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I. Généralités

A. Herpesviridae

Le virus Varicella Zoster (VZV ou Herpesvirus 3) appartient a la famille des Herpesviridae.
Cette famille comprend trois sous-familles, les a, B et y-herpesvirinae : le VZV appartient a la
sous-famille des a-herpesvirinae, genre varicellovirus ; cette sous-famille comporte également
les Herpes simplex Virus (HSV-1 et 2). A I’inverse des virus Herpes Simplex, le VZV est un
virus exclusivement humain. La famille des Herpesviridae comporte 120 virus dont 8 sont
pathogénes pour ’homme, pouvant induire des pathologies trés diverses allant de la simple

éruption cutanée jusqu’a I’encéphalite [1].

Les Herpesviridae sont capables de latence : suite a une primo-infection pendant laquelle ces
virus se répliquent activement, ils sont capables d’infester des cellules de 1’hote et d’y rester
en dormance. Ce phénomeéne permet de pallier leur fragilité dans le milieu extérieur. Sous
I’influence de divers facteurs, la réplication virale peut reprendre : ces récurrences peuvent
s’accompagner de signes cliniques ou €tre asymptomatiques mais, le virus étant quand méme
réplicatif, il est excrété, permettant la contamination de nouveaux hotes. Les herpesvirus
dermoneurotropes comme I'Herpes Simplex Virus et le Virus de la Varicelle et du Zona,
établissent leur latence dans les ganglions nerveux, et les virus leucotropes, comme I'Epstein
Barr Virus, dans les cellules du sytéeme immunitaire [1]. Les caractéristiques des huit

Herpesvirus humains (HHV pour Human Herpes Virus) sont résumées dans le tableau 1 [2].
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Classification

Nom

Site de latence

Physiopathologie

Mode de
contamination

Herpes simplex

Herpes oral (HSV-1
prédominant) et génital

Contact direct,

HHAV-LL Viras (HSV-1) (HSV-2 prédominant), | salive / lésions
herpes néonatal,
Ganglions nerveux encéphalite a Herpes
Herpes simplex sensitifs simplex, infections Contact direct,
herAeIsp\?i?inae HHV-2 virus (HSV-2) oculaires, dermatite & | salive / lésions
P Virus panaris herpétique
dermoneurotropes . Contact direct
Varicelle, zona, lésions
Varicella-Zoster encéphalite varicelleuse, . '
HHV-3 . . aérosols,
virus (VZV) syndrome de varicelle .
congénitale transmission
verticale
Mononucléose
infectieuse, lymphome de
Burkitt, lymphome du
Lymphocytes B systéme nerveux central | Transfusion,

Gamma-
herpesvirinae

HHV-4

Epstein-Barr
virus (EBV)

Virus leucotrope

associé au VIH, syndrome
lymphoprolifératif post-
transplantation,
carcinome nasopharynge,
maladie de Hodgkin

contact direct,
salive

Kaposi's sarcoma

Lymphocytes

Contact direct,

Virus leucotrope

a CMV chez les patients
immunodéprimeés

HHV-8 | associated herpes Sarcome de Kaposi salive, aérosol,
virus Virus leucotrope allaitement
Syndrome .
ynarome Contact direct,
Macrophages, mononucléosique, . .
. . L salive / urine,
lymphocytes, infection congénitale, .
Human , T . e .- allaitement,
HHV-5 . cellules épithéliales | colite, rétinite, hépatite, .
cytomegalovirus Lo ; transmission
encéphalite et pneumonie verticale

transfusion

Roseola virus

Lymphocytes T-
CD4+, monocytes,
macrophages

Virus leucotrope

Roséole infantile ou
exanthéme subit, fiévre,
encéphalite, hépatite et

pneumonie chez les

patients immunodéprimeés

Contact direct,
salive, aérosol,
allaitement

Béta-
herpesvirinae | HHV-
6A et
6B
HHV-7

Roseola virus

Lymphocytes T-
CD4+

Virus leucotrope

Roséole infantile ou
exanthéme subit

Contact direct,
salive, aérosol,
allaitement

Tableau 1: Principales données concernant les Herpesvirus humains [2]
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B. Structure du virus et réplication

Le VZV est un virus enveloppé d’environ 200 nm présentant une capside icosaédrique
composée de 162 capsomeres. La nucléocapside est séparée de I’enveloppe virale par un
tégument, structure amorphe et fibreuse comportant des protéines virales exprimées au cours
du cycle de réplication du VZV. L’enveloppe est composée quant a elle de polyamines, de

glycoprotéines et de lipides insérés au sein d’une bicouche lipidique [3, 4].

Figure 1: Structure du VZV en microscopie électronique [5]

Lors de la primo-infection par le VZV, le virus pénétre par les voies aériennes et infecte les
cellules épithéliales des muqueuses respiratoires. Les protéines exprimées a la surface de la
particule virale interagissent avec la membrane externe des cellules hotes, permettant la
pénétration du virion et sa dissémination de cellule en cellule [6]. La liaison glycoprotéines-
récepteurs initie un changement conformationnel, permettant une interaction de haute affinité
entre les deux membranes amenées a fusionner : la liaison du virus a un protéoglycane de type
héparane-sulfate permettrait 1’adhésion du virion alors que le récepteur aux groupements
Mannose 6-Phosphate présents a la surface de I’enveloppe virale semblerait impliqué dans la
pénétration du virus dans la cellule-cible [6, 7]. La dé-tégumentation se produit dans le
cytoplasme lors du transport du virion jusqu’au noyau, dans lequel ’ADN pénétre par

I’intermédiaire des nucléopores. L’ADN bicaténaire prend alors une forme circulaire [9].
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Le génome du VZV est constitué d’un ADN bicaténaire lin¢aire de 125 kilo paires de bases
(kpb) et de GC% égal a 46,02, codant 73 protéines [10]. 1l s’agit du plus petit génome des
Herpesvirus humains [9]. Ce génome est constitué de deux régions codantes principales:
- la séquence unique longue (U,), constituée d’environ 105 kpb et encadrée de petits
éléments répétitifs inverses interne et terminal (1 et TR.) de 88 paires de bases (pb)
- la séquence unique courte (Us), mesurant environ 52 kpb et entourée d’éléments de
7,3 kpb (I et TRs - Fig. 2) [9].

TR, IR,

IRs Us TRs

Figure 2: Génome du VZV

Trois types de protéines sont successivement exprimeés lors de I’infection des cellules hotes
par le virus. Les protéines « trés précoces » sont exprimées 4 a 6h aprés I’infection : les genes
tres précoces sont transcrits par I’ARN polymérase II cellulaire et les transcrits sont ensuite
traduits dans le cytoplasme. Il s’agit de protéines régulatrices qui sont ré-adressées vers le
noyau pour induire 1’expression des génes « précoces » et atténuer la transcription des genes
« tres précoces ». Les protéines « précoces » sont necessaires a la réplication virale : il s’agit
entre autres de I’ADN polymérase virale ou de la thymidine kinase. Les protéines de structure
permettant la formation des nouveaux virions sont codées par les génes d’expression
« tardive ». L’ADN viral est intégré dans des nouvelles capsides formées par un mécanisme
auto-catalytique. Ces nucléocapsides vont sortir du noyau de la cellule infectée et acquérir une
enveloppe « transitoire » au niveau de la membrane nucléaire interne. Suite a un passage dans
le réticulum endoplasmique rugueux, puis par le réseau trans-golgien, le virus enveloppé va
étre transporté par des vésicules d’exocytose jusqu’a la membrane cellulaire d’ou il va étre

libéré par bourgeonnement [7, 9].

C. Epidémiologie
1. Varicelle

La varicelle correspond a la primo-infection par le VZV. C’est une maladie quasi-obligatoire
de I’enfance : en France, plus de 90% des enfants de plus de 15 ans présentent des anticorps

contre le virus, le pic d’incidence étant entre 5 et 9 ans [11].

19



Il s’agit d’un virus présentant peu de variabilité moléculaire : trois génotypes sauvages sont
actuellement identifiés. La souche européenne Dumas, la souche vaccinale japonaise Oka et le
virus dont elle dérive ont toutes les trois été séquencées [12].

L’épidémiologic de la varicelle différe selon le climat et la densité de population : dans les
régions tempérées, la primo-infection a lieu dans la majorité des cas dans la petite enfance,
alors que dans les régions tropicales, elle aurait plutét tendance a se produire a 1’adolescence,
voire a I’age adulte [13].
Au niveau du territoire Francais, un réseau de médecins surveille 1’épidémiologie de la
varicelle et du zona : il s’agit du réseau Sentinelles de I’Inserm. Selon leurs données, on peut
distinguer trois phases épidémiques distinctes et reproductibles d’année en année pour la
varicelle: son incidence est trés importante au cours des périodes scolaires (du printemps au
début de 1’¢té), s’atténue pendant les grandes vacances, puis augmente de nouveau au moment
de la reprise scolaire en automne [14]. La diminution de la transmission virale au cours de
1’été peut étre expliquée par divers parametres :

- L’infection étant transmise par voie respiratoire, le virus circule mieux lorsque les

températures sont plus basses,

- S’agissant d’une maladie contagieuse quasi-obligatoire de l’enfance, le contexte

scolaire favorise nécessairement sa propagation,

- Un biais peut étre rencontré au niveau de la déclaration du nombre de cas au cours de

1’été, beaucoup de médecins du réseau prenant leurs congés a cette période.
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Figure 3: Incidence de la varicelle au cours de I'année [14]

Présentation des données de 2010 a 2013

2. Zona

Bien que surveillée par le réseau depuis 2004, I’incidence du zona dans la population générale
ne présente pas une saisonnalité aussi marquée puisqu’il s’agit d’une récurrence de la
maladie. Alors que les autres Herpesvirus peuvent se réactiver a de multiples reprises, la
récidive du VZV est généralement unique dans la vie [15]. L’incidence du zona au cours de la
vie est fortement corrélée a 1’age: dans la population générale, elle est de 1’ordre de 1,5 a 3
pour 1000 personnes, alors que chez les sujets agés de plus de 75 ans, elle se situe aux
alentours de 10 pour 1000 personnes [16, 17, 18]. En plus de I’dge, d’autres facteurs
favorisent les réactivations du VZV, notamment une immunodépression, le diabéte ou encore

un stress [15].
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Il. Physiopathologie

A. Primo-infection par le VZV : la varicelle

Les Herpesviridae sont des virus enveloppés ; cela implique qu’ils sont peu résistants dans
I’environnement, donc transmis par contact proche. Un a deux jours avant 1’apparition du
rash cutané, le sujet infecté est déja contagieux via ses sécrétions respiratoires ; la maladie va
se présenter le plus souvent sous la forme caractéristique d’une éruption cutanée généralisée,
dont les vésicules seront également vectrices de virions infectieux jusqu’a leur cicatrisation
par formation d’une crolte. Globalement, le sujet sera contagieux pendant une dizaine de
jours, cette période pouvant se prolonger jusqu’a plusieurs semaines pour les patients

immunodéprimés [12].

Lors de la primo-infection par le VZV, le virus pénetre par voie respiratoire au niveau des
mugqueuses des voies aériennes supérieures et de I’oropharynx. La période d’incubation dure
en moyenne 14 jours avant I’apparition de 1’éruption cutanée caractéristique [19]. Bien que le
virus puisse étre transmis par voie aérienne, il a rarement été mis en évidence au niveau des
muqueuses du tractus respiratoire. Les glycoprotéines d’enveloppe interagissent avec les
récepteurs des cellules épithéliales pour que le virus puisse y pénétrer et disseminer dans
I’organisme; ces protéines induisent également une stimulation du systeme immunitaire de
I’hote, permettant d’initier une réponse immunitaire adaptative [12]. Le virus va rejoindre les
ganglions lymphatiques régionaux qui seront le siége d’une réplication virale intense. On
observera ensuite une premiere virémie, permettant au virus de disséminer vers divers organes
ou il va se multiplier dans les cellules du systeme réticulo-endothélial, notamment au niveau
hépatique. Le tropisme cellulaire au cours de la virémie a été délicat a établir du fait du faible
nombre de cellules infectées et de la haute spécificité de I’infection par le VZV pour les
cellules humaines, ce qui a rendu son étude in vitro difficile [19]. Il semble toutefois que le
virus infecte préférentiellement les lymphocytes T, qu’ils soient CD4+ ou CD8+, ainsi que les
monocytes et macrophages [15, 20, 21]. Malgré une réponse immune spécifique, le virus
dissémine par voie hématogéne jusqu’a la peau ou il va induire une vascularite en infectant
les cellules endothéliales des vaisseaux capillaires. 1l va également atteindre la muqueuse
oropharyngée, ou son portage permettra sa propagation a d’autres hotes [15]. Au niveau
cutané, il va infecter les cellules de 1’épiderme, provoquant trois phases : maculo-papuleuse,
vesiculeuse et desséchement. Les transformations initiales donnant lieu a la phase maculo-

papuleuse sont liees a la vascularite des capillaires, ainsi qu’a une fusion des cellules
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épithéliales débouchant sur la formation de cellules multi-nucléées comprenant souvent des
inclusions éosinophiles intranucléaires ainsi que des vacuoles cytoplasmiques. Cela peut étre
lié au fait que la réplication virale se déroule dans le noyau [19]. La transition vers la phase
vésiculeuse est due a une ballonisation des kératinocytes et a une dégénérescence réticulaire
de I’épiderme, ainsi qu’a la formation d’espaces liquidiens intercellulaires. Les cellules
infectées par le virus vont enfler et se rompre, contribuant & la formation de veésicules
contenant de la fibrine, des débris cellulaires, ainsi que du virus libre en grande quantité,
responsable de leur infectiosité [22]. La vésicule est ensuite envahie par des polynucléaires et
d’autres leucocytes, induisant une résorption du liquide et la formation d’une crodte. Les
Iésions causées par la varicelle ne provoquent généralement pas de cicatrice car les cellules
infectées sont relativement superficielles [19].

On observera ainsi 1’éruption maculo-papuleuse caractéristique de la varicelle alors que le

portage au niveau ORL permettra la propagation du virus.

Figure 4: Eruption varicelleuse typique - éléments d'age différents: macules, vésicules et croQtes
© All Rights Reserved - [23]
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L’infection virale va étre controlée par le systéme immunitaire : la guérison de la varicelle est
associée a une reponse cellulaire T spécifique, constituée de lymphocytes T CD4, CD8 et
mémoires. Les lymphocytes T CD4 activés s’orientent principalement vers une réponse de
type Th1l avec production de taux éleves d’IFN v.

Les lymphocytes Natural Killer (NK) sont également stimulés par la production d’IFN vy et
d’IL-2 et concourent a détruire les cellules infectées en coopération avec les CTL activees par
la présentation de ’antigéne par le CMH de classe I [18].

On observe également une réponse humorale avec I’apparition d’IgM puis d’IgG: la
séroconversion a lieu entre 1 et 3 jours apreés 1’exanthéme. Les anticorps neutralisants
bloquent les phénoménes d’adsorption, de fusion et de pénétration du virus dans la cellule
hote ; ils interviennent également dans la destruction des cellules infectées par le VZV,

notamment par le phénomene de cytotoxicité dépendante des anticorps (ADCC) [18].

B. Latence virale

Le VZV atteint les ganglions sensitifs au niveau des nerfs créniens et rachidiens par voie
neurogéne et/ou par voie hématogéne par le biais des cellules mononuclées infectées par le
virus. Il va établir sa latence au niveau des ganglions trijumeaux, géniculés ou thoraciques. A
partir des lésions cutanéo-mugueuses, le virus peut atteindre son site de latence par voie
ascendante le long de ’axone innervant le territoire atteint. Au cours de la latence, le génome
viral se trouve sous forme épisomale [18]. A I’inverse de ’infection initiale, I’ADN du virus
latent ne se réplique pas, moins d’une douzaine de genes sont exprimés et il n’y a pas
production de nouveaux virions [24]. L’expression d’un nombre limité de génes permet au
virus de masquer sa présence au systéme immunitaire de 1’hote [25]. Les cellules infectées par
le virus durant cette phase sont aussi bien des cellules neuronales que satellites. Les neurones
n’exprimant pas ou faiblement le CMH de classe I, les Herpesvirus ont évolué pour établir
leur latence dans ces « sites privilégiés » moins sensibles au systéme immunitaire de 1’hote

[26]. Les antiviraux seront inactifs durant cette phase car la réplication virale est tres faible.

Les mécanismes maintenant la latence du VZV sont peu connus du fait de la haute spécificité
d’espéce du virus pour son hote : étant difficilement cultivable, 1’étude de sa biologie reste
délicate. L’immunité cellulaire semble cependant étre essentielle [15]. En effet, bien que des
anticorps soient détectes suite a la primo-infection, le VZV peut se réactiver et induire un
zona. A l’inverse, les patients agammaglobulinémiques, ne développant pas de réaction

humorale contre ce virus, sont protégés contre les réactivations par leur importante réponse
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cellulaire [17]. Enfin, il semblerait que des réactivations subcliniques puissent se produire au
cours de la vie : dans une population de sujets sains agés de plus de soixante ans, I’ADN du
VZV a été détecté par PCR dans des cellules mononucléées sanguines dans 21% des cas, cette

virémie étant transitoire et asymptomatique [27].

C. Réactivation : le Zona

Dans un contexte d’affaiblissement du patient (immuno-Sénescence liée a 1’age,
immunodépression ou diminution de I'immunité cellulaire), on pourra observer une
réactivation du virus sous la forme d’un zona : par le biais du nerf sensitif, le virus latent dans
un ganglion rejoint 1’épiderme. A I’inverse de la varicelle, pour laquelle 1’éruption est
généralisée, le zona se manifeste par une éruption dans une zone bien délimitée. Lorsque le
virus se réactive, celui-ci va disséminer de cellule en cellule au niveau du ganglion,
provoquant une réaction inflammatoire intense associée a une destruction neuronale et
microgliale, puis migrer via I’axone jusqu’a la peau. Cela provoquera une éruption cutanée
localisée au dermatome innervé. La multiplication virale va s’accompagner d’une
inflammation aigué et de la démyélinisation du nerf touché, ainsi que d’une dégénérescence
morphologique des cellules neuronales. 11 est a noter que le zona n’est pas contagieux, sauf

pour un sujet réceptif par I’intermédiaire des vésicules [19].

I1l. Manifestations cliniques de ’infection par le VZV

A. Primo-infection par le VZV

1. Varicelle typique bénigne

Contrairement aux autres Herpesvirus, la primo-infection par le VZV s’exprime presque
toujours cliniqguement. Elle se manifeste aprés une incubation de 14 jours par une éruption
vésiculeuse de topographie généralisée, associée a une fievre modérée. Vingt-quatre a 48
heures avant I’éruption survient une phase prodromique associant fiévre, maux de téte et
douleurs abdominales parfois associées a des vomissements. L’éruption débute au niveau du
cuir chevelu et de la nuque, avant d’atteindre le tronc, les muqueuses puis de diffuser au
visage. Les régions palmo-plantaires sont respectées. Les lésions touchant 1’oropharynx, le
vagin ou parfois la conjonctive sont généralement ulcératives et douloureuses [19]. L’éruption
se présente sous la forme de macules rosées rapidement surmontées d’une vésicule en

« goutte de rosée ». Au bout de 24h, le liquide se trouble, la vésicule s’ombilique puis se
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desseche en formant une crodte. Celle-ci cicatrisera lors de la régeénération des cellules
épithéliales situées a la base de la vésicule. La crolte tombera en une semaine, laissant une
tache hypo-pigmentée transitoire. Plusieurs poussees éruptives se succédant, des éléments
d’age différent coexistent au cours de la varicelle. Cette forme évolue favorablement sans
complication dans la majorité des cas [11]. Le nombre de Iésions varie entre 10 et 1500 chez
les enfants sains ; le rash sera plus important chez les enfants d’age plus avancé. En cas de
traumatisme cutané préexistant (coup de soleil, eczéma), les lésions semblent plus

nombreuses, mais la fréquence des formes graves ne semble pas plus importante [19, 28].

