendant la période de réplication virale.

Tableau 4: Composition du milieu de croissance et du milieu de maintien pour la culture cellulaire.

Milieu de croissance Mll!eu_ de
maintien
Eagle's minimum essential medium 83,3 ml 90,3
Sérum de veaufcetal 10 ml 2ml
L-glutamine 200 mM 1ml 1ml
Solution Bicarbonate de Sodium NaHCO3; 7.5% 3,5 ml 4,5 ml
HEPES 1M 1ml 1ml
Solution de Penicillin/streptomycin 1ml 1ml
Rouge de phénol 0,4% 0,2 ml 0,2 ml
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Annexe |11

Entretien des lignées cellulaires RD et L20B

La qualité des cultures cellulaires utilisées dans I'étude virologique de la poliomyélite est
importante pour la normalisation de l'isolement du poliovirus et sa caractérisation. Les étapes de
I’entretien des lignées cellulaires utilisées doivent étre menées dans des conditions d’asepsie
totale pour éviter la contamination des cellules lors des passages. De méme, les lignées cellulaires
RD et L20B doivent étre manipulées séparément pour eviter les contaminations croisees.

1. Examiner les cellules pour en vérifier la qualité (c'est-a-dire une monocouche entiére de
cellules saines) et I'absence de contamination, selon un examen visuel.

2. Décanter le milieu de croissance de la fiole de culture cellulaire et laver délicatement la
couche de cellules confluentes deux fois avec du PBS sans Ca ni Mg.

3. Ajouter une solution de trypsine a la monocouche cellulaire, en la dispersant uniformément
(un volume de 1ml pour un flasque de 75 cm? et 0,5 ml pour un flasque de 25 cm?).

4. Placer le flasque dans un incubateur a 36°C jusqu'a ce que les cellules se détachent de la
surface. Vérifier le détachement complet des cellules en les examinant au microscope
inverse.

5. Remettre les cellules en suspension dans du milieu de croissance (9,5 ml ou 4,5 ml dans un
flasque de 75 cm? ou 25 cm?), afin d’arréter I'action de la trypsine. Aspirer doucement la
suspension a plusieurs reprises a l'aide d'une pipette Pasteur fine pour briser les amas de
cellules.

6. Diluer avec le milieu de croissance jusgu'a la concentration souhaitée, (généralement 1:3).

7. Boucher les flasques hermétiquement et les placer dans un incubateur a 36°C.

8. Les flacons sont généralement sub-cultivés tous les 5 a 7 jours.
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Annexe IV

Isolement des EVs polio et non polio par culture cellulaire

Examiner au microscope les cultures monocouches récentes pour s’assurer que les cellules sont
saines. Une monocouche appropriée est une monocouche formée dans les 2 a 3 jours suivant
I'ensemencement.

L’ensemencement se fait sur une monocouche cellulaire cultivée sur des tubes de culture plats.
La procédure technique pour 1’isolement est comme suit :

= Retirer le milieu de croissance et le remplacer par 1 ml de milieu de maintien.

= FEtiqueter deux tubes de RD et deux tubes de L20B pour chaque spécimen & inoculer
(numéro du spécimen, date, numéro de passage).

= FEtiqueter un tube de chaque type de cellule comme contrdle négatif.

= Inoculer chaque tube avec 0,2 ml de suspension de selles prétraitée et incuber en position
stationnaire inclinée (5°) a 36°C.

= Examiner quotidiennement les cultures a l'aide d'un microscope inversé pour détecter
I'apparition de I'ECP.

= Noter toutes les observations des cultures inoculées et des cultures témoins pendant au
moins une semaine, en notant I'ECP (1+ a 4+) pour indiquer le pourcentage de cellules
affectées (1+ jusqu'a 25 % ; 2+ de 254 50 % ; 3+ de 50 a 5 % et 4+ de 75 & 100%), les
cellules montrant un ECP seront traitées selon I’algorithme de I’OMS pour I’isolement
du poliovirus (Annexe V).