2. Complications de la primo-infection par le VZV

a. Surinfections cutanées

Les lésions cutanées de la varicelle étant tres prurigineuses, celles-ci sont régulierement
surinfectées a cause du grattage. Les germes les plus freqguemment incriminés sont le
Staphylocoque doré et les Streptocoques béta-hémolytiques (notamment Streptococcus
pyogenes, du groupe A de la classification de Lancefield). Ces surinfections se présentent
sous la forme d’une lymphadénite régionale, localisée aux pourtours des lésions concernées,
se compliquant généralement d’abcés sous-cutanés [19]. Les complications majeures de ces
surinfections sont liées aux toxines pouvant étre secrétées par ces pyogenes, telles que les
exfoliatines de Staphylococcus aureus (épidermiolyse staphylococcique) ou les toxines
érythrogénes de Streptococcus pyogenes (dermo-hypodermite, voire fasciite nécrosante).
Enfin, ces lésions peuvent étre un point d’entrée pour une dissémination des germes, induisant
une infection des tissus profonds (bactériémie, arthrite septique...) [11].

En cas de surinfections cutanées, une antibiothérapie anti-staphylococcique et anti-
streptococcique doit étre prescrite par voie orale [3].

b. Pneumopathie varicelleuse

Dans le cas ou le systtme immunitaire ne maitrise pas I’infection et la réplication virale, le
tropisme cellulaire du VZV est élargi et I’infection s’étend vers d’autres organes.

La pneumopathie varicelleuse est la principale complication « systemique » de la primo-
infection par le VZV ; son incidence varie entre les populations de moins de 5% chez 1’enfant
jusqu’a 20% chez les sujets immunodéprimés, et elle touche préférentiellement les adultes et

les enfants de moins de 5 ans, particulierement avant 6 mois [29]. Le tabagisme est un facteur
26



de risque majeur par diminution de la clairance muco-ciliaire bronchique et 1’altération des
fonctions macrophagiques alvéolaires. La grossesse, une immunodépression et une atteinte
cutanée importante préexistante sont également des facteurs en faveur du développement de
cette complication [30]. Les pneumopathies varicelleuses peuvent étre causées par une
surinfection bactérienne, ou par ’infection par le VZV lui-méme. Les germes les plus
fréiqguemment en cause dans les surinfections sont Streptococcus pneumoniae et
Staphylococcus aureus [29]. Lorsque I’infection est liée au VZV, le virus infecte les cellules
alvéolaires par le biais des cellules mononuclées, provoquant une hypoxémie sévere par
diminution du transfert d’oxygéne des alvéoles aux capillaires. Les symptdémes surviennent 1
a 6 jours aprés I’éruption : on observe une toux associée a une dyspnée, une hyperthermie,
pouvant se compliquer d’hémoptysies et d’un syndrome de détresse respiratoire aigué.
L’image radiographique révele une pneumonie interstitielle nodulaire avec infiltrats bilatéraux

diffus et péri-hilaires.

Figure 5: opacités nodulaires & contours flous, pouvant entrer dans le cadre d'une pneumopathie
varicelleuse - © Atlas d'Imagerie Médicale - [31]

La prise en charge thérapeutique est prioritairement symptomatique (ventilation assistée si
besoin). L’aciclovir est le traitement de référence de cette pathologie ; selon certaines études,
le taux de décés pour les patients non-traités par cette molécule est 3,6 fois supérieur a celui
des patients traités [32].
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La pneumopathie peut étre resolutive en 48h mais elle reste responsable de 30% des déces des
varicelles adultes par nécrose focale des capillaires, des cellules alvéolaires et des artérioles
[3,7, 12, 15].

c. Complications neurologiques de la varicelle

Trois syndromes principaux sont décrits dans le cadre des primo-infections par le VZV :
I’ataxie cérébelleuse aigué, 1’encéphalite et le syndrome de Reye. Les deux premiéres
manifestations touchent principalement les enfants de moins de 5 ans ou les adultes de plus de
20 ans. Les signes cliniques apparaissent généralement entre 2 & 6 jours apres le début du rash
[19].

L’ataxie cérébelleuse aigué est caractérisée par I’installation progressive de troubles
comportementaux (irritabilité...), associés a une ataxie, des tremblements, un nystagmus,
ainsi qu’a des troubles de la parole [4, 19]. Les symptdmes peuvent persister quelques jours a
quelgques semaines. Cette pathologie de pathogénése inconnue est spontanément résolutive
sans séquelle [15]. On peut retrouver une hyperprotéinorachie associée a une pléiocytose au
niveau du liquide céphalo-rachidien (LCR). L’imagerie est le plus souvent normale. Un

traitement par aciclovir peut étre indiqué si une replication virale au niveau du LCR est avérée

[4].

L’encéphalite varicelleuse est la complication neurologique la plus grave mais sa pathogénése
demeure peu claire : une réplication virale active a toutefois été mise en évidence grace a la
détection du virus dans le LCR par microscopie électronique, ainsi que par la synthese
intrathécale d’immunoglobulines [15]. Les symptomes sont d’apparition brutale et
caractérisés par un changement soudain du niveau de conscience. On observe un infiltrat péri-
vasculaire de cellules mononuclées, associée a une démyélinisation, une prolifération

microgliale, une dégénérescence neuronale et des hémorragies focales [15].

Le risque de syndrome de Reye au cours de la varicelle est lié & la prise d’aspirine ; il est
principalement rencontré en pédiatrie. Ce syndrome se caractérise par une stéatose hépatique,
des vomissements, une augmentation de la pression intracranienne évoluant vers une
encéphalopathie aigué non-inflammatoire mortelle dans 80% des cas. La prise d’aspirine doit
donc formellement étre contre-indiquée lors de la survenue d’une varicelle [19].

D’autres complications neurologiques moins fréquentes ont également été relevées lors de la
varicelle. Ces manifestations s’orientaient plutét vers un caractere auto-immun chez des
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adultes sans facteur de risque particulier: paralysie associée a une neuropathie
démyélinisante, méningite, myélite ou encore polyradiculonévrite tel que le syndrome de
Guillain-Barré [4, 7, 23]...

d. Varicelle de la femme enceinte et varicelle néo-

natale

La survenue de la varicelle chez les femmes enceintes est un phénomeéne rare vu que, dans les
pays de climats tempérés, 95% des personnes en age de procréer sont immunisées contre le
virus : elle est estimée entre 5 et 7 cas pour 10.000 grossesses [11]. L’incidence du zona est,
quant a elle, estimée a 1,5 cas pour 10.000 grossesses, mais cette récurrence ne semble pas
causer de pathologies malformatives chez le feetus ou de complication chez le nouveau-né.
Seul I’allaitement sera contre-indiqué si les lésions concernent le métamére correspondant au

mamelon [34].

Les femmes enceintes non-immunisées contre le VZV semblent plus a risque de développer
une pneumopathie varicelleuse comparativement a la population générale, notamment lorsque
la contamination a lieu au cours du troisieme trimestre. Ce constat pourrait étre lieé a la
diminution relative de I’immunité maternelle lors de cette phase de la grossesse [34]. Les
autres facteurs de risque associés sont le tabagisme et une éruption avec plus de 100 vésicules
[35].

En ce qui concerne les risques pour le feetus, les complications rapportées sont des fausses-
couches spontanées et la mort in utero, principalement lorsque la primo-infection survient
avant 20 semaines d’aménorrhées. La menace d’accouchement prématuré concerne les
patientes atteintes apres ce délai [36]. Ces complications sont rares : la majorité des nouveau-
nés est indemne a la naissance, soit parce que le virus n’a pas été transmis au cours de la

grossesse, soit parce que 1’infection a été contrdlée avec succes [36].

Les conséquences d’une varicelle pergravidique incluent trois types de problémes pour le
feetus viable:

- I’embryofoetopathie ou syndrome de varicelle congénitale

- le zona de la petite enfance

- lavaricelle néonatale.
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La fréquence du syndrome de varicelle congénitale est rare (< 1% des enfants atteints au
cours d’une varicelle pergravidique) et le risque semble maximal si la contamination a lieu
avant la vingtiéme semaine d’aménorrhée. La physiopathologie serait plutot liée a une
réactivation du VZV in utero plutét qu’a I’invasion initiale : la courte période de latence
suivant la primo-infection serait dle a I’'immaturité des cellules embryonnaires du feetus. Les
symptdmes observeés seraient liés a la réactivation touchant un dermatome précis (comme un
zona), associée a une encéphalite a VZV [15, 36]. L atteinte la plus fréquemment rencontrée
chez le nouveau-né est la présence de Iésions cutanées similaires a celles d’une varicelle de
I’enfant : les vésicules se situent le long d’un trajet métamérique, et sont parfois associées a
des anomalies des extrémités (atrophie musculaire, hypoplasie osseuse, pied bot...). Les
nouveau-nés présentent fréqguemment une microcéphalie, une atrophie corticale ainsi que des
calcifications intracraniennes, conséquences d’une encéphalite a VZV se produisant in utero
[28]. Ces manifestations neurologiques sont fréquemment associées a des troubles nerveux
(paralysies partielles...), ou encore a des perturbations du systéme nerveux autonome, tel
qu’un reflux gastro-oesophagien ou des troubles de la déglutition... Enfin, des manifestations
oculaires ont souvent été rapportées, a titre de choriorétinite, de cataracte ou de
microphtalmie. Ce syndrome reste associé a une mortalité de 30% au cours des premiers mois
de vie, ainsi qu’a un risque de 15% de survenue de zona dans les premiers mois ou les

premieres années de vie [36].
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Figure 6: syndrome de varicelle congénitale [37]

Dans le cas d’une contamination au-dela de 20 semaines d’aménorrhées, la majorité des
enfants ne présentera pas de signe clinique : la seule séquelle de I’infection par le VZV sera la
persistance d’IgG au-dela de 2 ans de vie. Dans certains cas, 1’enfant fera une varicelle in
utero et présentera un zona dans les premieres semaines ou les premiers mois de vie car le
systéme immunitaire sera dans I’incapacité de maintenir une latence efficace aprés exposition

intra-utérine au VZV [38].

Enfin, si la transmission du VZV se produit a la période périnatale (dans une période de 7
jours entourant 1’accouchement), le risque majeur est la varicelle néonatale : les 1gG
maternelles n’étant encore ni qualitativement, ni quantitativement efficaces, elles ne
protégeront pas le nouveau-né qui présentera une forme de varicelle grave avec un risque
important de complications pulmonaires et neurologiques, pouvant évoluer vers le déces dans
30% des cas [11, 37].

Le diagnostic d’une infection materno-feetale par le VZV sera d’abord clinique mais, en cas
de besoin, une amniocentése pourra étre effectuée pour détecter la présence du virus dans le
liqguide amniotique par biologie moléculaire. Ce prélevement pouvant induire des fausses-

couches spontanées, il sera nécessaire d’en évaluer le rapport bénéfice-risque. Par ailleurs, il
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ne peut étre effectué qu’aprés 18 semaines d’aménorrhées ; de ce fait, dans certaines
situations cliniques, la recherche du génome viral pourra étre retardée par rapport aux
symptomes. Enfin, la présence de I’ADN viral dans le liquide amniotique ne signe pas
forcément une contamination feetale. Ce résultat devra donc étre confronté aux données

cliniques et échographiques, principaux éléments de suivi des patientes [37].

B. Manifestations cliniques observées au cours des
réactivations

1. Le Zona

Le zona se présente comme une éruption de vésicules groupées en bouquet sur fond
érythémateux, de topographie radiculaire et unilatérale localisée au niveau du dermatome
innervé par le ganglion sensitif ou siege la réactivation. Le rash est régulierement précédé de
douleurs nerveuses, caractérisant la phase prodromique de la réactivation. L’intervalle de
temps entre les douleurs et I’apparition du rash correspond au délai nécessaire au virus pour
se répliquer dans les ganglions, migrer jusqu’au dermatome innervé via 1’axone et se
multiplier au niveau cutané [39]. Les vésicules sont similaires a celles observées lors de la
varicelle ; elles se desseéchent en 2 a 3 jours en formant des croGtes érosives qui cicatriseront
et tomberont en une dizaine de jours, laissant parfois une cicatrice atrophique et
hypochromique. Le zona peut toucher n’importe quel territoire ; 1’éruption se localise le plus
fréguemment au niveau abdominal, intercostal ou dorso-lombaire mais peut parfois toucher le
visage lors d’une réactivation au niveau du nerf trijumeau ou ophtalmique [11].
Cette éruption est fréquemment accompagnée d’un syndrome infectieux modéré, associant
une hyperthermie a 38°C a une adénopathie satellite du ganglion touché. Des placards
érythémateux ainsi que des douleurs nerveuses peuvent précéder de quelques jours
I’apparition de 1’éruption (phase prodromique). Ces douleurs, a type de brilure, persistent
jusqu’a cicatrisation des lésions. Elles peuvent parfois étre plus vives, donnant la sensation
d’un « coup de poignard » [11]. Dans certains cas, elles peuvent également persister apres
I’éruption. On parlera d’algies post-zostériennes lorsqu’elles persistent au-dela de 120 jours,
sous la forme de douleurs intenses, lancinantes, d’étiologie multifactorielle, touchant
préférentiellement le sujet agé. Les neurones désafférentés vont presenter des decharges
épileptiformes associées a une inflammation locale. Une hypersensibilité des nocicepteurs
centraux a également été mise en cause pour expliquer ces douleurs persistantes. Le risque de
survenue d’algies post-zostériennes augmente avec 1’age et I’immunodépression et affecte
grandement la qualité de vie de ces patients [11, 19]. Les autres facteurs de risque de
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développer ces algies post-zostériennes sont la présence de douleurs marquées au cours de la
phase prodromique, ainsi qu’un rash de forte intensité associé a une douleur importante lors
de la phase aigué du zona ; la mise en place retardée du traitement antiviral est également un
facteur favorisant I’apparition de ces douleurs [39].

Enfin, on peut parfois observer des douleurs typiques du zona sans rash cutané associé : cette
entité dénommée « zoster sine herpete » peut étre étayée par une recherche virologique

positive (séroéelévation des anticorps anti-VZV, PCR positive dans le sang ou le LCR) [4, 16].

2. Complications du zona

a. Zona de I’'immunodéprimé

Les patients ayant subi une greffe de cellules souches hématopoiétiques, ayant un cancer
sous-jacent ou encore les sujets séropositifs pour le VIH seront plus a risque de développer un
zona par rapport a la population générale. Ils présenteront en outre des formes plus graves :
les Iésions pourront prendre un aspect ulcéro-hémorragique, s’étendre a plusieurs métameres,
et leur cicatrisation sera prolongée. Les vesicules deviennent freqguemment verrugqueuses, avec
apparition de cellules géantes multinucléées, une hyperplasie de I’épiderme et une
hyperkératose. Parfois, le zona pourra étre généralisé : I’éruption débutera au niveau d’un
dermatome, puis des vésicules varicelliformes apparaitront sur 1’ensemble du corps. La
dissémination du virus par voie hématogene est également parfois observée, pouvant conduire
a des atteintes viscérales telles qu’une pneumopathie, une hépatite ou encore des formes
neurologiques. Enfin, certains sujets présentent des formes de zona chronique, pouvant durer

plusieurs mois [11, 15, 19].
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Figure 7: Vésicules ulcéro-hémorragiques - zona du sujet immunodéprimé [11]

b. Complications neurologiques

i. Atteintes du systeme nerveux périphérique

Les atteintes neurologiques liées a la réactivation virale pourront étre trés diverses selon la
zone ou siegera la réactivation. Ainsi, un déficit moteur touchant les membres supérieurs
pourra étre observé lors d’une atteinte des nerfs cervicaux, tandis qu’un zona au niveau dorso-
lombaire pourra se compliquer d’une paralysie des membres inférieurs, d’un iléus paralytique
ou encore de dysfonctionnements vésicaux [16, 19].

Une symptomatologie tres variée a eégalement été relatée lors des récurrences au niveau des
nerfs créniens : ainsi, le zona ophtalmique est causé par 1’atteinte de la branche V1 du nerf
trijumeau, et peut se compliquer d’une kératite zostérienne. La prise en charge
ophtalmologique de cette manifestation représente une urgence car il s’agit d’un facteur de
risque majeur de cécité. D’autres symptdmes peuvent également étre rencontrés lors d’une
atteinte de ce nerf, telles qu’une conjonctivite ou une uvéite, pouvant aller jusqu’a la nécrose
rétinienne. L’atteinte du ganglion géniculé au niveau du nerf facial est la cause du syndrome
de Ramsay-Hunt, associant une otite avec éruption cutanée dans la conque de 1’oreille a une

paralysie faciale homolatérale. Ces signes caractéristiques peuvent étre accompagneés
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d’acouphenes, d’une hypoacousie, de nausées et vomissements ou encore de vertiges [16].
Enfin, d’autres signes cliniques ont été rapportés, a type d’agueusie, de paralysie faciale isolée

(appelée « paralysie de Bell » par les Anglo-Saxons) ou encore d’ostéonécrose [40].

ii.  Atteintes du systeme nerveux central (SNC)

Les complications touchant le systeme nerveux central aprés un zona sont rares mais leur
gravité potentielle nécessite de les diagnostiquer et les prendre en charge le plus précocement
possible.

Chez les sujets immunocompétents, le passage du VZV au niveau du systeme nerveux central
sera regulierement asymptomatique : la présence du VZV dans le LCR a été mise en évidence
par biologie moléculaire et / ou détection d’une synthése intrathécale d’immunoglobulines
chez plusieurs patients apres une réactivation du virus, sans manifestation clinique apparente
[41]. Par ailleurs, le zona est une cause fréquente de meéningite aseptique, atteinte bénigne,
spontanément et complétement résolutive en une a deux semaines [39].

Les facteurs de risque associés au développement de complications impliquant le SNC sont
I’immunodépression, la réactivation au niveau d’un nerf cranien ou encore un zona
« disseminé ».

Chez les sujets immunodéprimés, I’atteinte du SNC la plus fréquente aprés un zona est une
artérite touchant les vaisseaux de petits calibres, encore appelée « vasculopathie multifocale ».
Les lésions vasculaires peuvent étre ischémiques ou hémorragiques, associées a des atteintes
démyélinisantes de la substance blanche. Ses manifestations cliniques sont variables (aphasie,
signes d’encéphalite...) et d’installation subaigué, en I’absence d’éruption cutanée préalable
dans un tiers des cas [42]. De ce fait, sa prise en charge est souvent retardée, évoluant le plus
souvent vers le déceés [16].

Une artérite granulomateuse des gros vaisseaux peut également se déclarer suite a un zona :
on parle alors de « vasculopathie unifocale ». Elle suit le plus souvent de plusieurs semaines a
plusieurs mois une réactivation au niveau du nerf trijumeau et touche préférentiellement les
sujets agés immunocompétents. Ce syndrome se manifeste sous forme d’un AVC ischémique
provoqué par l’artérite, induisant une encéphalopathie pouvant associer des symptomes
caractéristiques (fiévre, céphalées, troubles du comportement...) a une perte visuelle uni- ou
bilaterale [16, 42].

Le diagnostic de ces vasculopathies peut étre étayé par une angiographie, I’imagerie ou par la

recherche du génome viral par biologie moléculaire au niveau du LCR.
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Enfin, de rares cas de myeélites aigués transverses ont été relatés (moins de 1 zona sur 1000).
Les symptomes apparaissent en quelques jours a quelques semaines apreés le rash, souvent a
type de paraparésie, de deficits sensitifs et de troubles sphinctériens. Chez les sujets
immunodéprimés, I’évolution de ce syndrome est le plus souvent insidieuse et mortelle par

nécrose médullaire liée a la prolifération du VZV dans le parenchyme [16].

V. Traitement des infections par le VZV

A. Traitements disponibles

1. Analogues nucléosidiques

L’aciclovir est un analogue nucléosidique acyclique de la 2’-désoxyguanosine et le
valaciclovir est sa prodrogue (L-valine ester d’aciclovir). L’aciclovir est phosphorylé par la
thymidine kinase virale puis par les kinases cellulaires, aboutissant a la formation d’aciclovir
triphosphate. Ce métabolite inhibe compétitivement I’ADN polymérase virale et joue un role
de terminateur de chaine li¢ a I’absence de groupement hydroxyl en 3°, empéchant la fixation
de nouveaux nucléotides au brin d’ADN en cours de synthése [2]. De par leur mécanisme
d’action, il s’agit d’agents virostatiques, actifs uniquement sur les populations virales en
phase de réplication active et leur sélectivité des cellules infectées par le virus est garantie par
la premiére phosphorylation par I’enzyme virale [2, 3]. Le valaciclovir et le famciclovir
présentent I’intérét d’une meilleure biodisponibilité, permettant d’utiliser des posologies plus
faibles, notamment en cas d’atteinte rénale ; cependant, leur colt est également plus important
[2]. Ces molécules sont bien tolérées et peu d’effets indésirables ont été rapportés [4]; la
précaution principale reste 1’adaptation de la posologie de 1’aciclovir en cas d’insuffisance
rénale [43]. Des cas de résistances aux analogues nucléosidiques par sélection de souches
déficientes en thymidine kinase virale ont été rapportés chez des patients infectés par le VIH
ou recevant des traitements par aciclovir au long cours. D’autres molécules antivirales actives
sur les Herpesviridae peuvent alors servir d’alternative (comme par exemple le foscarnet)
[43].
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Figure 8: Structure chimique de I'aciclovir

Les indications thérapeutiques de 1’aciclovir par voie intraveineuse pour le traitement de la
varicelle, telles que recommandées dans la conférence de consensus sur la prise en charge des
infections & VZV de 1998, sont le traitement

- des varicelles des sujets immunodéprimés : hémopathies, patients séropositifs pour le

VIH, chimiothérapie anticancéreuse,

- des varicelles néo-natales,

- des nouveau-nés dont la mere a fait une varicelle entre 5 jours avant et 2 jours apres

I’accouchement, méme en I’absence de rash,

- des formes graves de 1’enfant de moins de 1 an,

- des varicelles compliquées, notamment en cas de pneumopathie varicelleuse,

- des femmes enceintes dont la varicelle survient dans les 8 a 10 jours avant

I’accouchement [3].

2. Immunothérapie

Les immunoglobulines anti-VZV sont efficaces contre la varicelle si elles sont administrées
au moment de la multiplication dans les ganglions lymphatiques régionaux de la zone
d’entrée du virus, juste avant la premiére virémie. Cela limiterait la progression de la
pathologie [32]. Leur action est optimale si elles sont injectées dans les 96 heures suivant
I’exposition [44]. Leur injection est recommandeée lors d’un risque de varicelle pour

- les sujets immunodéprimés (enfants et adultes) non-immunisés,

- les femmes enceintes non-immunisées,

- les nouveau-nés dont la mére non-immunisée a été en contact avec le VZV dans les

cinqg jours avant ou dans les deux jours suivant I’accouchement,

- les prématurés dont la mére n’a pas été atteinte de la varicelle avant 1’accouchement

mais qui doivent rester a I’hopital pour un certain laps de temps;

- les prématurés de moins de 28 semaines de grossesse ou de moins de 1000 g de poids

de naissance, quel que soit le statut sérologique de la mére par rapport au VZV [2, 45].
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Leur utilisation est également conseillée dans le cas des zonas a risque de dissémination a

I’ensemble du corps [45].

Suite a des problémes de sécurité virale, ces immunoglobulines ont été retirées du marché en
1994 [3] avant d’étre de nouveau commercialisées en 2006 (Varitect® - Biotest Pharma
GMBH pour I’Union Européenne) [45]. Elles sont actuellement disponibles sous ATU
nominative pour les indications citées ci-dessus [46].

L’utilisation de I’'I[FN-a pour réduire la gravité et limiter 1’évolution de la varicelle chez les
enfants immunodéprimés par stimulation de I’immunité cellulaire semble étre une piste
intéressante [26]. Cependant, son utilisation n’est pas reconnue officiellement a 1’heure

actuelle.

B. Prise en charge des infections par le VZV

1. Primo-infection : Varicelle

La varicelle de I’enfant immunocompétent ne nécessite pas de traitement antiviral spécifique :
de simples mesures d’hygiéne, notamment afin d’éviter les surinfections bactériennes, sont
suffisantes : une & deux douches par jour a I’ecau tiéde et nettoyage avec un savon
dermatologique sans antiseptique, nettoyage des lésions avec de la chlorhexidine, couper les
ongles courts... Les produits induisant une macération doivent étre évites (talc, pommades...).
En cas de prurit trés intense, 1’utilisation d’anti-histaminiques de classe anti-H1 sédatifs peut
étre envisagée (hydroxyzine, dexchlorphéniramine). L’administration d’aspirine est a
proscrire en raison du risque de syndrome de Reye, ainsi que les anti-inflammatoires non-
stéroidiens, possiblement a risque d’induire une fasciite nécrosante [11].

L’éviction des collectivités est une mesure réglementaire d’efficacité modérée, la contagiosité

de la maladie étant maximale dans les quelques jours précédant I’apparition des 1ésions [11].

2. Latence virale

Les antiviraux n’ayant pas d’activité lors de la latence virale, 1’intérét de leur utilisation en

prophylaxie des rechutes est restreint et risque d’induire des résistances [47].
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3. Réactivation : Zona

La prise en charge des lésions cutanées du zona est similaire a celle de la varicelle. Les
traitements antiviraux doivent étre mis en place dans les 72 premiéres heures de 1’éruption
pour présenter une efficacité optimale [11].

Dans le cas d’un zona de présentation classique, le choix se portera en premier sur le
valaciclovir ou le famciclovir per os[16]. Leur utilisation au cours de I’épisode aigu
permettrait de limiter 1’apparition de nouvelles lésions, en améliorant la cicatrisation et
diminuant la durée de 1I’épisode douloureux [16, 47]. Par ailleurs, ces molécules permettraient
de réduire la durée des algies post-zostériennes en limitant la destruction neuronale causee par
la réplication du virus lors de sa réactivation [43].

Le valaciclovir est indiqué pour la prévention des complications oculaires en cas de zona
ophtalmique, pouvant étre associ¢ a une pommade ophtalmique a 1’aciclovir aprés avis
spécialisé [11].

Les douleurs associées a la phase aigué du zona peuvent étre prises en charge aprés une
¢valuation de la douleur a 1’aide d’une échelle visuelle analogique. Les antalgiques non-
morphiniques (paracétamol, AINS) présentent une faible efficacité [39]. En cas de douleurs
modérées, des antalgiques de classe Il pourront étre utilisés (par exemple : association
paracétamol — codéine ou tramadol). Si leur efficacité est insuffisante, il conviendra de traiter
ces sujets par antalgiques morphiniques forts (morphine, fentanyl).

La prise en charge des algies post-zostériennes repose sur des médicaments actifs contre les
douleurs neuropathiques : les antidépresseurs tricycliques tels que 1’amitryptiline (75 mg/j)
ont démontré la meilleure efficacité contre le fond douloureux permanent, a condition d’étre
prescrits précocement pour étre efficaces. L'adjonction de corticoides au traitement par
aciclovir ne semble pas diminuer la durée des douleurs post-zostériennes; par contre, leur
effet antalgique et anti-inflammatoire a été bénéfique pour la prise en charge de la douleur
aigué [39].

La carbamazépine présenterait une efficacité intéressante dans le contrdle des paroxysmes
hyperalgiques et les algies trigéminées. La gabapentine et la prégabaline peuvent également
étre employées [39].

Enfin, la prise en charge psychologique de ces patients est importante du fait de I’impact de

ces douleurs sur leur qualite de vie.

39



Les indications des traitements anti-VVZV sont résumées dans le tableau suivant :

Stade de ] . )
) ) Population Définition du cas Prise en charge
I"infection
Adultes Varicelle compliquée
. . (surtout si pneumopathie Aciclovir IV - 10 mg/kg/8h
immunocompétents .
varicelleuse)
Adulte Aciclovir Iy - 1_0 mg/kg/8h —
Suiets 7 a 10 jours
N éé ek Aciclovir IV 2502 500
P Enfant mg/m2/8h —
7 a10 jours
Varicelle < 24 Semaines Surveillance dans un centre de
Primo- d'ameénorrhées diagnostic anténatal
infection Femme enceinte Varlgglljlidarg(s:élgzria 10 Aciclovir IV 15 mg/kg/8h
Jours p + Varitect® 5-25 Ul/kg
I'accouchement
Varicelle néo-natale Aciclovir IV 20 mg/kg/8h
+ Varitect® 5-25 Ul/kg
Nouveau-nés dont la mére a
NOUVEaU-Nnés fait une varicelle entre 5 Aciclovir IV 20 mg/kg/8h
jours avant et 2 jours apres + Varitect® 5-25 Ul/kg
I’accouchement
Formes graves de I'enfant de Aciclovir IV 20 mg/kg/gh
moins de 1 an
Valaciclovir - 1000 mg, 3/j —
Zona ophtalmique 7 jours
phtaimiq Aciclovir PO - 800 mg, 5/j —
Sujets 7 a10 jours
immunocompétents . . . Famciclovir - 500 mg, 3/j —
Prévention des algies post- .
Zona** L . 7 jours
zostériennes chez les sujets Valaciclovir - 1000 ma. 3/i
de plus de 50 ans . 9.9l =
7 jours
Aciclovir IV - 10 mg/kg/8h —
Sujets Adulte 7 a10 jours
. PP 2/8h —
immunodéprimés Enfant 500 mg/m /8h
7 a 10 jours

Tableau 2: Indications des traitements anti-VZV [3, 39, 45]

* Posologies a adapter en cas de complications neurologiques centrales ; administration possible de

Varitect® en fonction du contexte

** Traitement devant étre débuté dans les 48 a 72 heures post-éruption)
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V. Vaccination

Les vaccins contre le VZV sont constitués d’une souche de virus vivant atténué, la souche
OKA-P, isolée a partir de vésicules chez un enfant Japonais de 3 ans présentant une varicelle
typique (et dont le nom de famille était Oka) [48]. Elle a par la suite été atténuée par passage
successifs en culture avec différents types cellulaires (fibroblastes embryonnaires humains,
cellules diploides humaines...) pour conduire a la souche atténuée : OKA-V [49].

Les recommandations vaccinales varient selon les pays : alors que la vaccination contre le
VZV est recommandée en immunisation genérale aux Etats-Unis depuis 1996 pour les enfants
de plus de 12 mois, le Haut Conseil de la Santé Publique (HCSP) n’a pas recommandé cette
mesure en France, préférant préconiser la vaccination des populations a risque [50]. Certains
autres pays, comme la République Tcheque, recommandent la vaccination pour les enfants,

sans toutefois 1’intégrer dans un programme universel [49].

Le vaccin est actuellement commercialisé en France sous deux spécialités : Varilrix® (GSK)
et Varivax® (Sanofi). Il est également disponible en association tétravalente avec les vaccins
contre la rougeole, les oreillons et la rubéole (Priorix tetra® (GSK) et ProQuad® (Merck))
[51, 52].

Le schéma vaccinal comporte deux doses espacées au moins de 1 mois [53, 54]. Les études
d’efficacité clinique ont montré que la diminution de I’incidence était meilleure avec ce
schéma [49]. Aprés deux injections, le taux de séroconversion avoisine les 98% chez les
enfants [55]. L’instauration du schéma universel a deux injections chez les enfants de plus de
12 mois aux USA a montré une diminution de la mortalit¢ et du nombre d’hospitalisations
liées a la varicelle comparativement a 1’¢re pré-vaccinale [49]. Cependant, cela a eu pour effet
de décaler I’age de survenue des varicelles : les adultes étant plus a risque de développer des
complications, la mise en place d’un tel systéme nécessite une couverture vaccinale maximale
(>80%) pour éviter I’augmentation du nombre de cas de varicelles graves [50].

Par ailleurs, le risque de la vaccination de masse dés 1’enfance est de voir augmenter le
nombre de cas annuel de zonas. En effet, une nouvelle exposition d’un sujet immunisé induit
une stimulation de son immunité cellulaire ; dans le cas d’une diminution de la circulation du
virus sauvage, les sujets immunises seront moins fréquemment a son contact et seront donc

plus a risque de déclencher un zona [56].
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Ainsi, dans son avis du 5 juillet 2007, «le Haut Conseil de Santé Publique (HCSP) ne

recommande pas a ce jour, dans une perspective de santé publique, la vaccination généralisée

contre la varicelle des enfants a partir de 1’age de 12 mois. C’est pourquoi il déconseille le

remplacement du vaccin trivalent rougeole-rubéole-oreillons par le quadrivalent rougeole-

rubéole-oreillons-varicelle » [50].

De plus, le HCSP « précise les recommandations de vaccination contre la varicelle, avec un

schéma a deux doses :

- en rappelant les recommandations spécifiques préalablement émises dans son avis du 19
mars 2004 [57];

- en recommandant de plus la vaccination contre la varicelle :

pour les adolescents de 12 a 18 ans n’ayant pas d’antécédent clinique de varicelle ou
dont I’histoire est douteuse ; un contréle sérologique préalable peut étre pratiqué

pour les femmes en &ge de procréer, notamment celles ayant un projet de grossesse, et
sans antécédent clinique de varicelle ; un contréle sérologique prealable peut étre
pratiqué

pour les femmes n’ayant pas d’antécédent clinique de varicelle (ou dont I’histoire est
douteuse) dans les suites d’une premicre grossesse, sous couvert d’une contraception
efficace ;

pour les adultes de plus de 18 ans exposés a la varicelle, immunocompétents sans
antécédent de varicelle ou dont I’histoire est douteuse (le controle de la sérologie étant
facultatif) dans les trois jours suivant I’exposition a un patient avec éruption ;

toute personne sans antécédent de varicelle (ou dont I’histoire est douteuse) et dont la
sérologie est négative, en contact étroit avec des personnes immunodéprimées (les
sujets vaccinés doivent étre informés de la nécessité, en cas de rash généralise,
d’éviter les contacts avec les personnes immunodéprimées pendant 10 jours) ;

les enfants candidats receveurs, dans les six mois précédant une greffe d’organe
solide, sans antécédents de varicelle (ou dont I’histoire clinique est douteuse) et dont
la sérologie est négative, (avec deux doses a au moins un mois d’intervalle et en

pratiquant une surveillance du taux d’anticorps aprés la greffe). » [58]
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En milieu professionnel, la vaccination est recommandée «pour les personnes sans
antécédent de varicelle (ou dont I’histoire est douteuse), dont la sérologie est négative et
exercant I’'une des professions suivantes :
- professionnels au contact avec la petite enfance (creéches et collectivités d’enfants
notamment)
- professions de santé en formation (a I’entrée en premicre année des études médicales
ou paramédicales), a I’embauche ou a défaut déja en poste, en priorité dans les

services accueillant des sujets a risque de varicelle grave. » [59]

La vaccination contre la varicelle est contre-indiquée pendant la grossesse : toute vaccination
chez une femme en &ge de procréer doit étre précédée par un test négatif de grossesse. Les
femmes candidates a la vaccination et ayant I’intention de débuter une grossesse doivent
prendre une contraception pendant les trois mois suivant le vaccin. Par ailleurs, la vaccination
n’est pas recommandée chez les femmes qui allaitent [60, 61].

La vaccination contre la varicelle chez les sujets immunodéprimés n’est actuellement pas
recommandée. Cependant elle ne semble pas étre a risque majeur pour ces patients [49] et
diverses études mettent en évidence une diminution de I’incidence et de la gravité de la

varicelle pour les sujets immunodéprimés vaccinés [50].

Le vaccin est globalement bien toléré en dehors des habituels effets inhérents a la
vaccination (rougeur et douleur au point d’injection) ; de rares rashs cutanés transitoires ont

été rapportés [49].

De méme qu’il existe un vaccin contre la varicelle, un vaccin contre le zona est commercialisé
depuis 2005 (Zostavax® - Sanofi). 1l est également constitué de la souche OKA, mais est 14
fois plus concentré que dans le vaccin contre la varicelle. Une étude d’efficacité aux USA a
permis de mettre en évidence une diminution significative du nombre de cas de zona et de
douleurs post-zostériennes suite a I’injection d’une dose de ce vaccin chez les sujets de plus
de 60 ans [62]. Ainsi, I’avis du 25 octobre 2013 du HCSP « recommande la vaccination
contre le zona chez les adultes agés de 65 a 74 ans révolus avec un schéma vaccinal a une
dose ». Cette mesure a pour but de réduire I’incidence du zona et des douleurs post-

zostériennes, ainsi que leur intensité [58].
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V1. Meéthodes diagnostiques du VZV

Les caractéristiques cliniques de la primo-infection par le VZV permettent généralement un
diagnostic immédiat de varicelle et le recours au laboratoire n’est que rarement requis.
Cependant, lors des formes de présentation atypiques, de risque épidémique et en cas de
risque majoré de complications (age, immunodépression, grands brulés...), différents outils

pourront étre utilisés en complément de la clinique.

A. Types de prélevements

L’origine des prélévements parvenant au laboratoire pour le diagnostic d’infection par le VZV
dépend de la zone atteinte ainsi que de la méthode diagnostique prescrite.
Pour un diagnostic sérologique, un sérum (sang prélevé sur tube sec) sera requis. A I’inverse,
la nature des prélevements pour les méthodes diagnostiques directes dépendra des Iésions
observées ; les principaux types de prélevements retrouvés au laboratoire sont détaillés ci-
apres :

- Atteinte cutanée : écouvillonnage des lésions, préférentiellement a conserver dans un

milieu de transport viral, biopsies,
- Atteinte neurologique : Liquide céphalo-rachidien (LCR),
- Pneumopathie a VZV: Aspiration / Lavage broncho-alvéolaire (LBA),

- Suspicion d’infection materno-feetale : Liquide amniotique.

Dans des cas particuliers, le VZV pourra étre recherché sur de I’humeur aqueuse ou encore

sur sang recueilli sur EDTA.

B. Méthodes de diagnostic indirect

Différentes méthodes de détection des anticorps anti-VZV sont actuellement
commercialisées basees sur des principes variés tels que I’Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA), I’immunoluminométrie, la Time-Resolved Immunofluorescent Assay
(TRFIA) ou encore 1’agglutination avec des particules de latex. La recherche des anticorps
anti-VZV peut étre demandée comme un simple contréle d’immunité par les cliniciens, par
exemple avant la mise en place de traitements pouvant interférer avec I’immunité cellulaire
(greffes, immunosuppresseurs...) ou dans le cadre d’une grossesse avec notion de contage
récent... Cette méthode diagnostique peut également étre employée pour la détection des IgM
et des 1gG en cas de suspicion de primo-infection par le VZV, par exemple en cas d’éruption

modérée ou de présentation douteuse chez 1’enfant. La présence d’IgM ou I’augmentation du
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taux des IgG sur deux sérums prélevés a deux semaines d’intervalle permettra de compléter le
diagnostic clinique de primo-infection varicelleuse.

Le sérodiagnostic est également utilisé dans le cas des réactivations avec présence de
vésicules en faible quantité ou de présentation atypique. La présence d’IgM étant inconstante
lors des zonas, il convient de rechercher ces anticorps en association avec une cinétique des
IgG sur deux prélévements espacés de deux semaines pour détecter une réactivation de
I’immunité humorale a I’encontre du virus [63].