= Les cultures négatives doivent étre examinées pendant au moins 14 jours au total avant
d'étre éliminées.
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Annexe V

Algorithme de ’OMS pour I’isolement du poliovirus et des EVs non polio

ECP + Rendre le résultat L20B

| E— positive —_— Passer en ITD/VDPV

ECP +
l:‘_‘\._ ren I\" —
ECP - : A
— | Rendre le résultat Négatif
ECP +
Inoculer L20B
l . ECP - N

ECP Passer en 1L.20B - L20B Négative

Suspension de selles Rendre le résultat Négatif
ECP - ECP -
P RD

> Passer en RD RD Négative |

4

. N Rer.).ctl.:e le résultat 1208 wp- | Passer en ITD/VDPV
Inoculer RD ECP + ECP + » | posiave
—— | 25507 010 R |
l_’ Passer en L20B| se—— | Rendre le résultat Négatif
ECP + ECP - . Rendre le résultat
Entérovirus non
polio positif

L’ITD rRT-PCR correspond au test de différenciation intratypique des poliovirus réalisé sur les L20B afin de déterminer le type de
poliovirus isolé (SL1, SL2, SL3, WPV1, PV2, WPV3).

Si un SL1 et/ou SL3 (souches vaccinales) est détecté ; ils seront passés en VDPV rRT-PCR pour déterminer s’il s’agit d’un poliovirus
dérivé du vaccin. Ces deux tests sont fournis sous forme de kits délivrés par les « Centres pour le contrdle et la prévention des maladies
(CDC) ».
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Annexe VI

Extraction de I’ARN viral par le minikitQiagen (250 réactions)

L’extraction de I’ARN viral a été réalisé aussi bien a partir de suspensions de selles des patients
atteints de PFA qu’a partir des cultures cellulaires ayant été positives pour les EVS.

1- Pour la préparation des réactifs suivre les conditions présentées sur le tableau qui suit :

Tableau 5: Préparation des réactifs pour extraction de I’ARN viral

Réactif

Procédure de reconstitution

Solution AVE-RNA carrier

Ajouter 310ul d’AVE au contenu du tube RNA carrier (310ug), vortexer
pour dissoudre le complexe AVE-RNA carrier puis distribuer 5,6l dans
des tubes de 2ml qui serviront pour 1’extraction et conserver a -20°C.

AW1 Ajouter 130 ml de I’éthanol absolu au flacon contenant la solution AW1
AW2 Ajouter 160 ml de I’éthanol absolu au flacon contenant la solution AW?2

2- Procédure technique de I’Extraction de I’ARN viral

a- Etiqueter les tubes contenant la solution AVE-RNA carrier avec I’identifiant de
I’échantillon

b- Ajouter 560 pl de réactif de lyse AVL aux tubes d’extraction.

c- Ajouter 140ul de la suspension des selles ou de la culture cellulaire. Vortexer pendant 15
sec.

d- Incuber a température ambiante pendant 10 min. Centrifuger briévement

e- Ajouter 560 pl d’éthanol absolu aux tubes d’extraction puis vortexer pendant 15 sec.
Centrifuger brievement

f- Transférer 630p1 du contenu du tube d’extraction dans la colonne de filtration fournie avec
le kit puis fermer le tube. Centrifuger a 6000xg pendant 1 min. Placer la colonne dans un
nouveau tube de collection et jeter le tube contenant le filtrat.

g- Répéter I’étape « e » afin de filtrer la totalité du mélange.

h-  Ajouter 500ul de la solution de lavage AWL1 sur la colonne avec précaution. Fermer la
colonne et centrifuger a 6000xg pendant 1min. Placer chaque colonne sur un nouveau tube
de collection de 2ml et jeter le tube contenant le filtrat.

i- Ajouter 500ul de la solution de lavage AW?2 sur la colonne avec précaution. Fermer la
colonne et centrifuger a 20.000xg pendant 3min.

j- Placer la colonne sur un tube a centrifuger de 1,5ml. Ajouter 60ul du tampon AVE puis
incuber a température ambiante pendant 1 min.

k- Centrifuger a 6000 x g pendant 1 min.

L’ARN ainsi purifié peut étre conserveé a -20°C jusqu’a utilisation. L’ ARN est stable pendant
une annee a -80°C.
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Annexe VII

Détection des EVs par rRT-PCR ciblant la région non codante 5°UTR

rRT-PCR-5UTR
Selon Monpoeho S. et al. BioTechnigques 2000, 29, 88-93
InvitrogenSuperSript™II1 Platinum Onestep Quantitative kits (Cat# 11732-020)

Tableau 6: Séquences des primers et de la sonde utilisés pour la rRT-PCR détection des EVs par
amplification de la région S’UTR

primer Seq

EV2 451-469 Cccctgaatgcggctaatc

EV1 579-597 Gattgtcaccataagcagc

EV-probe 532-557 FAM-CGGAACCGACTACTTTGGGTGTCCGT-TAMRA

Le mélange réactionnel est préparé comme suit :