Dans le cadre des manifestations neurologiques chez les enfants, la recherche des IgM et des
IgG dans le LCR semblerait utile en complément de la PCR [64]. Cette méthode vise a mettre
en évidence une synthése intrathécale d’immunoglobulines anti-VZV : apres dosage des taux
d’IgG anti-VZV dans un LCR et un sérum prélevés au méme moment, le ratio des taux LCR /
Sérum est calculé. Un ratio élevé serait en faveur d’une synthése d’immunoglobulines anti-
VZV dans le LCR et pourrait orienter vers une manifestation neurologique de ’infection par

leVZV.

C. Méthodes de diagnostic direct

1. Culture cellulaire

La culture virale est réalisée principalement a partir de lésions cutanées prélevées sur
écouvillon conservé dans un milieu de transport viral. Toutefois, elle peut étre demandée pour
d’autres types de prélevements (LBA, liquide amniotique...), bien qu’elle soit de plus en plus
délaissée au profit d’autres méthodes de diagnostic direct présentant une meilleure sensibilité
et permettant d’obtenir un résultat plus rapidement [65].

Le VZV, comme les autres Herpesviridae, se cultive sur cellules embryonnaires de poumon
humain (lignée MRCS). 1l s’agit d’un virus difficile a cultiver et 1’apparition d’un effet
cytopathique (ECP) peut nécessiter de 3 jours a une semaine. L’ECP produit par le virus sur
les cellules MRCS5 est d’aspect « sale » : il se caractérise par des foyers de cellules rondes et
réfringentes, induisant progressivement une lyse du tapis cellulaire [66].

Bien que cette méthode soit longue et, de ce fait, peu adaptée a un diagnostic d’urgence, elle
demeure la méthode de référence du diagnostic de I’infection par le VZV, étant la seule
méthode permettant d’obtenir une quantit¢ de virus suffisante pour typer la souche ou

rechercher des résistances aux antiviraux.
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Figure 9: Effet cytopathique du VZV sur une culture de cellules MRC5

2. Immunofluorescence indirecte

La seconde méthode de mise en évidence directe du VZV est I’immunofluorescence indirecte,
réalisée a partir de prélevements cutanés ou de LBA.

Le préléevement est fluidifi€, puis les cellules sont fixées a 1’acétone sur lame et incubées avec
un anticorps primaire dirigé contre un antigene du VZV. Apres lavage, la lame est incubée
avec un anticorps secondaire couplé a un fluorochrome, et dirigé contre le fragment constant
de D’anticorps primaire. Suite & un second lavage, la lame est lue au microscope a
fluorescence, dont la lumiére UV va exciter le fluorochrome et révéler la présence du virus

dans les cellules [67].

Figure 10: VZV mis en évidence par immunofluorescence a partir d'un prélévement cutané [68]

Il s’agit d’'une méthode de diagnostic direct plus rapide que la culture cellulaire, le résultat
étant obtenu généralement en moins de 24h. Néanmoins, cette technique nécessite une
certaine expertise au niveau de la lecture car, selon la qualité du prélevement, le « bruit de

fond » lié aux anticorps non-éliminés lors des lavages sera plus ou moins important. De plus,
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la sensibilit¢ dépend de la qualité du prélévement et de 1’état des lésions prélevées : la
sensibilité sera optimale pour des prélevements de vésicules et diminuera pour des lésions en

cours de cicatrisation [39].

3. Recherche du génome viral

La recherche de I’ADN du VZV par biologie moléculaire est devenue incontournable dans les
cas d’urgence ou nécessitant une confirmation rapide du diagnostic.

Différentes méthodes d’amplification génique sont actuellement sur le marché : PCR en point
final, PCR en temps réel, LAMP...

Les principes des deux technologies d’amplification génique utilisées au cours de ce

travail sont développés ci-apres.

a. PCR en temps réel

i.  Principe de la PCR en temps réel

L’objectif de la Polymerase Chain Reaction (PCR) en temps réel est d’amplifier un fragment
de géne spécifique du pathogéne recherché avec détection des amplicons en temps réel. Apres
extraction des acides nucléiques totaux d’un échantillon biologique, 1I’amplification va étre
réalisée en utilisant un mélange réactionnel comportant :

- une enzyme thermostable de polymérisation de I’ADN, la Tag polymérase,

comportant également une activité exonucléase 5’ 3’,

- des didéoxynucléotides,

- un sel d’ion bivalent pour stabiliser I’enzyme et les nucléotides,

- la sonde marquée par un fluorochrome ainsi que les amorces spécifiques pour la

détection du gene recherché.

Ce milieu réactionnel va étre incubé dans un appareil de PCR en temps réel et la fluorescence
des sondes sera mesurée au fur et a mesure de la réaction au cours de 1’étape d’¢élongation.
L’amplification des produits de PCR se déroule en plusieurs étapes, répétées de facon

cyclique (Fig. 11).
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©
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du gene cible a 60°C
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Dénaturation par
chauffage a 95°C
95°C

Figure 11: Principe de la PCR [69]

Le milieu réactionnel est porté a 95°C pour dénaturer les acides nucléiques de I’extrait
(Dénaturation), avant d’étre amené a 60°C pour permettre aux amorces spécifiques du gene
cible de s’hybrider au niveau de leur séquence complémentaire (Hybridation). Le milieu est
ensuite chauffé a 72°C, température a laquelle la Taq polymérase amplifie la séquence
complémentaire du gene cible a partir des amorces (Elongation).

Suite a cette amplification, le milieu réactionnel sera de nouveau porté a 95°C pour dénaturer
les acides nucléiques, initiaux et amplicons, permettant une nouvelle hybridation des amorces

lors de la phase d’amplification suivante (Fig. 11).
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Figure 12: Amplification de la séquence cible du génome par PCR

Chaque fleche correspondant a un cycle de PCR

Ainsi, a chaque cycle, le nombre de copies du géne ciblé sera doublé. L’amplification suit
donc une logique logarithmique (Fig. 12). A la fin de la réaction d’amplification, il y aura
amplification de 2" copies du géne cible, n correspondant au nombre de cycles de PCR pour la
réaction. Cette technologie de la PCR peut étre couplée a des méthodes de detection de la

fluorescence : il s’agit dans ce cas de PCR en temps réel.
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Il.  Détection de ’amplification du genome viral
en temps réel par la technologie des sondes
5’ nucléase

© ¢—w
1 2

l Amplification par la Taq
polymérase
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l Hydrolyse de la sonde par activité
exonucléase de la Taq polymérase

)
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Séparation du quencher et du reporter
=> fluorescence du reporter

Figure 13: Principe de détection de la fluorescence en temps réel par la technologie des sondes 5’ nucléase

1 : Reporter fluorescent — 2 : Quencher captant la fluorescence du reporter par résonnance [69]

Le principe de détection de I’amplification du génome viral en temps réel repose sur la
technologie des sondes 5’ nucléase (Fig. 13) ; ce type de sonde est constitué d’une séquence
d’acide nucléique associée a un quencher captant 1’énergie de fluorescence d’un fluorophore
(reporter) par résonnance. La sonde va s’hybrider a une partie du géne cible. Au cours de
I’¢longation a partir des amorces, la sonde sera dégradée par I’activité exonucléase 5°-3” de la
Taq polymérase. Le quencher et le reporter étant séparés, ce dernier va émettre une
fluorescence a une longueur d’onde spécifique. Le nombre de copies du fragment d’intérét
augmentant a chaque cycle de facon logarithmique (Fig. 12), la quantité de sondes
hydrolysées sera de plus en plus importante, ce qui permettra de mesurer une augmentation de
la fluorescence a la fin de chaque phase d’élongation : la détection de la cible recherchée au

cours de I’amplification du gene cible se fait donc en temps réel.

Quand le nombre d’amplicons synthétisés devient significatif, la fluorescence mesuree

dépasse un certain seuil (Threshold) (Fig. 14).
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Figure 14: Détermination du Cycle threshold (Ct)
Variation de fluorescence (en ordonnée) en fonction des cycles de PCR (en abscisse)

Le cycle de PCR pour lequel la courbe de fluorescence dépasse le threshold est appelé
« Cycle threshold » (Cyou Cp) : il détermine la positivité d’un échantillon ou d’un contréle
pour la cible recherchée. Plus le nombre initial de copies du génome cible sera important, plus
I’amplification sera détectée rapidement : le cycle de détection (C;) sera donc petit. Dans le
cas d’échantillons présentant une faible concentration en acides nucléiques, la fluorescence
sera détectée en fin d’amplification et le Ct sera élevé : il pourra alors s’agir d’un échantillon
faiblement positif pour le génome recherché, ou d’un artefact li¢ au « bruit de fond » de

fluorescence, ou encore a une contamination de 1’échantillon au cours des manipulations.
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b. La technologie LAMP en temps réel

La technologie « Loop Mediated Isothermal Amplification » (LAMP) en temps réel a été
développée par la société Japonaise Eiken®. Comme la PCR en temps réel, cette méthode a
pour but d’amplifier un fragment de géne cible, et de le détecter par suivi en temps réel de la

fluorescence de sondes spécifiques du géne recherche.

I.  Applications

Cette technologie récente sur le marché de la biologie moléculaire a été brevetée au Japon en
2002 [70]. Développée au départ pour des applications agro-alimentaires telle que la
détermination du sexe des embryons bovins [71] ou la détection de pathogenes alimentaires
[72], cette technologie a retenu D’attention de la communauté scientifique pour des
applications a visée médicales et notamment dans un cadre humanitaire. La Foundation for
Innovative New Diagnostics (FIND) a collaboré avec la société Eiken® afin de mettre au
point des méthodes utilisables sur le terrain pour le diagnostic de la tuberculose (TB-LAMP -
Eiken®), la trypanosomiase humaine Africaine (HAT-LAMP — Eiken®), le paludisme ou
encore la maladie de Chagas [73]. La recherche d’agents du bioterrorisme et le diagnostic du
VIH font partie des projets de cette collaboration [70].

Cette technologie présente plusieurs avantages par rapport a la PCR pour une utilisation sur le
terrain. Le matériel nécessaire est d’abord moins colteux car il s’agit d’une réaction a
température constante ; un simple bloc chauffant suffit pour la réaliser [74] et la formation a
son utilisation ne nécessite que quelques jours [73]. Par ailleurs, I’amplification est
généralement rapide (moins d’une heure) et la détection des amplicons peut étre visualisée a
I’oeil nu en utilisant un fluorophore tel que le SYBR® Green | [75], ou en mettant en
évidence la production de pyrophosphate lors de I’amplification [76]. Enfin, cette technologie
semble moins sensible aux substances biologiques inhibant habituellement la PCR: elle
pourrait ainsi étre utilisée « au lit du malade » sans extraction et purification préalable de
I’ADN [77]. Ces différents aspects rendent la technologie LAMP particulierement attractive
pour une utilisation en milieu rural dans les pays défavorises, ou les conditions de réalisation

de la PCR ne peuvent étre remplies [73].
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Actuellement, une dizaine de sociétés commercialisent des kits basés sur la technologie
LAMP, pour la détection de micro-organismes pathogénes bactériens, viraux ou parasitaires ;
d’autres applications telles que la recherche de mutations oncogenes, ou le dépistage de

métastases dans les tumeurs solides sont en développement [78].

ii.  Spécificités de la technologie LAMP

ADN Polymérase

L’ADN polymérase Bst utilisée au cours de cette réaction présente une « activité de
déplacement de brin » [76] : lors de la polymérisation, cette enzyme a la capacité de séparer
les brins d’ADN appariés tels que I’ ADN bicaténaire ou les structures secondaires en épingles
a cheveux. L’utilisation de ce type d’enzyme permet de travailler a température constante en
s’affranchissant de I’étape de dénaturation de I’ADN par chauffage. L’utilisation des cycles
de température (chauffage / refroidissement) n’étant plus nécessaire, un bloc chauffant a la
température souhaitée suffit pour effectuer la réaction.

L’amplification du géne cible et sa détection peuvent étre effectuées au cours de la méme
réaction. La LAMP permet une amplification de I’ADN cible jusqu’a 10° fois en moins d’une

heure [74].

Amorces

Cette technologie est caractérisée par I’utilisation de quatre amorces reconnaissant six régions
distinctes sur le gene cible. Cela lui confere une haute spécificité. On distingue une paire
d’amorces « internes » (Inner primers) et une paire d’amorces « externes » (Outer primers),
encadrant la région d’ADN cible. Chaque paire est composée d’une amorce sens (Forward

primer) et d’une amorce anti-sens (Backward primer).

Le design de ces amorces comporte quelques contraintes :
- la distance séparant I’amorce interne et 1’amorce externe sur le méme brin ne doit pas
excéder 20 paires de bases,

- la séquence cible sur le géne doit comporter entre 120 et 180 paires de bases [79].

Pour une meilleure compréhension, 6 régions distinctes sont désignées sur I’ADN cible,
dénommées F3c, F2c, Flc, B1, B2, B3 en partant de I’extrémité 3’. L’indice « ¢ » signifie
qu’il s’agit d’une séquence complémentaire : par exemple, la région F1c est complémentaire
de F1 (Fig. 15).
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Fc  Fc  Flc ADN cible BL B2 B3

F3 F2 F1 Blc B2c B3c

Figure 15: Schéma du géne cible et des différentes régions ciblées au cours de I’amplification

Dans notre exemple, les amorces utilisées sont les suivantes :
- Amorce interne sens (Forward Inner Primer - FIP) comportant
o A lextrémité 3’ : la région F2 complémentaire de la région F2c
o A lextrémité 5’ : la méme séquence que la région Flc
- Amorce externe sens (Forward Outer Primer - F3) constituée de la région F3,
complémentaire de la région F3c
- Amorce interne anti-sens (Backward Inner Primer - BIP) comportant
o A l’extrémité 3’ : la région B2, complémentaire de la région B2c
o A l’extrémité 5’ : la méme séquence que la région Blc
- Amorce externe anti-sens (Backward Outer Primer - B3) constituée de la région B3,

complémentaire de la région B3c

FIP
ﬁlc F2
F3
F3c F2c Flc B1 B2 B3
| | ||
|
F3 F2 F1 Blc B2c B3c
B3
B2
Blc
BIP

Figure 16: Gene cible et amorces utilisées pour la réaction LAMP

iii.  Déroulement de la réaction LAMP [80]

La réaction LAMP comporte deux grandes étapes. La premiére consiste a produire une

structure de départ ressemblant a une haltére : le gene cible va étre amplifié par I’ADN
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polymérase successivement a partir des amorces sens, puis anti-sens et, par complémentarité
de séquences, des boucles d’auto-appariement vont se former & chaque extrémité du produit
d’amplification (Fig. 17).

Flc B1
F2c < B2
—
F1 Bic

Figure 17: structure en haltére - base de I'amplification cyclique

Cette structure va servir de matrice pour la deuxieme étape de la réaction : I’amplification
cyclique. L’ADN polymérase va, a partir de la structure en haltére et des amorces internes,
amplifier des fragments de gene cible de taille de plus en plus importante, tout en renouvelant

en permanence cette structure de base.

Formation de la structure de départ

Amplification a partir des amorces sens

La premiere amplification de la réaction LAMP est présentée dans la figure 18; les
différentes étapes seront détaillées ci-dessous. L’ ADN cible dénaturé par chauffage a 95°C est
ajouté au milieu réactionnel comprenant I’ADN polymérase Bst et ses substrats (nucléotides
triphosphate) ainsi que les amorces et sondes spécifiques du géne recherché. Ce milieu est
incubé a une température constante comprise entre 60 et 65°C pendant 15 minutes a une heure
[81].
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Formation d'une structure en épingle a cheveux

Figure 18: Amplification & partir des amorces sens

L’ADN polymérase amplifie la séquence complémentaire du géne cible a partir de
I’amorce interne sens FIP ;

Le produit de cette élongation est un ADN bicaténaire comportant le brin matrice et le
brin néo-synthétisé ;

L’amorce externe F3 s’apparie avec sa séquence complémentaire F3c en amont de
FIP. L’ADN polymérase synthétise la séquence complémentaire de I’ADN cible a
partir de F3. Au cours de cette élongation, I’enzyme déplace le fragment synthétisé

lors de I’étape 1) grace a son activité de « déplacement de brin » ;
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4) Les produits de 1’étape 3) sont un ADN bicaténaire, formé du brin matrice et du
produit d’élongation a partir de F3, ainsi qu’'un ADN simple-brin déplacé lors de
1’¢élongation a partir de F3 ;

5) Cet ADN simple-brin est le produit d’amplification de 1’étape 1) a partir de 1’amorce
interne FIP. Cette amorce comprend une région F1lc complémentaire de celle de
I’ADN amplifié (F1). Ces deux régions complémentaires vont s’apparier, et cet auto-

appariement du brin forme une structure en épingle a cheveux.

Amplification a partir des amorces anti-sens

Les amorces anti-sens (Backward) vont s’apparier a 1’autre extrémité de la structure en
épingle a cheveux et ’ADN polymérase va amplifier la séquence complémentaire de la
structure 5) selon la méme logique que décrite ci-dessus (hybridation — amplification —

déplacement) a partir de I’amorce interne BIP puis de I’amorce externe B3 (Fig. 19).
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Figure 19: Amplification a partir des amorces anti-sens et formation de la structure en haltére

1) L’ADN polymérase synthétise la séquence complémentaire du brin d’ADN

monocaténaire apres fixation de I’amorce interne anti-sens BIP a I’extrémité opposée
de la boucle. L’enzyme linéarise la structure en épingle a cheveux au cours de cette

amplification grace a son activité de déplacement de brin ;

2) L’amorce B3 s’hybride a sa séquence complémentaire B3¢ en amont de BIP;

I’enzyme synthétise alors le brin complémentaire en déplagant le brin précédemment

synthétisé ;

3) On obtient ainsi un ADN bicaténaire ainsi que le brin d’ADN déplacé ;

4) Ce dernier présente des séquences complémentaires a chaque extrémité (F1/F1lc et

B1/Blc). L’auto-appariement de ces séquences va former la structure en haltére, point
de départ de la deuxiéme grande étape de la réaction LAMP : I’amplification cyclique.
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La premiére partie de la réaction LAMP est présentée dans la figure 20.
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Figure 20: Formation de la structure de base de la deuxiéme étape de la réaction LAMP a partir d'un brin
d'ADN monocaténaire
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Deuxiéme partie de la réaction LAMP: Amplification cycligue

Auto-amplification

Flc B1

F2c ( . B2
F1 \L Blc
Flc B1 B2

i S ———
F1 i \

Figure 21: Conversion de la structure en haltere en ADN bicaténaire avec une épingle a cheveux unique

La structure en haltére est rapidement convertie en un brin d’ADN bicaténaire comportant une
structure en épingle a cheveux unique (Fig. 21): a partir de I’extrémité 3’ de la boucle d’auto-
appariement, ’ADN polymérase utilise la structure en tant que matrice et synthétise le
fragment d’ADN complémentaire. Grace a D’activité de déplacement de brin, 1’enzyme

lin¢arise la structure en épingle a cheveux a I’autre extrémité.
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Amplification a partir d’une amorce interne

B1 B2 Bic

o

B1c B2c B1

FIP l

Figure 22: Amplification a partir de FIP

Au niveau de I’épingle a cheveux, la région F2c n’est appariée avec aucune séquence
complémentaire. FIP s’apparie a cette région monocaténaire et amorce la synthése d’ADN en
déplagant le brin synthétisé lors de 1’étape précédente. Celui-ci va former une boucle en
épingle a cheveu a son extrémité 3’ par auto-appariement des régions complémentaires B1c et
B1 (Fig. 22).
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Figure 23: Auto-amplification et déplacement du brin synthétisé a partir de FIP

A partir de Dextrémité 3’ de cette boucle, 'ADN polymérase synthétise le brin
complémentaire de la structure, en déplacant le brin synthétisé a partir de FIP. Ce brin est
ainsi libéré en tant que simple-brin et redonne une structure en haltére; il s’agit de la séquence
complémentaire de celle de la structure de départ (Fig. 23).

On obtient ainsi une structure en haltére ainsi qu’un brin d’ADN bicaténaire. Ces deux

produits d’amplification vont étre utilisés pour continuer la réaction d’amplification.

Renouvellement de la structure en haltére

La structure en haltére est le pivot de la réaction d’amplification génique : la séquence cible
sera alternativement amplifiée par ’amorce sens puis anti-sens, permettant en permanence le
renouvellement de cette structure. Comme décrit dans la figure 24, I’amplification a partir de

I’amorce anti-sens renouvelle la structure issue de la premiére étape de la LAMP.
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Figure 24: Amplification a partir de la structure en haltére résultant de la premiére étape de

I'amplification cyclique

Amplification a partir du brin d’ADN bicaténaire

A partir de I’ADN bicaténaire résultant de 1’amplification cyclique, I’amorce interne et la
région monocaténaire de la boucle s’apparient. Un nouveau cycle d’amplification démarre de
ce point, permettant la formation d’amplicons de longueurs croissantes, constitués de

répétitions des séquences amplifiées alternativement complémentaires (Fig. 25).
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Figure 25: Amplification & partir de I'ADN bicaténaire issu de I'amplification cyclique

Ces différents foyers d’amplification conférent a la technologie LAMP une haute efficacité et

une puissance d’amplification remarquable.
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OBJECTIFS DU TRAVAIL

Le travail présenté ci-apres a été réaliseé au laboratoire de virologie du CHRU de Lille entre
juin et septembre 2013. 1l avait pour buts d’évaluer les performances et la facilité d’utilisation
de I’extracteur LIAISON® Ixt (DiaSorin) en association avec le kit Arrow Viral NA
(DiaSorin) pour différents types d’échantillons, et du kit commercial lam VZV® (DiaSorin)
pour la détection du génome du VZV par la technologie LAMP en association avec
I’automate LIAISON® lam (DiaSorin).

Ce kit a été comparé au kit commercial VZV R-Gene™ (Argéne), basé sur la PCR en temps
réel, et les résultats obtenus ont été comparés a ceux rendus par la méthode de PCR en temps

réel utilisée auparavant au laboratoire.
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MATERIELS ET METHODES
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I. Souches virales, échantillons biologiques et controles
La période de collection des échantillons positifs s’est étalée entre janvier 2011 et juin 2013.
Les échantillons négatifs dataient de I’année 2012. Tous ces échantillons « fond de tube » ont

été conservés a -20°C avant extraction.

A.LCR

Des échantillons de LCR adressés au laboratoire pour la détection du VZV par PCR ont été
utilisés : 22 LCR testés positifs et 14 LCR testés négatifs par la PCR maison ont été extraits.
Dix des préléevements testés positifs étaient en quantité suffisante pour une extraction en
parallele avec les deux techniques (250ul utilisés pour chaque méthode) ; les 12 autres ont di
étre dilués dans de I’eau RNAse-free en fonction du volume initial avant d’étre extraits. La
dilution influant sur le seuil de détection des méthodes, ce facteur a été pris en compte pour
I’interprétation des résultats. Les principaux services demandeurs étaient le service de
neurologie du CHRU de Lille (Pr. Vermersch) et des hopitaux extérieurs au CHRU.

Les LCR testés negatifs sélectionnés étaient en volume suffisant pour procéder a I’extraction.

La répartition des LCR est présentée dans le tableau 3.

LCR positifs néngtFiQfs
Non-dilués 10 14
Dilués 12 0
Total 22 14

Tableau 3: Répartition des LCR selon la nécessité d’une dilution préalablement a 1'extraction

(Résultats obtenus avec la PCR « maison »)

B. Vésicules et prélevements cutanés

Trente et un prélévements cutanés, ou issus d’écouvillonnage de vésicules, testés positifs pour
le VZV ont été extraits ainsi que 15 prélevements testés négatifs. Les principaux services
demandeurs de la recherche du VZV par biologie moléculaire étaient le service de
dermatologie du CHRU de Lille (Pr. Delaporte) et les hépitaux extérieurs au CHRU

(Tourcoing, Armentiéres, Boulogne ...).

C. Souches virales

Deux souches de VZV ont été isolées a partir de prélevements de vésicules et mises en
culture. La presence du VZV avait été confirmée dans les deux prélevements par la technique
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de PCR maison. Une de ces souches était conservée a -80°C, ’autre a été isolée a partir d’une

vésicule au cours de I’étude.

D. Culture cellulaire du VZV

Les deux souches virales ont été cultivées sur des cellules embryonnaires de poumons
humains (cellules MRCS5). 1l s’agit de la lignée cellulaire la plus permissive pour la culture du
VZV. Les cellules ont été cultivées a 37°C dans une atmosphére enrichie de 5% de CO, dans
du milieu « Minimum Essential Medium » (MEM) additionné de 2% de Sérum de Veau Feetal
(SVF) décomplémenté.

Les souches de VZV ont été mises au contact des cellules lorsque celles-ci n’étaient pas
encore confluentes afin d’utiliser leur potentiel réplicatif pour la multiplication virale. Le
virus en culture a été entrainé par trypsination des cellules pendant 4 semaines entre mai et
juin 2013 : la trypsine est une enzyme hydrolysant les liaisons peptidiques permettant
I’adhésion du tapis cellulaire au support, ainsi qu’entre les cellules. L’action de la trypsine
permet le décollement du tapis cellulaire, qui sera ensuite dilué et repiqué dans une nouvelle
flasque pour permettre la multiplication cellulaire.

Lorsque les cellules MRC5 sont arrivées a confluence, le milieu de culture a été éliminé, puis
le tapis cellulaire a été rincé avec un faible volume de trypsine Versen™. Aprés rincage, les
cellules ont été incubées pendant 10 minutes & 37°C avec 1 ml de trypsine. Suite a ce
traitement, les cellules trypsinées ont été remises en suspension dans 10 ml de MEM a 10%
de SVF, inhibiteur de I’activité enzymatique de la trypsine, avant d’étre ré-ensemencées sur
un tapis cellulaire de cellules MRC5 saines.

Pour récupérer le virus cultivé, les flacons de cellules infectées présentant 50% d’effet
cytopathique (ECP) ont été congelés a -20°C, puis décongelés quelques jours plus tard afin de
provoquer un choc osmotique induisant une lyse des cellules. Ce lysat a été remis en
suspension dans le milieu de culture, puis dilué en série dans de I’eau RNAse-free, avant
d’étre extrait de la méme maniére que les échantillons d’origine humaine (Fig. 26). Ces
extraits ont été utilisés pour la prise en main des deux méthodes et pour servir d’échantillons

positifs pour les premiers essais.
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E. Controles de qualité

1. Controle calibré Acrometrix®

Un contréle de qualité calibré & 10° copies/ml de VZV (Acrometrix® - Annexe 3) a été dilué
par entrainement dans de I’eau RNAse-free jusqu’a une concentration de 10 copies/ml. Le

contrdle et les dilutions ont été conservés a -20°C.

2. QCMD

Les Quality Control for Molecular Diagnostics (QCMD) de I’année 2013 pour le VZV ont été
extraits et testés avec les deux méthodes. Ce contrdle de qualité est constitué de 10
échantillons, présentant des charges virales variées et négatives. Les résultats obtenus ont été
comparés a ceux obtenus au niveau national par les laboratoires participants.

Les résultats de ce contrdle sont consultables sur le site internet:

http://www.qcmd.org/index.php?pageld=32&pageVersion=FR

1. Extraction des acides nucléiques
Pour extraire ’ADN des prélévements, I’extracteur automatisé LIAISON® Ixt (DiaSorin) a été
utilisé avec le kit Arrow Viral NA (DiaSorin). Ce systéeme repose sur la technologie des billes

magnétiques pour isoler et purifier les acides nucléiques viraux.

Les échantillons ont été aliquotés en 2 fois 250pl, auxquels ont été ajoutés 10 pl de protéinase
K a 20 mg/ml (Qiagen) et le contrdle interne (IC) correspondant a la méthode d’amplification
a laquelle était soumis I’extrait obtenu (Fig. 26). Ce mélange a ensuite été placé dans
I’automate LIAISON® Ixt (Fig. 27) en suivant les recommandations du fabricant : aprés
assemblage manuel des pompes et des cones (Fig. 28), ce montage a €té installé sur un bras
mécanique qui, en exercant une pression sur la pompe, permet le pipetage des échantillons,
des réactifs, puis de I’¢luat. La cartouche contenant les réactifs nécessaires a 1’extraction a été
installée dans I’automate avant de placer le tube d’échantillon a extraire, puis le tube pour
récupérer I’extrait (Fig. 29). Le chargement de 1’automate dans cet ordre permet de limiter le

risque de contamination au cours de 1’extraction (Annexe 4).

L’extraction automatisée proceéde par une lyse des cellules de 1’échantillon par le tampon de
lyse (thiocyanate de guanidine, solution saline, détergent), suivie d’une capture des acides

nucléiques (AN) par des billes magnétiques de silice. Ces billes sont lavées a plusieurs
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reprises avant d’€étre remises en suspension dans le tampon d’élution. Le relarguage des acides
nucléiques dans le tampon d’¢élution s’effectue sur I’instrument lors d’une incubation a 70°C
pendant 3 min. Les billes sont éliminées de I’¢luat grace a un aimant alors que 100 pl d’extrait

sont transférés dans le tube d’¢lution.
Deux cents cinquante microlitres d’échantillon sont extraits et élués dans un volume de 100 pl

pour chaque méthode d’amplification. Les €luats ont ensuite été congelés a -20°C avant d’étre

testés. Ces extraits peuvent étre conservés a 4°C pendant 24h ou étre congelés a -20°C pour

Echantillon
initial

Aquotage\

T

une utilisation ultérieure.

2504 250 i
+ 10 pl de Protéinase K + 10 pl de Protéinase kK
&20mg /ml a20mg/ml
+ 5 pl d1C Diasorin +12 5 Pl d'IC Argene
EXTRACTION

Arrow \ikal WA
Ligizon bdt

173

100 pi d'éluat pour détection 100 I d'éluat pour détection
par le kit lam W2y par le kit V7V R-gene

Figure 26: Extraction a partir des échantillons initiaux
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Figure 28: Pompes et cdnes de pipetage
a) Pompe et cdne séparés — b) pompes et cones préts a étre installés sur le Liaison® Ixt

Pompes et cones
assemblés pour pipetage

Cartouche de réactifs

Echantillon a extraire

Tube d’élution

Figure 29: Montage du LIAISON® Ixt
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I11. Dosage des acides nucléiques totaux
Suite a I’extraction avec le LIAISON® Ixt, la concentration en acides nucléiques totaux a été
déterminée par spectrométrie UV au Nanodrop ND 1000® (Thermo Scientific) afin d’évaluer
la qualité des extraits passes en parallele sur les deux méthodes de détection. La concentration
en acides nucléiques dans les extraits a été mesurée a 260 nm et chaque mesure a été réalisée

en triplicat. La concentration retenue est la moyenne de ces trois mesures.

IV. Meétrologie du bloc chauffant

Avant amplification avec le kit lam VZV (DiaSorin), les acides nucléiques extraits doivent
subir une dénaturation par chauffage a 95°C pendant 5 minutes dans un bloc chauffant. Pour
vérifier la variation de tempeérature au sein de I'échantillon, une sonde étalonnée a été

introduite dans un eppendorf contenant de I'huile et placé dans le bloc chauffant.

V. Meéthodes d’amplification

Deux des méthodes d’amplification du génome du VZV présentées ci-dessous reposent sur le
principe de PCR en temps réel : le kit VZV R-Gene™ (Argéne) et la PCR maison. Le kit lam
VZV (DiaSorin) repose sur la technologie LAMP en temps réel.

A.VZV R-gene™ (Argéne)
1. Caracteristiques du kit

Le kit VZV R-gene™ amplifie un fragment de 114 paires de bases, ciblant le géne de la gp19
(tegument host shutoff protein) du VZV [82, 83]. Il comporte aussi les amorces et sondes

permettant I’amplification et la détection du contréle interne d’extraction et d’amplification

ICs.

Le mélange réactionnel est constitué des éléments suivants :
- Didéoxynucléotides
- Chlorure de Magnésium MgCl;
- Tampon d’amplification
- Amorces et sondes pour la détection du VZV et d’IC;

- Taq polymérase
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Chague série lancée avec ce kit comprenait, en plus des extraits a tester,
- un témoin positif (PC) : extrait d’une dilution au 1/100°™ d’un contrdle calibré a 10°
copies d’ADN de VZV/ml (Acrometrix®)
- un témoin négatif (Wo) : extrait d’'un mélange d’eau RNAse-free (250 pl) et d’IC,
(12,5 ul)

Un bactériophage encapsidé est utilisé comme contrdle interne (IC,) et ajouté a 1’échantillon
avant I’extraction ; son amplification et sa détection serviront a prouver que I’échantillon a été
extrait correctement et a valider 1’absence d’inhibiteurs de la Taq polymérase. Le principe de
détection de I’amplification du contr6le interne repose également sur la technologie des
sondes 5’nucléase. La fluorescence correspondant a 1’amplification du génome viral et celle
correspondant a I’amplification du contrdle interne sont mesurées a deux longueurs d’onde

distinctes, ce qui permet de les détecter dans le méme puits réactionnel.

Le flacon de mélange réactionnel VZV R-géne™ prét a I’emploi est décongelé en picce de
préparation des réactifs de PCR. Quinze microlitres sont déposés dans les puits d’une plaque
96 puits, puis 10 pl d’extrait ou de contrdle sont ajoutés. Aprés avoir placé un film de
protection sur la plaque, 1’amplification est lancée sur un thermocycleur préalablement
programmé. L’appareil utilisé pour les tests avec ce kit était un thermocycleur ABI 7500 de
Applied Biosystems (ABI) et les courbes ont été interprétées avec le logiciel 7500 software
(Version 2.0.6 — ABI — cf annexe 5).

Le programme de I’AB 7500 pour le kit VZV R-Gene™ est le suivant : (Fig. 30)
- Dénaturation : 15 minutes a 95°C
- 45 cycles d’amplification comportant
o 10 secondes & 95°C (dénaturation)

o 40 secondes a 60°C (hybridation / élongation)

73



Cycles de PCR

100 ~ 45 cycles de PCR
<10 ; N

80 /
70

ol | ™~
50 —e— Température (°C)|
40 /
30 /
10 /

0 T T 1

Dénaturation de  Dénaturation: 10 sec Hybridation /
I'ADN cible: 15 min élongation: 40 sec

Température

Figure 30: Cycles de température programmeés pour la détection du VZV par le kit VZV R-Gene™

Le tube-meére de mélange réactionnel Argene est recongelé a -20°C et peut subir jusqu’a 6

autres cycles de décongélation / re-congélation.

2. Interprétation des courbes de fluorescence

Pour la détection du génome du VZV, le seuil de fluorescence (threshold) & partir duquel la
cible est testée positive est déterminé a partir de I’amplification du contréle positif (PC). Le
threshold pour le contréle interne IC, est déterminé a partir de la courbe d’amplification de

IC, pour le test du témoin négatif W, (Fig. 31).
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Amplification Plot
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Figure 31: Courbes de PCR en temps réel — variation de fluorescence en fonction des cycles de PCR

Interprétation de la figure 31 :
- Contrdle positif (PC): ’ADN du VZV est détecté avec un C; faible (19,5), la
concentration en ADN viral est donc importante
- Contrdle négatif (Wp) : Absence de détection d’ADN viral
- Controle interne 1C,: Détecté pour les deux tests (IC, PC et IC, Wy)
Le contrle interne IC, pour le PC est détecté plus tardivement (C; = 29,5) que I’ADN
du VZV (19,5) ; la concentration en IC, est donc plus faible que celle de I’ADN du
VZV pour cet extrait.

Le contréle interne d’extraction et d’amplification IC, permet la recherche d’inhibiteurs de la
Taq polymérase. Lors du test du témoin négatif Wy, seul IC, doit étre amplifié ; le C;
déterminé servira de référence pour la recherche d’inhibiteurs pour les échantillons testés dans
la méme série. Pour chaque échantillon, le C; déterminé pour IC, doit présenter moins de 3
cycles d’écart avec celui du témoin négatif Wo. Dans le cas contraire, on considere que la Taq

polymérase a été inhibée et qu’il faut ré-extraire 1’échantillon et relancer I’amplification.
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B. PCR maison

Les échantillons ont eté sélectionnés sur la base du résultat rendu par la technique maison de
PCR en temps réel. Cette méthode de PCR en temps réel a pour cible le gene de la sous-unité

catalytique de I’ADN polymérase virale, amplifiant un fragment de 74 paires de bases [84].

Les séquences de la sonde et des amorces utilisées sont les suivantes :
- Amorce 1 - Tm =54°C
GUARD 10 2561757: 5 gCA ggC ggC Agg CTTT 3’

- Amorce 2 - Tm =54°C
GUARD 10 2561758: 5> CTT Cgg TgA TTT CAg CTT Cag 3’

- Sonde - Tm = 64°C
Tagman® 2561759: 5’ (6-FAM) TgT ATA CAC gCC CCg CgC Tgg
(Tamra)(Phosphate) 3’

Elles avaient été fournies par la société Proligo™ (Sigma-Aldrich).
Le milieu réactionnel est constitué comme suit:

- MgCl, — 3 mM

- GUARD 10 2561757 — 250 nM

- GUARD 10 2561758 — 250 nM

- Tagman® 2561759 — 200 nM

Comme pour le kit VZV R-Gene™, les séries comportaient un témoin positif et un témoin

négatif en plus des échantillons a tester.

Cette technique de PCR en temps réel était réalisée sur LightCycler 480 (Roche).
Le programme d’amplification était le suivant:
- Activation de I’'UDG : 10 min a 50°C
- Dénaturation : 10 min a 95°C
- Amplification : 45 cycles
1- 10 secondes a 95°C
2- 45 secondes a 60°C - Acquisition de la fluorescence a ce niveau.
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Par rapport & la PCR en temps réel programmée pour le kit VZV R-Gene™ (Argéne), le
programme comporte I’étape supplémentaire d’activation de I’'UDG : il s’agit d’une enzyme
hydrolysant les amplicons synthétisés au cours d’une PCR antérieure et qui auraient pu
contaminer le milieu réactionnel. Cette enzyme est thermolabile et inactivée a 95°C,
permettant le bon déroulement de la réaction de PCR par la suite.

Les résultats obtenus avec cette méthode reposent sur le méme principe de détection que pour
le kit VZV R-Gene™ (Argéne). Cependant, ’amplification du contrdle interne IC, pour la
recherche d’inhibiteurs ne peut étre réalisée au cours de la méme réaction et doit étre réalisee

séparément.

C.LIAISON® lam VZV (DiaSorin)

Le matériel ainsi que les réactifs nécessaires aux tests réalisés avec ce kit commercial ont été

gracieusement fournis par la société DiaSorin.

Cette méthode de diagnostic pour le VZV utilise la technologie Loop mediated isothermal
AMPlification (LAMP) en temps réel, basée sur I’amplification du génome viral a
température constante (entre 63°C et 65°C).

Les informations concernant le géne ciblé par ce kit et les séquences des amorces et sondes
n’ont pas été mises a disposition par la société DiaSorin. Le mélange réactionnel lyophilisé
comprenant les amorces et sondes est reconstitué avec un tampon comprenant des sels, un
détergent et un conservateur.