: . concentration | Mix pour X
Reactif concentration | volume (ul) fi . .
inale échantillons
RT-PCR mix 2X 10 1X
F primer 10 uyM 1 500 nM
R primer 10 uyM 1 500 nM
Probe 10 uyM 0.5 250 nM
Enzyme mix - 0.4 -
Water gsp 20 pl - 2.1 -
Sample RNA 5 - -

= Travailler dans la glace

= Distribuer 15 pul de mix par puits (plague 0,2ml pour QuantStudio 5)
= Ajouter Sul d’ARN

= Recouvrir la plaque d’un film optique

= Centrifuger

Programme : pour QuantStudio 5 (82min)
Reverse transcription ~ 45°C ; 15 minutes
Taq inhibitor activation 95°C ; 2 minutes

PCR amplification 95°C ; 15 seconds
(45 cycles) 60°C ; 30 seconds
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Annexe VIII

Procédure du typage des EVs par séquencage Sanger des génes de la 5’UTR et VP1

1- Synthese du cDNA
La rétrotranscription de I’ARN pour formation de I’ADN complémentaire est réalisée par le kit de

transcription inverse RT Superscriptll d’invitrogen.

Réactifs 1 réaction |N réactions
ARN (2 ul)

RNAsin (40u/ul) 0,5 ul

AmorceHepta N (100 uM) 1l

Tampon RT (5X) 4 ul

DTT (0,1 M) 2 ul

dNTP (10mM) 1l

RT superscript Il reverse 1ul

transcriptase (200u/ul) Invitrogen

H>0 qsp 20 pl ou 90 pl 8,5 ul

2- Amplification du cDNA pour la région non codante 5°UTR (UG52/UC53) et le géne de la
protéine VP1 (AMTH/GDCL)

Tableau 7: Séquences des primers et de la sonde utilisés pour la rRT-PCR de la région 5°UTR et
la VP1

Mix | nom sequence | position taille
M1 AMTH 2200 GCIATGYTIGSIACICAYVT

GDCL 3700 ARIABICCICCRCARTCICC 1500
M2 UGh2 165-185 | CAAGCACTTCTGTTTCCCCGG

UC53 595-577 | TTGTCACCATAAGCAGCCA 430
Le mélange réactionnel est préparé comme suit :
Réactifs

1 Réaction | N Réactions

Tampon Tag sans MgCI2 (10X) 5ul
Y 02028
MgCI2 (50mM) 1,5ul
Amorcegénomique (20 uM) 1ul
Amorcecomplémentaire (20 uM) 1ul
dNTP (10 mM) 1ul
H20 40ul
Platinum Taq DNA pol invitrogen 0,5ul
(5u/ul)

Distribuer 50 ul mix/puits
Ajouter 2 ul de cDNA,

Le programme d’amplification est comme suit :

94°C 2 min
94°C 30 sec
45°C 30sec ~ 30 cycles

60°C 2 min
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3- Nested PCR pour le gene de la VP1
Pour amplifier le géne de la VP1, nous avons procédé a une Nested PCR utilisant un couple
d’amorces internes et dont les séquences sont présentées sur la tableau qui suit.

Tableau 8: Séquences des primers utilisés pour la Nested PCR de la VP1

Mix | nom sequence | position taille
Surle | 224 2200 GCIATGYTIGSIACICAYVT
M1 |222 2969- CICCIGGIGGIAYRWACAT

2951 769

Le mélange réactionnel est préparé comme suit :

Réactifs

1 Réaction | N réactions
Tampon Tag sans MgClI2 5l
(10X) Y02028
MgCI2 (50mM) 1,5ul
Amorcegénomique (20 uM) 1ul
Amorcecomplémentaire (20 1ul
uM)
dNTP (10 mM) 1ul
H.0 40ul
Platinum Taq DNA pol 0,5ul
invitrogen (5u/ul)

Distribuer 50 ul mix/puits
Ajouter 2 ul de produit PCR

Le programme d’amplification sur le thermocycleur est le suivant :

94°C 2 min
94°C 30 sec
45°C 30 sec 30 cycles

60°C 1 min

Les produits d’amplification de la 5’UTR et de la VP1 sont visualisés sur un gel d’¢lectrophorese a
2%.

Les produits amplifiés sont purifiés par I’ExoSap et transférés pour la réaction de séquence utilisant le
BigDye Terminator v3.1.