Avec ’extracteur LIAISON® Ixt, il est possible d’effectuer 12 extractions simultanées (Fig.
29) tandis qu’un automate d’amplification LIAISON® lam comporte huit positions (Fig. 32);
cet automate peut étre associé en série avec d’autres LIAISON® lam. Au cours de 1’étude,

deux automates d’amplification étaient associés.

1. Traitement des échantillons avec le kit lam VzZV
(Annexe 6)

Il est possible de faire 8 tests par série avec un LIAISON® lam (Fig. 32) : chaque série devant
comporter un contrdle positif et un contréle négatif, les séries comportent donc 6 ou 14
échantillons testés selon que 1’on utilise un ou deux automates.

Le controle positif est une solution tamponnée contenant la séquence-cible du VZV; le
contrble négatif est une solution tamponnée contenant un ADN exogéne ainsi que le contrdle

interne. Ce contrdle est une suspension de bactériophage ajouté aux échantillons a tester
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préalablement a D’extraction (Fig. 26), servant a la fois de contréle d’extraction et
d’amplification.

Au début de chaque série d’analyses, 50 ul d’extrait sont placés dans le bloc chauffant a 99°C
pendant 5 minutes pour dénaturation. Les extraits denaturés ont ensuite été immédiatement
placés dans la glace pendant au moins 5 minutes pour éviter le ré-appariement des brins
d’ADN. Le mélange réactionnel est reconstitué dans une piéce de préparation. Chaque tube de
mélange réactionnel lyophilisé (Fig. 33) a été reconstitué avec 225 pl de tampon pour 8
réactions LAMP, homogénéisé a la pipette puis vortexé légérement. Lors des séries
nécessitant 1’utilisation de deux tubes, les deux mélanges réactionnels étaient mélangés pour
obtenir un milieu réactionnel homogene pour la série de 16 amplifications. Les barrettes de
puits réactionnels (Fig. 34) ont été placées dans un portoir réfrigéré a 4°C, puis 25ul de

mélange réactionnel reconstitué ont été déposés dans chaque puits.

Apres une courte centrifugation pour limiter le risque de contamination, les extraits ont été
homogénéisés a la pipette puis 25 ul ont été déposés dans les puits réactionnels. Aprés
fermeture des capuchons, les barrettes ont été vortexées pendant une minute puis centrifugées
pendant une quinzaine de secondes (Fig. 35) avant d’étre placées dans le LIAISON® lam

(DiaSorin) préalablement programmé.

Les extraits dénaturés restants ont été conservés a 4°C pendant une semaine alors que les

tubes meéres d’extraits non-dénaturés ont été recongelés a -20°C.

Figure 32: LIAISON® lam
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Figure 33: Tube de milieu réactionnel lyophylisé

Figure 35: vortexeur et centrifugeuse pour les barrettes de puits

2. Détection de la fluorescence et interprétation des courbes

En ce qui concerne la détection de 1I’amplification de ’ADN cible avec la méthode lam VZV
(DiaSorin), des sondes fluorescentes présentes dans le milieu réactionnel sont intégrées a
I’ADN amplifié. La méthode de détection est basée sur une extinction du signal fluorescent
lors de I’hybridation de la sonde : lors de I’amplification de ’ADN du VZV, une décroissance

de la fluorescence est observée dans un premier canal de détection a 500nm (Fig. 36a).
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La technologie LAMP étant une amplification a température constante, I’amplification d’une

cible sera détectée au bout d’une certaine durée. Le résultat qualitatif rendu par ce kit se base

donc sur un temps de détection de la diminution de fluorescence.

Un bactériophage encapsidé est

utilisé comme contrble

interne d’extraction et

d’amplification : I’amplification de son génome est détectée sur un deuxieme canal (530 nm)

selon le méme principe que pour I’ADN viral. Par un phénomeéne de compétition, lorsque le

génome viral est détecté, I’ADN du bactériophage n’est pas amplifié et aucune diminution de

signal de fluorescence n’est observée a 530 nm (Fig. 36b).

Fluorescence

.

Temps [min]

Figure 36: Profil d’un prélévement positif pour le VZV

Fluorescence

b) 1 :

X

a) amplification de la cible 2 500 nm ; b) Absence d’amplification du contréle interne a 530 nm

Ordonnée : fluorescence / Abscisse : Temps écoulé

Lorsque le génome viral n’est pas détecté a 500 nm, on n’observe pas de diminution de la

fluorescence ; seul le contrble interne est amplifié et détecté a 530 nm et la courbe de
fluorescence de I’'IC s’infléchit (Fig. 37)

e

s

1

N I

Fluorescence

a) Absence d’amplification de la cible a 500 nm ; b) Amplification du contréle interne a 530 nm

Temps [min]

Figure 37: Profil d’un prélévement négatif pour le VZV

Ordonnée : fluorescence / Abscisse : Temps écoulé

——— D

Fluorescence

Temps [min]
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Lorsqu’un prélévement présente une faible concentration d’ADN viral, les deux cibles sont
amplifiées : ’ADN viral est détecté avec un temps de positivité supérieur a 20 minutes, alors
que I’amplification du contrdle interne est détectée aprés 30 minutes. Ce profil de double
amplification se présente dans deux cas de figure : il peut s’agir d’un prélévement faiblement

positif ou d’un prélévement négatif contaminé au cours de la manipulation (Fig. 38).

Fluorescence
Fluorescence

a) wi b)
Temps [min] Temps [min]
Figure 38: Profil de double amplification
observé pour les prélevements faiblement positifs ou faux-positifs pour le VZV ;
a) Amplification tardive de la cible @ 500 nm ; b) Amplification tardive du contrdle interne a 530 nm

Ordonnée : fluorescence / Abscisse : Temps écoulé

Les éléments de comparaison des deux méthodes sont présentés dans le tableau récapitulatif

suivant.
PCR en temps réel LAMP en temps réel
- Amplification génique selon des cycles de | Amplification isotherme: hybridation
Principe de . Y X hvbridati . lificati déol
I'amplification température: De’naturat_lon - hybridation — | puis amplification - ep acement par
élongation ADN polymérase
I . Par extinction de fluorescence:
'Detec_tl_on (_je Par augmen_tatlon de la flucl)resce,nce - intégration des sondes & 'ADN
I'amplification Technologie des sondes 5' nucléase amplifié
Rendu de Cycle threshold Temps de détection
résultat (Ct: nombre de cycles de PCR) (minutes)

Tableau 4: Comparaison de la PCR et de la LAMP en temps réel
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V1. Analyse statistique des données

A. Dosage des acides nucleiques totaux

Un méme échantillon a été extrait soit avec le contrdle interne Argéne, soit avec le contréle
interne DiaSorin (Fig. 26). La concentration en acides nucléiques a été mesurée au Nanodrop
ND1000® pour chacun des extraits. Nous avons souhaité tester 1’égalité des moyennes de ces
deux populations afin d’évaluer si 1’ajout d’un contrdle interne influait sur la qualité de
I’extraction.

La comparaison portait sur I’ensemble des échantillons humains, soit 46 échantillons cutanés
et 36 LCR (soit n = 82 échantillons).

1. Test des variances

Les variances des concentrations dosées au ND1000® ont été comparées selon le test de
Fisher-Snedecor. On supposera pour cela que les valeurs mesurées se répartissent selon une

loi normale.

Soient les hypotheses
- Ho : « Les variances des concentrations sont égales » et

- H; : «les variances des concentrations sont différentes »,

Soit la variable de décision F = s?, / s?, avec
- S : écart-type
- X et y : concentrations dosées au ND1000®, respectivement pour les extraits Argéne
et DiaSorin [85].

Cette variable de décision a été comparée a la valeur F fournie par la table de Fisher pour un

niveau de risque a bilatéral, et n-1 degrés de liberté [86].

2. Test des moyennes

L’¢galité des moyennes des concentrations sera evaluée selon le test de Student apres calcul
de la différence entre les deux concentrations obtenues pour un méme échantillon extrait soit

avec le contrdle interne Argene, soit avec le contréle interne DiaSorin.
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Soient les hypotheses
- Ho : « Les moyennes des concentrations sont égales » et

- H; : « les moyennes des concentrations sont différentes »,

Soit la variable de décision :

Avec
- D : Différence calculée entre les deux points x et y comparés

- LD : moyenne des différences

- %7 :variance des différences
- n : taille de 1’échantillon [85]

Cette variable de décision a été comparée a la valeur t fournie par la table de Student pour un

niveau de risque a bilatéral, et n-1 degrés de liberté [86].

B. Etude de corrélation

Pour les 54 échantillons testés positifs par les deux méthodes, les Ct ont été relevés pour le Kit
VZV R-Gene® (Argeéne), et une étude de corrélation a été réalisée avec les temps de

positivité correspondants obtenus avec le kit lam VVZV (DiaSorin).

1. Etude des points aberrants

Soient x et y respectivement les temps de positivité et les Ct relevés. Les points discordants
ont été éliminés grace au test de Grubbs : ce test permet de détecter un point aberrant dans une
série de données, et est répété jusqu’a 1’absence de point statistiquement aberrant.

On suppose que les valeurs mesurées sont réparties selon une loi normale.

Soient
- Ho : « Il n’y a pas de valeur aberrante dans la plage de données »

- H; : « 1l y a au moins une valeur aberrante dans la plage de données »
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- la variable de décision

r r
ymax - }

S

G =

AVeC Y max : valeur présentant 1’écart maximal par rapport a la moyenne v, et s 1’écart-type de

I’échantillon étudié. Ces deux variables sont recalculées a chaque fois qu’un point est éliminé.

L hypothése Hy est rejetée avec un niveau de risque o si

v 2
N -1 ta/@N)N-2

G > - .
N \\N-2+ fi,!(;z;\f)._;\'—'z

Avec
- N : taille de I’échantillon pour lequel le test est calculé
- tweny -2 ¢ valeur critique haute de la table de Student, avec N-2 degrés de liberté et

un niveau de risque o unilatéral [86] .

2. Régression linéaire

Apres élimination des points aberrants par le test de Grubbs, les deux variables sont
comparées selon une étude de régression linéaire.

Soient x et y respectivement les temps de positivité et les Ct relevés. Aprés avoir calculé les
moyennes et les écart-types estimes de ces variables, leur covariance s,y a été estimée selon la

formule suivante :

, (Ta)(Cw)]
e - L)

L’équation de la droite de régression Y = a + 3. X a été estimée comme suit :

- Estimation de la pente f3:

Y
B # b= X

S "\

- Estimation de I’ordonnée a I’origine a:

a#Fa=7—-07
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Avec

-, moyenne des valeurs de x dans I’échantillon étudié,

- Y moyenne des valeurs de y dans I’échantillon étudié.
- Sy écart-type des valeurs de x dans 1’échantillon étudié

- Sy écart-type des valeurs de y dans 1’échantillon étudié [85]

3. Calcul du coefficient de correélation linéaire de Pearson p

Dans notre échantillon, p est estimé par la formule suivante [85]:
.2
__ Xy
SYSYy

4. Test du coefficient de corrélation

Le coefficient de corrélation entre les deux signaux mesurés a été testé selon les modalités
suivantes :

-SoitHp:«r2=0»

-SoitHy i «r2#0»

Soit la variable de décision du test de corrélation, suivant une loi de Student a n-2 degrés de
liberté [85]:

t = ——— ~ Sty

Cette variable est comparée a une valeur théorique, t, fournie par la table de Student pour un

risque 0=5% avec n-2 degrés de liberté.
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RESULTATS
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La comparaison des résultats obtenus pour les échantillons biologiques testés avec les
différentes méthodes est présentée en annexes 1 et 2. Les echantillons cutanés sont numérotes

Cn (avec n le numéro de 1’échantillon) et les LCR sont numérotés Ln.

I. Dosage des acides nucléiques totaux
Les concentrations en acides nucléiques ont été dosées au Nanodrop ND 1000® afin
d’évaluer la qualité¢ de I’extraction et de tester si 1’utilisation de deux contrdles internes
distincts influait sur ces concentrations. Les résultats obtenus pour les extraits du méme
prélevement en parallele sont dans le méme ordre de grandeur selon la nature du
prélevement : les moyennes, écart-types et variances des concentrations en acides nucléiques

sont présentées dans le tableau suivant.

Prélévements cutanés LCR
IC Argéne | IC DiaSorin | IC Argéne | IC DiaSorin
N 46 36
Moyenne (ng/ul) 8,68 8,48 1,89 4,31
Ecart-type 16,13 12,29 1,06 1,19
Variance 260,14 151,13 1,12 1,41
F 2,06

Tableau 5: Moyennes, écart-types et variances des concentrations en acides nucléiques mesurées

Le résultat du test de Fisher-Snedecor pour les concentrations en acides nucléiques mesurees
pour les extraits de prélévements cutanés est : F = 2.06.

Pour valider Hy : « Les variances des concentrations sont égales », F devrait étre inférieur a
1.65, valeur fournie par la table de Fisher avec 45 degrés de liberté et un risque o= 5% [86].
Ainsi, le test de comparaison des variances permet de rejeter I’hypothése Ho pour les
prélevements cutanés : les variances des deux concentrations ne sont donc pas statistiguement
égales. Dans ce cas, les moyennes des concentrations en acides nucléiques dosées pour un
méme échantillon extrait soit avec le contrble interne Argéne, soit avec le controle interne

DiaSorin ne peuvent étre statistiquement comparées.

La concentration moyenne des LCR extraits avec le controle interne Argene se situe en
dessous de la limite de détection définie pour le spectrophotometre ND1000® (limite de
détection = 2 ng/pl) [87]. L’analyse statistique n’a pas été réalisée pour ce type de

prélevement en raison de cette contrainte technique.
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Il. Metrologie du bloc chauffant

En programmant le bloc pour une température de 99°C, il a fallu au moins 3 minutes pour que
la température du fluide caloporteur (huile) atteigne 90°C et, en 5 minutes, 1’échantillon était
a 93°C. La temperature-cible de dénaturation de I’ADN étant de 95°C, le bloc chauffant a été
programmé a 99°C et les échantillons ont été incubés 5 minutes pour les expériences afin

d’optimiser la dénaturation.

1. Limites de détection et de quantification
Les limites de détection et de quantification des deux méthodes ont été déterminées a partir de
gammes de dilution d’un contrdle calibré & 10° copies/ml d’ADN de VZV (Acrometrix® -
Annexe 3). Les 4 concentrations testées étaient 10%, 10° 10° et 10 cp/ml. Chaque
concentration a été testée en triplicat avec chaque méthode.

Les résultats obtenus avec le kit VZV R-Gene™ (Argéne) sont présentés dans le tableau 6.

Echantillon | Passage 1 | Passage 2 | Passage 3 | Moyenne

(copies /ml) (cg (Ctg) (Ctg) ()(llt) Ecart-type | CV%
10* 29,01 28,91 28,11 28,67 0,4 1,40%
10° 32,47 32,22 32,05 32,25 0,17 0,50%
10° 37,3 36,63 37,12 37,02 0,28 0,80%
10* 38,46 38,19 38,32 0,13 0,40%

Tableau 6: Détermination des limites de détection et de quantification de I'amplification VZV R-Gene
(Résultats en cycle de détection de ’ADN cible: Ct)

Les résultats obtenus avec le kit lam VZV (DiaSorin) sont présentés dans le tableau 7.

Echantillon| Passage 1 | Passage 2 | Passage 3 | Moyenne

(copies /ml) (mig) (mig) (mig) (n>1lin) Ecart-type | CV%
10* 14,47 14,53 16,08 15,03 0,75 5,00%
10° 15,52 17 15,4 15,97 0,73 4,60%
10° 19,3 19,92 19,32 19,51 0,29 1,50%
10 21,47 30,65 26,06 4,59 17,60%

Tableau 7: Détermination des limites de détection et de quantification de I'amplification lam-VzZV

(Résultats en temps de détection exprimés en minutes)

Les deux méthodes d’amplification présentent une limite de quantification a 100 cp/ml et une

limite de détection a 10 cp/ml.
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IVV. Tests de contamination

A. Extraction

La contamination inter-échantillons lors de 1’étape d’extraction par le LIAISON® Ixt a été

testée. Au cours de deux séries distinctes, un contréle négatif Wy pour les tests par le kit VZV

R-Gene™ (Argéne) a été extrait avec le LIAISON® Ixt en méme temps que 11 prélévements

testés positifs par la PCR maison.

Les contrbles négatifs W, ont été testés négatifs pour toutes les séries lancées avec le kit VZV

R-Gene™ (Argene). Il n’y a donc pas eu de contamination de ces témoins par les échantillons

positifs au cours de 1’extraction.

B. Amplification

La contamination des échantillons lors de 1’amplification a été testée pour les deux méthodes :

au cours d’une série, 14 échantillons alternativement positifs ou négatifs (résultats de la PCR

maison) ont été testés.

Echantillon PCR maison VZv TRM I%Te%ﬁe\r/e
Gene série

Controéle positif P P P

Contréle négatif N N P
c21 P P Invalide (P)
C32 N N Invalide (N)
C22 P P Invalide (P)
C41 N N Invalide (N)
c23 P P Invalide (P)
C42 N N Invalide (N)
C24 P P Invalide (P)
L23 N N Invalide (N)
C25 P P Invalide (P)
C34 N N Invalide (N)
C26 P P Invalide (P)
C43 N N Invalide (N)
C20 P P Invalide (P)
L24 N N Invalide (N)

Tableau 8: Résultats des tests de contamination

Les résultats de la série testée avec le kit VZV R-Gene™ (Argéne) sont identiques & ceux

obtenus avec la PCR maison (Tableau 8).
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Les tests effectués avec la méthode DiaSorin ont di étre effectués a deux reprises : lors de la
premiére série, le contrdle négatif a été contaminé et rendu positif. De ce fait, la série a été
invalidée ; les résultats présentés entre parentheses dans le tableau 8 sont ceux des
interprétations des courbes, qui auraient été concordants avec ceux de la PCR maison si le
témoin négatif avait été valide.

Aprés I’invalidation de la série 1 sur DiaSorin, un second test de contamination a été realisé
(Tableau 9).

lam VZV -
Echantillon P(.:R Deuxiéme
maison série
Controle positif P P
Contréle négatif N N
c21 P P
C32 N P
C22 P P
C41 N N
C23 P P
C42 N N
C24 P P
L23 N N
C25 P P
C34 N Invalide

C26 P P
C43 N N
NC1 - P
L24 N N

Tableau 9: Résultats de la deuxieme série du test de contamination avec le kit lam VZV
NC1 : Controble négatif de la premiére série

Les résultats sont concordants avec ceux de la PCR maison et du kit VZV R-Gene™ a
I’exception de ceux obtenus pour le prélevement C32, testé positif faible.

Le test effectué pour le prélevement C34 n’a pas pu étre interprété par le logiciel du fait de
I’absence d’amplification des cibles : ni le génome du VZV, ni le contrdle interne n’ont été
amplifiés. Il s’agissait d’un extrait réalisé a partir d’une biopsie. Cet échantillon a été testé de
nouveau au cours d’une série ultérieure avec ce kit, permettant d’obtenir un résultat négatif.
Le contr6le négatif de la premiére série (NC1) a été de nouveau testé positif faible. Le
prélevement C20, remplacé par NC1, a été testé positif au cours d’une autre série, résultat

concordant avec les deux méthodes de PCR en temps réel.
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V. Comparaison des résultats

A. Prélevements cutanés

Sur les 46 prélevements cutanés testés, les 31 prélévements détectés positifs par la PCR

maison ont été testés positifs par les deux méthodes (Tableau 10).

Prélévements cutanés lam VZV Positif lam VZV Neégatif
VZV R-Gene"™ Positif 31 0
VZV R-Gene™ Négatif 3 12

Tableau 10: Résultats obtenus pour les prélévements cutanés testés sur les deux méthodes en paralléle

Les 15 prélevements testés négatifs par la PCR maison sont retrouvés négatifs par la
technique de PCR en temps réel VZV R-Gene™ (Argene). Le kit lam VZV (DiaSorin)
détecte 3 prélévements positifs faibles : il s’agit des prélévements C37, C42 et C45 (Annexe

1) ; les 12 autres ont été testés négatifs.

B.LCR

1. Prélevements détectés positifs par la PCR maison

En ce qui concerne les 22 LCR qui avaient été détectés positifs avec la PCR maison, 16
prélevements ont été testés positifs avec concordance entre les deux méthodes Argéne et
DiaSorin (Tableau 11). Quatre prélevements ont été testés négatifs par les deux méthodes : il
s’agit des prélévements L6, L11, L14 et L15 (Annexe 2). Enfin, deux prélevements sont
détectés positifs par une méthode et négatifs par 1’autre (Echantillons L12 et L20 — Annexe
2).

LCR attendus positifs lam VZV Positif | lam VZV Négatif
VZV R-Gene™ Positif 16 1
VZV R-Gene'™ Négatif 1 4

Tableau 11: Résultats obtenus pour les LCR détectés positifs par PCR « maison »

2. Prélevements testés négatifs par la PCR maison

En ce qui concerne les 14 LCR testés négatifs par la PCR maison, le kit VZV R-Gene™
(Argene) retrouve les mémes résultats (Tableau 12). Le kit lam VVZV (DiaSorin) détecte un

prélevement faiblement positif (Echantillon L26 — Annexe 2) et les treize autres négatifs.
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LCR attendus négatifs lam VZV Positif | lam VZV Négatif
VZV R-Gene" Positif 0 0
VZV R-Gene™ Négatif 1 13

Tableau 12: Résultats obtenus pour les LCR détectés négatifs par PCR maison

VI. Résultats des QCMD 2013

Sur les 10 échantillons testés avec le kit lam VZV (DiaSorin), les résultats sont concordants
avec les résultats officiels : 8 échantillons ont été testes positifs et 2 négatifs (Tableau 13).

En ce qui concerne le kit VZV R-Gene™ (Argéne), seuls 7 échantillons ont été détectés
positifs : I’échantillon QCMD n°10 est testé négatif avec cette technique et positif avec la
méthode DiaSorin.

Argene DiaSorin (()cfpfllfrll?)l
QCMD 1 P P P | 2249
QCMD 2 P P P 61
QCMD 3 N N N [ HSV-1
QCMD 4 P P P | 25586
QCMD 5 P P P | 2576
QCMD 6 P P P | 1140
QCMD 7 P P P 783
QCMD 8 P P P 226
QCMD 9 N N N /
QCMD 10 N P P 118

Tableau 13: Comparaison des QCMD VzZV
L’échantillon 3 était positif pour HSV-1 et I’échantillon 9 était négatif

VII. Corrélation des résultats positifs
A partir des 54 prélevements testés positifs par les deux méthodes, un test de Grubbs a été
réalisé pour éliminer les résultats aberrants des séries de données. L hypothese Hp : «il n’y a
pas de valeur aberrante dans la plage de données » est acceptée avec un niveau de risque

unilatéral a = 5% apres réalisation de 10 tests de Grubbs.

Neuf points aberrants ont ainsi été éliminés des tables de données grace au test de Grubbs,

permettant de continuer 1’étude de corrélation (Tableau 14).
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N G Valeur de comparaison
54 4,40 1,632
53 2,41 1,631
52 2,35 1,631
51 1,79 1,631
50 1,77 1,630
49 1,82 1,630
48 1,76 1,630
47 1,75 1,629
46 1,65 1,629
45 1,59 1,629

Tableau 14: Résultats des tests de Grubbs pour éliminer les valeurs aberrantes

Pour 45 prélevements détectés positifs par les deux méthodes, les Ct (PCR en temps réel) et
les temps de positivité (LAMP) ont été relevés. Une étude de corrélation de ces deux
parameétres a été réalisée : la droite de régression obtenue a pour équation y = 1,81x - 2,97 et

le coefficient de corrélation est Rz = 0,82 (Fig. 39).

Comparaison Argéne / Diasorin
y=181x-297
R2= 0,82
40,00

35,00

30,00

25,00 \d
20.00
15.00
10.00

5,00

Argeéne (Ct)

0,00 T ,
0.00 5.00 10,00 15,00 20,00 25,00

Diasorin (min) ¢ Comparaison

Figure 39: Etude de corrélation des prélevements testés positifs par les deux méthodes d'amplification

En abscisse : Temps de positivité (DiaSorin) ; En ordonnée : Ct de positivité (Argéne)

93



Le test du coefficient de corrélation s’est avéré positif :
- la variable de décision calculée était t; = 13,99,
- la valeur théorique donnée par la table de Student a 43 degrés de liberté au risque
a=5% était t; = 2,0167 [86]

t.>1t;: On rejette donc 1’hypothése Hyp. Les signaux mesurés par les deux techniques pour une

méme charge virale sont statistiquement correlés.
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DISCUSSION
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L’objet de ce travail était de comparer deux méthodes de détection du génome du VZV par
biologie moléculaire (PCR en temps réel versus LAMP). Les tests ont été réalisés a partir
d’échantillons d’origine humaine, de surnageants de culture de VZV, ainsi qu’a partir de
contréles de qualité pour la biologie moléculaire (QCMD). Ces échantillons ont été extraits en
paralléle avec le contrdle interne correspondant a la méthode d’amplification a laquelle
I’extrait allait étre soumis.

Apres avoir commenté les tests realisés pour évaluer les points critiques et les performances
des deux méthodes, leurs aspects pratiques seront comparés. Nous reviendrons ensuite sur les
résultats obtenus pour les échantillons d’origine humaine et les QCMD pour conclure sur une
analyse bibliographique d’études similaires afin d’évaluer la pertinence des résultats

présentés.

I. Dosage des acides nucléiques totaux

Pour un méme échantillon extrait en paralléle au cours d’une méme série (Fig. 18), soit avec
le controle interne 1C, (Argeéne), soit avec le contrdle interne du kit lam VZV (DiaSorin), les
concentrations d’ADN mesurées varient en fonction de la nature du prélevement : plus la
matrice est complexe, plus la concentration en ADN sera importante, ce qui explique les
concentrations plus importantes dans les prélévements cutanés par rapport aux LCR.

Comme présentées dans le tableau 5, les concentrations moyennes mesurées pour les
prélevements cutanés sont proches, mais leur égalité n’a pas pu étre évaluée statistiquement
car leurs variances n’étaient pas statistiquement égales. Les prélévements cutanés et les
vésicules étant des matrices complexes et inhomogeénes, il est possible que la quantité de
matiére initiale varie selon la prise d’essai, ce qui pourrait justifier une plus grande dispersion
des valeurs mesurées. De plus, les moyennes déterminées sont situées dans une zone pour
laquelle la mesure des concentrations est associée a une incertitude de mesure importante :
pour des concentrations moyennes de 8,68 et 8.48 ng/ul, I’incertitude de mesure est de 2
ng/ul, soit prés de 23% [87]. Il est donc compréhensible que les variances ne soient pas
statistiquement égales.

Les concentrations mesurées pour les LCR n’ont pu étre comparées car les mesures se
situaient hors de la limite de détection du spectrophotométre ND1000 [87]. Les mesures ne

sont donc pas fiables et ne peuvent étre interprétées.
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Il. Metrologie du bloc chauffant
La dénaturation correcte des extraits est une étape critique pour le bon déroulement de
I'amplification avec le kit lam VZV (DiaSorin). Pour cela, la température au sein de
I'échantillon doit atteindre 95°C. D'apres I'étude de meétrologie, la température au sein de
I'échantillon n'atteint que 93°C aprés 5 minutes d'incubation alors que le bloc est programmé
pour une température de 99°C; cette mesure a été soumise a quelques contraintes techniques
pouvant interférer avec le résultat:

- La sonde étant trop grande, il était impossible de fermer les bouchons des tubes. 1l est
probable gu'en les fermant la température atteigne les 95°C ciblés en moins de cing minutes

- Les extraits destinés a étre dénaturés dans ce bloc sont aqueux; il aurait donc été
préférable d'utiliser comme fluide caloporteur un fluide aqueux pour étre le plus proche
possible des conditions expérimentales. Cependant, les bouchons étant ouverts, un fluide
aqueux se serait évaporé au cours de ce test, ce qui explique l'utilisation de I'huile dont le

point d'ébullition est bien supérieur a celui de I'eau.

Au cours de I'étude, I'absence d'amplification pour certains extraits a conduit a un résultat
"invalide" par la méthode lam VZV (DiaSorin). Ce type de résultat peut étre di a une
mauvaise dénaturation de l'extrait; cependant, les autres échantillons dénaturés dans les
mémes conditions et testés dans la méme série n'ont pas présenté ce probléme. Les
prélevements en question (une biopsie et un LCR) ont été re-testés au cours d'une série
ultérieure avec le kit lam VZV (DiaSorin) qui a rendu un résultat interprétable pour chacun
d'eux. Les différentes positions du bloc chauffant ayant été testées, il semble donc peu
vraisemblable que I'absence d'amplification soit liée a un probléme de dénaturation ; il

s'agirait plutdt d'un défaut d'amplification isolé au cours de I'expérience en question.

[11. Limites de détection et de quantification
Les performances analytiques des deux méthodes sont équivalentes en termes de limites de
quantification (100 copies/ml) et de détection (10 copies/ml) : jusqu’a une concentration de
100 copies d’ADN/ml, les deux méthodes détectent chaque point du triplicat. Pour une

concentration de 10 copies/ml, les deux méthodes détectent le génome dans 66% des cas.

Ces résultats sont concordants avec les spécifications annoncées par les fournisseurs :
- la limite de détection du kit VZV R-Gene™ (Argéne) est fixée a 50 copies/ml [88],
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- la limite de détection du kit lam VZV (DiaSorin) est fixée a 100 copies/ml [89].

En ce qui concerne le test du triplicat a la concentration de 10 copies/ml par la méthode lam
VZV (DiaSorin), on observe trois profils d’amplification différents :
- Amplification isolée de la cible a 500 nm : profil classique d’échantillon positif (Fig.
36)
- Amplification isolée du contréle interne a 530 nm : profil classique d’échantillon
négatif (Fig. 37)
- Double amplification (cible a 500 nm & contr6le interne a 530 nm): profil

d’échantillon faiblement positif (Fig. 38)

Les Coefficients de Variation (CV) obtenus avec le kit lam VZV (DiaSorin) sont supérieurs a
ceux obtenus avec le kit VZV R-Gene™ (Argéne), notamment pour la concentration de 10
copies/ml (Tableaux 6 & 7). Le CV de la méthode DiaSorin pour cette concentration peut étre
expliqué par le phénomene de compétition entre les deux cibles en cas de double-
amplification : I’amplification du contréle interne et de ’ADN du VZV étant simultanée, la
détection de I’amplification des deux cibles sera retardée. C’est pourquoi on observe un écart
de prés de 10 minutes entre les deux tests et un CV de 17,6% pour cette concentration.

S’agissant d’une méthode qualitative, il ne semble pas exister dans la littérature de CV limite

défini pour comparer la dispersion des Ct et des temps de détection.

Les performances annoncées par les fournisseurs sont donc vérifiées et on ne peut pas

conclure a la supériorité de I’une de ces méthodes en termes de sensibilité analytique.

IVV. Tests de contamination

A. Extraction

Les contrbles négatifs W, extraits en parallele de prélevements positifs pour le VZV ont
toujours été testés négatifs par le kit VZV R-Gene™. Il n’a donc pas été noté de

contamination inter-échantillons au cours de I’extraction avec 1’automate LIAISON® Ixt, que
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ce soit au niveau de la préparation de I’extraction des échantillons ou de I’extraction elle-

méme.

B. Amplification

Quatorze échantillons testés antérieurement positifs ou négatifs par la PCR maison ont été

testés avec les deux méthodes en alternant un extrait positif avec un extrait négatif.

Les résultats obtenus avec le kit VZV R-Gene™ ont été concordants & 100% avec ceux de la
PCR maison. Ce test ne met pas en évidence de contamination des échantillons au cours de

leur manipulation.

En ce qui concerne la méthode DiaSorin, ce test a d0 étre effectué a deux reprises du fait
d’une contamination du contrdle négatif au cours de la premicre série. Ce contrdle présentait
un profil de double-amplification, indiscernable de celui d’un échantillon faiblement
positif (Fig. 38) : le génome du VZV et le contrdle interne sont amplifiés tardivement, signant

une faible concentration. La série a d{ étre invalidée.

Afin de déterminer I’étape au cours de laquelle a eu lieu la contamination, le contréle négatif
de la premiere série (NC1) a été testé comme un échantillon lors de la deuxieme série, et un
autre contrdle négatif a été utilisé pour la valider. En faisant le test a partir du tube-mére de
NC1, ce contrble négatif a de nouveau été teste positif. Ce tube-mére n’est utilisé qu’au
moment de 1’aliquotage du contrdle, juste avant qu’il soit dénaturé par chauffage. Cela laisse
donc a penser que 1’étape d’aliquotage préalablement a la dénaturation peut entrainer des
contaminations, et que des précautions particulieres pour limiter les risques de contamination

doivent étre prises lors de cette étape.

Par ailleurs, les résultats de la deuxiéme série de ce test concordent a 85% avec ceux de la
PCR maison (Tableau 9) :

- I’échantillon C32, testé négatif par les deux méthodes de PCR en temps réel, ainsi
que lors de la premiére série du test de contamination par le kit lam VZV, a été détecté positif
faible. Cet échantillon a été testé de nouveau au cours d’une série ultérieure avec le kit lam
VZV et a été teste négatif. Il est donc probable que la détection isolée de cette positivité soit

liée a une contamination au cours de la deuxiéme série du test.
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- I’échantillon C34 a été testé invalide du fait de 1’absence d’amplification de la cible
comme du contrle interne. Il s’agissait d’une biopsie ; cet échantillon a été testé au cours

d’une série ultérieure, permettant d’obtenir un résultat concordant a celui de la PCR maison.

Il semble donc que l’utilisation du kit ITam VZV (DiaSorin) présente un risque de

contamination supérieur a celui du kit VZV R-Gene™ (Argeéne).

V. Praticabilité

A. Extraction

Les échantillons ont été extraits sur le LIAISON® Ixt (DiaSorin) a I’aide du kit Arrow Viral

NA (DiaSorin). L’automate réalise 1 a 12 extractions en paralléle dans un délai d’environ 1h.

Le volume initial d’échantillon nécessaire est sensiblement le méme que pour I’extraction
automatisée (MagNAPure — Roche) utilisée dans notre laboratoire (250 pl pour le LIAISON®
Ixt versus 200 pl pour MagNAPure) et le volume d’extrait obtenu est de 100 pl.

L’assemblage des pompes et des cones de pipetage se fait manuellement (Fig. 28) et ne
permet pas d’envisager 1’utilisation de cet extracteur pour de grosses séries d’échantillons.
Les techniciens amenés a tester cette méthode ont trouvé cette étape un peu rébarbative par
rapport a d’autres systémes déja sur le marché. L’installation de I’ensemble pompes-embout
dans 1’automate nécessite un peu d’entrainement et d’habitude (Fig. 29). Il est recommandé
de surveiller les premieres étapes du run afin de vérifier le démarrage de I’automate. La
décontamination de I’automate par les UV est un point positif important pour limiter le risque

de contaminations lors de séries ultérieures.

B. Utilisation et stabilité des extraits non-dénaturés

Les extraits obtenus lors de 1’extraction par le LIAISON® Ixt restent stables pendant 24h a
4°C, ou peuvent étre congelés a -20°C pour une conservation sur une plus longue période
[89].

La prise d’essai pour le kit lam VZV (DiaSorin) est de 25 ul ; il est donc possible de réaliser
jusque 3 analyses par extrait. Pour le kit VZV R-Gene™ (Argéne), la prise d’essai est de 10

ul ; il est donc possible de réaliser jusque 9 analyses par extrait.
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En cas de demande d’analyse complémentaire par les services de soins, le kit VZV R-Gene™

offre une plus grande marge de manceuvre.

C. Préparation et conservation du milieu réactionnel

Le mélange réactionnel du kit lam VZV (DiaSorin) est reconstitué extemporanément dans une
solution tampon. Il est impératif de bien homogénéiser le mélange réactionnel en le vortexant
briévement aprés reconstitution. Si ce mélange n’est pas homogene, les courbes obtenues pour
les derniers puits déposés présenteront une forme aplatie puisque les sondes fluorescentes
seront en concentration moindre. Ceci étant, le résultat qualitatif rendu pour ces échantillons
n’est pas altéré et est concordant avec la PCR.

Au niveau de la stabilité des réactifs, le kit lam VVZV (DiaSorin) contient 6 tubes indépendants
de milieu réactionnel lyophilisé (permettant 6x8 réactions) qui permettent de reconstituer la
quantité adaptée au nombre d’échantillons a tester et de limiter le risque de contamination des
autres tubes réactionnels. La reconstitution extemporanée du milieu réactionnel pour la
méthode lam VZV est un point positif par rapport au kit VZV R-gene™ ou la totalité du
mélange réactionnel prét a I’emploi est recongelée apres utilisation. Or, des cycles répétés de
congélation - décongélation des réactifs peuvent affecter les performances. Le nombre de ces
cycles est limité & 7 pour le kit VZV R-Gene™ et un flacon de réactif permet d’effectuer 30
tests : si on réalise les contrbles positif et négatif a chaque série, il reste 16 tests a réaliser au
cours de 7 séries. Il est recommandé de tester plus de deux échantillons lors des séries
utilisant les kits Argene pour éviter d’altérer les performances des réactifs, ce qui est

largement le cas dans la pratique de routine au laboratoire.

D. Controles internes et inhibiteurs

L’amplification par PCR en temps réel avec le kit VZV R-Gene™ permet de mettre en
évidence la présence d’inhibiteurs de PCR grace a I’interprétation du contrdle interne ICo.

En ce qui concerne le kit lam VZV (DiaSorin), on ne peut évaluer la présence d’inhibiteurs de
I’ADN polymérase que pour les prélévements négatifs : quand 1’échantillon est négatif pour
I’ADN du VZV, le contréle interne doit se positiver vers 32 minutes et on peut considérer que
I’amplification est inhibée quand ce temps avoisine ou dépasse les 40 minutes. Un résultat
négatif avec inhibiteur pouvant masquer un résultat faiblement positif, il semble pertinent de
ré-extraire 1’échantillon et de relancer le test dans le cas ou le temps de détection du contréle

interne dépasse les 40 minutes.
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S’agissant d’une méthode qualitative, la présence d’inhibiteurs dans un échantillon détecté
positif pour I’ADN du VZV ne pose pas de probléme d’interprétation. Cependant, si cette
méthode était amenée a étre utilisée pour un résultat quantitatif, la charge virale du VZV

pourrait étre sous-estimeée par la présence d’un inhibiteur sans possibilité de le détecter.

E. Temps nécessaire

Avec la solution DiaSorin, pour une série de 14 échantillons, le résultat peut étre obtenu en
1h15a1h30:
- Préparation du mélange reactionnel
o Avec aliquotage de 50 pl d’extrait : 40 minutes
o En dénaturant les 100 pl d’extrait : 30 minutes

- Durée du run : 45 minutes

En ce qui concerne la méthode Argéne, le rendu de résultat est plus long :
- Préparation du mélange réactionnel : 30 minutes (voire moins en cas de petites séries)
- Durée du run : 1h30

L’amplification par la méthode Iam VZV présente donc 1’avantage d’un rendu de résultat plus
rapide. Le temps technicien requis pour 1’utilisation du kit lam VZV (45 min) est supérieur a
celui pour I'utilisation du kit Argéne (30 min) en partie a cause de I’étape de dénaturation
avant amplification. L’intérét du gain de temps par la méthode DiaSorin est donc restreint car

le temps de technique est plus important que celui de fonctionnement d’un automate.