Les réactions de séquence sont passées sur le ABI 3130 (AppliedBiosystems) a I’Institut National
d’Hygiéne.
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Annexe I X

Séquencage du génome entier des EVs par NGS des EVs isolés par culture cellulaire

La procedure de séquencage NGS des EVs isolés a partir d’échantillons de selles des enfants attaints de
PFA est comme suit:

1. Synthése cDNA
Nous avons utilisé le kit Maxima H Minus First Strand cDNASynthesis Kit (Thermo Scientific, ref

K1652). Le mélange réactionnel est préparé comme suit:

Composantts 1 réaction(zd) | N réactions
dNTP du kit (10 mM) 1

Oligo (dT)18 du kit (0.5ug/ul)) 1

Water (QSP 20ul) 13

Distribuer 15 pl du mix dans chaque puit
Ajouter 4 pul d’ARN

Incuber a 65°C pendant 5 min
Incuber dans la glace pendant 2 min

Composants 1 réaction(zd) | N réactions
RT buffer (5X) 4
Maxima H minus enzyme Mix 1

Ajouter 5ul par puit
Incuber a 50°C pendant 30 min

Incuber 85°C pendant 5 min

2. PCREV-P1, EV-A -B, -Cet -D (5 Mix)
L’amplification de I’ADN complémentaire des EVSs est réalisée selon la procédure suivante :

Tableau 9: Séquences des primers utilisés pour la PCR1 des EVs pour NGS

MIX | Name Position [Sequence Taille

1 5NC-6BF 165-185 | CAAGCACTTCTGTTTCCCCGG
EV-CRE-R | 4500 CGGBRTTTGSWCTTGAACTG 4000

2 EVA-4110-F | 4110 AARAARTTYAAYGAYATGGC
EVA-7410-R | 7410 TTTGCTATTCTGGTTATAAC 3300

3 EVB-4110-F | 4110 GGCGNTGGCTYAARCRAARG 3300
EVB-PolyT ITTTTTTTTTTTTTTTCCGCACCG

4 EVC-4220-F | 4220 GARGCNTGYAAYGCNGCNAARG
C005-R 7415 CCGAATYAAARRAAAATTTACCC | 3200

5 EVD-4064-F | 4065 GGCTNAAGAARTTCACAGARGC
EVD-7362-R | 7362 CCAAKTRACCAAAATTTACC 3298
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Components 1 réactions (ul) | N reactions
Phusion HF Buffer (5X) F-518 5

Forward primer 20 uM 0,5

Reverse primer 20 pM 0,5

dNTP (10mM) kit RT 1

H20 (QSP 25 ul) 15,75

Phusion High-Fidelity DNA pol Thermo scientific { 0,25

F-530S)

Distribuer 23 pl du mix par puit
Ajouter 2 pl ducDNA

Le programme du thermocycleur est comme suit:
98°C 30 sec

98°C 10 sec x 35 cycles

55°C 30 sec (temps extension : 15-30 sec /1 kb)
72°C 3 min

72°C 10 min

On dépose les produits d’amplification sur gel d’agarose a 2%. Apres visualisation du gel, on procéde
a la purification des produits de la PCR et on réalise la Nested PCR.

3. PCR Nested PCR (P2+P3) -EV-A, -B, -C et-D

Les primers utilisés pour la nested PCR sont presents dans le tableau suivant:

Tableau 10: Séquences des primers utilisés pour la nested PCR du génome entier des EVs

MIX Name Position Sequence Size
1 UG53 577-595 | TGGCTGCTTATGGTGACAAT

EV-CRE-R 4500 CGGBRTTTGSWCTTGAACTG 3923
2 EVA-4250-F 4250 GARAAYCARATHTCHAAYHTNG

EV-A-7380-R 7380 CYAGTCATDAACACGACCAG 3130
3 EV-B-4215-F 4215 GYAARGGNATGGARTGGATWG

EVB-7400-R 7400 GCACCGAATGCGGAGAATTTAC 3185
4 EVC-4390-F 4390 GYCCNAGYCARGAASAHCARG

EVC-7405-R 7405 GACTGAGGTAGGGTTACTAAA 3015
5 EVD-4112-F 4112 GGCTAKCMCAAAAGATWGAC

EVD-7311-R 7311 AAKTAGAGTTATCTARAAYG 3199

Les produits sont ensuite visualisés sur gel d’agarose 1%

Purifier sur plaque les produits PCR présentant une bande : pooler les produits PCR d’un méme
échantillon (par exemple : produit PCR mix1+produit PCR mix2).

Les produits de PCR étaient ensuite envoyés pour séquengage NGS a la plateforme de séquencage

PIBNET (Pasteur International Bioresources Network) de 1’ Institut Pasteur de Paris.
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