F. Nombre d’échantillons testés

La taille des séries est moins importante avec le kit Tam VZV qu’avec le kit VZV R-Gene™.
La société DiaSorin avait mis a disposition deux automates LIAISON® lam et, en les utilisant
simultanément, il était possible de tester jusque 14 échantillons par série alors qu’avec le kit
VZV R-Gene™, 94 échantillons pourraient étre intégrés par série. Ceci étant, il est possible
de connecter jusque 6 LIAISON® lam en série, permettant une analyse de 46 échantillons

simultanément selon le fabricant [89].
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G. Interprétation des résultats

Les techniciens ont été amenés a comparer les logiciels d’interprétation des résultats des deux
méthodes évaluées. lls ont I’habitude d’interpréter des résultats de PCR en temps réel et le
logiciel utilisé pour le kit VZV R-Gene™ est celui utilisé habituellement au laboratoire (7500
software — ABI).

Les modalités d’interprétation des courbes de la LAMP (résultat rendu en minutes selon une
diminution de la fluorescence) les ont un peu déroutés. L’interprétation du profil de double-
amplification (Fig. 38) leur a notamment paru délicate car ce genre de profil rencontré pour

des échantillons faiblement concentrés n’est pas retrouvé en PCR en temps réel.

VI. Echantillons d’origine humaine
Au total, 82 prélévements ont été testés en paralléle avec les deux méthodes évaluées ; les
résultats ont été comparés avec ceux obtenus antérieurement par la PCR maison. Les
échantillons se répartissaient comme suit :
- prélévements cutanés : 31 échantillons positifs et 15 négatifs

- LCR : 22 échantillons positifs et 14 négatifs

A. Résultats obtenus avec le kit VZV R-Gene™ (Argéne)

Tous les prélevements testés négatifs avec la PCR maison sont également testés négatifs avec
le kit VZV R-Gene™ (29/29). Tous les prélévements cutanés testés positifs par la PCR
maison sont également testés positifs par le kit VZV R-Gene™ (31/31). Sur les 22 LCR testés
positifs par la PCR maison, 17 sont également testés positifs par le kit VZV R-Gene™.

Les cing LCR pour lesquels des résultats discordants entre les deux méthodes de PCR en
temps réel ont été obtenus (Echantillons L6, L11, L14, L15, L20 — Annexe 2) avaient une
charge virale faible (Ct > 35 pour la PCR maison) et quatre LCR avaient été dilués pour
pouvoir étre extraits en paralléle avec les différents controles internes. De plus, ils avaient été
conservés a -20°C entre trois mois et deux ans depuis le prélevement, ce qui peut altérer la

qualité des acides nucléiques et interférer avec la qualité de I’extraction.

Les résultats obtenus pour les échantillons humains testés avec le kit VZV R-Gene™
(Argene) sont donc cohérents avec ceux de la PCR maison pour 93.9% des tests.
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B. Résultats obtenus avec le kit lam VZV (DiaSorin)

Les prélevements humains testés positifs par la PCR maison ont également été testés positifs
par le kit lam VZV (DiaSorin), a I’exception de cing LCR (Echantillons L6, L11, L12, L14,
L15 — Annexe 2). Les prélevements L6, L11, L14 et L15 n’ont pas été détectés non-plus par
le kit VZV R-Gene™ alors que le prélévement L12 avait été testé positif par les deux
méthodes de PCR en temps réel. En revanche, le prélevement L20, non-détecté par le kit VZV
R-Gene™, a été testé positif par la méthode DiaSorin.

Ces observations confirment 1’équivalence de sensibilité des deux méthodes d’amplification

génique, démontrée par I’égalité des limites de détection et quantification.

En ce qui concerne les prélevements testés negatifs par la PCR maison et le kit VZV R-
Gene™, quatre prélévements ont été détectés faiblement positifs par le kit lam VZV
(DiaSorin) : il s’agit des prélevements cutanés C37, C42 et C45, ainsi que le LCR L26
(Annexes 1 et 2). Il peut s’agir de prélévements faiblement positifs non-détectés par les
méthodes de PCR en temps réel ou de contaminations au cours de la manipulation des
échantillons.

Deux des prélevements cutanés étaient positifs pour HSV-1 ; les deux autres étaient négatifs
pour la recherche de génome viral ou pour la recherche d’anticorps anti-Herpesviridae dans le
LCR. Ne disposant pas des séquences ciblées par le kit lam VZV (DiaSorin), la spécificité de
cette méthode pour la détection du VZV ne peut étre évaluée. Il est probable que les deux
prélevements testés positifs pour la détection de HSV-1 aient été contaminés lors de la
manipulation des extraits. Cette hypothése est corroborée par les résultats du test de
contamination.

La quantité d’échantillon restant était insuffisante pour ré-extraire 1’échantillon et relancer les
tests. Il est donc impossible de conclure quant au statut de ces prélevements pour la présence

du virus.

Les résultats obtenus avec le kit lam VVZV (DiaSorin) concordent a 89% avec ceux de la PCR

maison.
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VIl. Résultats des QCMD 2013

Dix échantillons d’un panel de contrdles de qualité pour la biologie moléculaire (QCMD) ont
été extraits avec le LIAISON® Ixt, puis testés avec les deux méthodes. Ce panel comportait 8
échantillons positifs et 1 négatif pour le VZV, ainsi qu’un échantillon positif pour HSV-1.

Le kit lam VZV (DiaSorin) a détecté correctement chacun des échantillons positifs et
négatifs.

Le kit VZV R-Gene™ a détecté correctement tous les échantillons, 4 I’exception d’un positif
faible (QCMD n°10 — Tableau 13).

Cet échantillon était quantifié a 118 copies/ml par le fournisseur du panel. Cependant, il est
précisé dans le rapport des QCMD 2013 que cette valeur de charge virale est purement
indicative et n’est pas spécifique d’une technologie particuliére. La différence relevée entre
les deux méthodes pour cet échantillon ne semble pas étre due a une différence de sensibilité.
L’absence de détection peut étre liée a la cible de ’amplification. En effet, 30% des pairs
ciblant la gpl9 (comme c’est le cas pour le kit VZV R-Gene™) ne détectent pas cet
échantillon. Cependant, la cible du kit lam VZV n’étant pas précisée par DiaSorin, il n’est pas

possible de se baser sur cette hypothése pour expliquer la différence de résultat.

Les résultats obtenus avec les deux méthodes d’amplification sont conformes a ceux attendus
par rapport au groupe de pairs (« PCR en temps réel » pour le kit VZV R-Gene™ et « autres
méthodes » pour la LAMP). L’extrait obtenu avec le LIAISON® Ixt est donc de bonne
qualité ; d’autres méthodes d’extraction utilisées au laboratoire (MagNA Pure — Roche) n’ont

pas permis d’obtenir des résultats aussi concordants.

VI1Il. Corrélation des résultats positifs

Le test de Grubbs a permis d’éliminer 9 valeurs aberrantes des données exploitées pour
I’étude de corrélation. Les prélevements correspondant a ces points étaient des €chantillons
faiblement chargés pour 7 d’entre eux (LCR dilués et QCMD faiblement positifs). Les deux
prélévements cutanés aberrants n’ont pas été re-testés, la quantité d’échantillon étant
insuffisante pour les ré-extraire.

Apres analyse statistique des résultats obtenus par 1I’étude de corrélation entre le Ct et le
temps de positivité pour un méme preléevement, le signal détecté par les deux méthodes

d’amplification est statistiguement corrélé (R2=0.82 calculé pour 45 observations).
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Un méme échantillon extrait soit avec le contrdle interne IC,, soit avec le contrble interne
DiaSorin (Fig. 18) au cours d’une méme série d’extraction donnera un signal comparable
entre les deux méthodes. Cette observation démontre qu’au sein d’une méme série
d’extractions, la qualité de I’extrait obtenue avec le LIAISON® Ixt est reproductible et que le

controle interne employé n’interfére pas dans la détection du génome viral.
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Les élements de comparaison des deux methodes sont présentés dans le tableau 15.

VZV R-Gene™ (Argéne) lam VZV (DiaSorin)

Limite de détection 10 10
(copies/ml)

Limite de quantification 100 100
(copies/ml)

Risque lors de l'aliquotage

Contamination Non des extraits
Concordancg avec résultats 93.90% 89%
antérieurs
QCMD 2013 9/10 10/10
Si détection diinhibiteur Si profil de double
amplification

(Différence entre les Ct du
contr6le interne de Si temps de détection du
I'échantillon et du contr6le | contrdle interne > 40 min
négatif W, >3 cycles)

Echantillon a re-tester

Nombre maximum de tests
. 9 3
par extrait
o L Possible pour extraits Possible uniquement pour
Détection d'inhibiteurs positifs et négatifs échantillons négatifs
Durée globale 2h 1h15 - 1h30
Temps technicien 30 min 30 - 40 min
Amplification 1h30 45 min
Nombre’ d echapt_lllons Jusque 94 Jusque 14 avec 2 Liaison®
testés par série lam

Tableau 15: Comparaison des méthodes d'amplification génique Argene et DiaSorin

IX. Etude bibliographique

La littérature scientifique au sujet de la technologie LAMP s’accroit d’année en année. Du fait
de son efficacité, de la rapidité de rendu de résultat et du moindre investissement matériel
nécessaire par rapport a la PCR en temps réel, les laboratoires s’y intéressent, particuliérement
dans le domaine agro-alimentaire, mais également dans le domaine sanitaire et surtout
humanitaire, pour lequel de nombreuses applications sont actuellement en développement. Ci-
aprés sont repris différents points releves suite a une revue de la littérature au sujet de la

technologie LAMP, en comparaison aux résultats de cette étude.
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A. Limites de détection

La majorité des études mettent en évidence une sensibilité de la LAMP 10 a 100 fois
meilleure par rapport a la PCR, qu’il s’agisse de détection de génome viral (ADN ou ARN),
fongique ou parasitaire [90 — 93]. Nous ne retrouvons pas cette observation au cours de notre
étude : cela peut étre lié a une moindre affinité des amorces pour leur cible ou un défaut de
concentration en réactifs (amorces, ADN polymérase...). La société DiaSorin n’ayant pas
communiqué la composition de ses réactifs pour des raisons de confidentialité, il semble

difficile de conclure quant a la cause de cette différence.

B. Test de contamination

Aux débuts de la technologie LAMP, les produits d’amplification étaient détectés par
électrophorese en gel d’agarose ou aprés adjonction d’un agent colorant intercalant (SYBR®
Green, LFD...). Le nombre d’amplicons obtenus avec la LAMP étant trés important,
I’ouverture des tubes au moment du dépdt ou de 1’ajout du colorant était particulierement a
risque de contamination croisée [93, 94]. Les méthodes de détection ont été adaptées pour
limiter ce risque (turbidimétrie [95], fluorescence en temps-réel [96], complexation des
pyrophosphates avec la calcéine [76]...).

Dans notre étude, en ce qui concerne les prélevements détectés positifs par la LAMP et
négatifs par les deux méthodes de PCR, une contamination post-amplification est impossible
car, une fois les bouchons des barrettes réactionnelles fermés, il est impossible de les rouvrir :
I’amplification et sa détection se font au cours de la méme étape. S’il s’agit de
contaminations, elles se sont donc produites au cours de la préparation des échantillons. A
I’heure actuelle, il ne semble pas exister dans la littérature de données au sujet de
contaminations lors de la préparation des échantillons pour les méthodes basées sur cette

technologie.

C. Concordance des résultats

De nombreuses études comparent la LAMP a la PCR en temps réel, en prenant cette derniere
comme référence. Dans notre étude, les résultats concordent & 89% entre la LAMP et la PCR
maison. Ce taux est du méme ordre de grandeur que dans la littérature, allant de 89 a 96% [97
—100].
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D. Corrélation entre les prélevements positifs

Aprés exclusion des points aberrants, le signal obtenu avec les deux méthodes commerciales
semble corrélé pour un méme échantillon de départ. Cette observation se retrouve également
dans quelques publications : pour une méme charge virale, la corrélation entre la PCR en
temps-réel et la technologie LAMP est relevante [99, 101, 102].

Cela a été utilisé pour développer des techniques de LAMP quantitative, dont certaines sont
déja commercialisées : Parvovirus B19, BK-Virus, Toxoplasma gondii (DiaSorin),

Mycobacterium tuberculosis (Eiken®)...

E. Aspects pratiques

La LAMP présente 1’avantage sur le terrain d’étre une méthode de diagnostic rapide,
I’amplification durant généralement moins d’une heure [90, 91, 103]. De plus, la réaction peut
étre réalisée directement a partir des prélevements humains, tel que le sérum, sans nécessité
d’extraction et de purification préalables [77, 98]. Enfin, I’amplification isotherme permet de
simplifier considérablement 1’appareillage nécessaire a la réalisation de cette réaction, par
rapport aux besoins de la PCR en temps réel [104], [105].

Le principal aspect relevé dans notre étude est un rendu de résultat plus rapide. Les autres
avantages relevés dans la littérature concernent plutot les laboratoires n’étant pas encore
équipés de structure de biologie moléculaire : le développement de nouveaux Kits
commerciaux basés sur la technologie LAMP pourrait ainsi permettre 1I’implantation de la
biologie moléculaire dans ces laboratoires, sans nécessiter un investissement financier trop
important.
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CONCLUSION

La recherche du génome viral par biologie moléculaire est une alternative intéressante dans la
démarche diagnostique de I’infection par le VZV. Elle permet de compléter une culture
cellulaire souvent longue et moins sensible, et constitue un apport intéressant aux cliniciens

dans les cas atypiques.

Ce travail avait pour but de comparer deux méthodes commerciales de détection du génome
viral par PCR en temps réel (kit VZV R-Gene™ — Argéne) ou par la technologie LAMP (Kit
lam VZV - DiaSorin).

Les deux méthodes d’amplification génique présentent des performances comparables, et
permettent d’obtenir des résultats concordants avec la technique employée antérieurement au
laboratoire. En prenant en compte les aspects pratiques, bien que le kit lam VZV ait
I’avantage d’un rendu de résultat dans un délai plus court, il apparait que le kit VZV R-
Gene™ concorde mieux avec les besoins du laboratoire. En effet, le risque de contamination
inter-échantillons au cours de 1’amplification est moins important avec le kit VZV R-Gene™ ;
il est possible d’effectuer un plus grand nombre de tests par extrait, ce qui est appréciable
quand les cliniciens souhaitent ajouter des analyses suite aux premiers résultats obtenus.

Enfin, il est possible d’intégrer un plus grand nombre d’échantillons par série.

Sur la base de ces éléments, le laboratoire a retenu le kit VZV R-Gene™ (Argéne) pour le

diagnostic de I’infection par le VZV par biologie moléculaire.
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ANNEXES

lam VZV

(P)-N

VzZV R-Gene™

N

PCR
maison

Echantillon

C32
C33
C34
C35
C36
C37
C38
C39
C40
Cc41
C42
Cc43

ca4
c45

C46

lam VZV

VzV R-Gene™

PCR
maison

Echantillon

C1

C2

C3

c4
C5

Cé

c7

C8

9

C10
C11
C12
C13
C14
C15
C16
C17
C18
C19
C20
C21
C22
C23

C24
C25
C26
c27
C28
C29
C30
C31

Annexe 1 : Comparaison des résultats des prélévements cutanés
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lam
vzZVv

VZV R-Gene™

PCR
maison

Echantillon

L23

L24

L25

L26

L27

L28

L29

L30

L31

L32

L33

L34

L35

L36

lam
vVzVv

VzZV R-Gene™

PCR
maison

Echantillon

L1
L2
L3
L4
L5
L6
L7
L8
L9
L10

L11

L12

L13

L14

L15

L16

L17

L18

L19

L20

L21

L22

Annexe 2 : Comparaison des résultats des LCR
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JX

ACROMETRIX
e Certificate of Analysis
Product Name: |  Acredetrix VZV CSF High Control
Catalog Number: | 95-4512
Lot Number; | 220801
Expiraticn Date: 2014 - 01
Viral Source: | Varicella Zoster Virus (VZV)
Diluent: |  OptiMatrix Clear
Preservative: | Proclin 300
Fill Volume: | 0.5mlL
Storage: | <-20°C

Summary of Quality Control Release Testing Results

Product Description m:" Assay Titer Assignment Result
AcroMetrix VZV CSF Qiagen MinElute altona RealStar
High Control Virus Spin Kit VZV PCR Assay 1.00x 105CimL £ 0.15 logC/mL | Pass
Test Method Acceptance Criteria Result
Spreadplate Bicburden = 10 CFU/mL 0 CFUmL
Precautions

(Observe universal precautions for prevention of transmission of infecticus agents when handling these matenals,

Intended Use

This product is for Research Use Gnly (RUOQ). Not for use in diagnestic procedures.

CERTIFICATION

The product described above meets 2/l Quality Control performance specifications:

Name: Cynthia Virata

Title:  Quality Superviser

( VirGywr

Signature:

Date: 2‘,4"‘:’2
3

Cofh 95-4512 LN 220801 AcroMetrx V2V CSF High Control dos
AcroMetnx by Life Technclogles 8010 Egref Court, Bankda CA 84510 USA Tel: 707.745.8883 Fax TUT.7468881
wws ffefoch com

Annexe 3 : Certificat d’analyse du controle de qualité Acrometrix®

Re. 001
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Préparation de I’ech
-Ech (250 ul) - 1
_Ctrl interne (5ul) ™ Assembler pompes et cones
-Protéinase K (10 ul) l

Charger les cones assemblés sur le
liaison Ixt?
Vérifier que le bas des cones est a la
méme hauteur et qu’ils peuvent
pivoter légérement dans leur support

A 4

Charger les cartouches de réactifs®

'

Percer les cartouches avec I’outil
correspondant

\ 4

Chargement des échantillons sur la
deuxiéme ligne

Chargement des tubes d’élution sur
la premiere ligne

Programmer Ixt pour I’extraction
Volume ech : 250 pl
Volume d’¢élution : 100 pl

Lancer I’extraction

Récupérer les éluats et éliminer
les déchets

1 Bien appuyer — intervalle entre bas de la pompe et rigole du cone < pointe d’un stylo
2 Haut de la pompe dans I’encoche correspondante — rigole du cone dans la corniche
3 Languette de la cartouche vers I’avant de I’appareil — Vérifier que les cartouches sont
bien insérées
Important : Durée de conservation des extraits :

-éluats : 24h & 4°C ou indéfiniment a -20°C

-éluats dénaturés : 7-14ja 4 °C

Annexe 4 : Mode opératoire du Liaison® Ixt en association avec le kit Arrow Viral NA (DiaSorin)

114



Légende :
- piéce viro / hépatites
- piece de dép6t des

prémix

1 Cf MO Liaison Ixt

Annexe 5 : Mode opératoire du kit VZV R-Gene™ (Argéne)
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Reconstitution du
mélange réactionnel
225 pl de buffer pour un
flacon <> 8tests

A 4

Dép6t de 25 pul de mélange
réactionnel dans tous les puits
(Barrette placée avec adaptateur

blanc dans un bloc réfrigéré 4°C)

Légende :

- piéce viro / hépatites

- piéce BM bactério /
parasito

- piece de depdt des
préemix

0 BE

Important : Durée de conservation des extraits :
- @éluats : 24h & 4°C ou indéfiniment a -20°C

- @éluats dénaturés : 7-14ja 4 °C

Annexe 6 : Mode opératoire du Liaison® lam en association avec le kit lam VVZV (DiaSorin)
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