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INTRODUCTION

Le parvovirus B19 est un virus a ADN a l'origine d’infections bénignes dans la
plupart des cas. Cependant, il peut représenter une situation a risque de complications
dans des populations ciblées, notamment chez les femmes enceintes et les personnes
immunodéprimés (par exemple, les patients atteints d’hémopathies). Son dépistage
par seérologie constitue un élément clé dans la démarche diagnostique, laquelle
s’appuie sur un faisceau d’arguments cliniques et biologiques.

Dans le cadre d’'un changement de réactifs imposé par la société Diasorin sur
I'analyseur Liaison XL, ce travail de thése a eu pour objectif une réflexion globale sur
la sérologie parvovirus B19 en vue d’établir un dossier de vérification de méthode
adapté selon les recommandations de la norme NF EN ISO 15189.

1. Le parvovirus B19

1. Classification et découverte

Le parvovirus B19 est un petit virus a ADN découvert de maniere fortuite par
Cossart et al. en 1975 au Royaume-Uni. Lors de la recherche de I'antigéne HBs du
virus de I'hépatite B dans des poches de donneurs de sang, des réactions faussement
positives ont été observées par immunoélectrophorése. En effet, I'examen des sérums
concernés par microscopie électronique mettait en évidence des agrégats de
particules rondes, non enveloppées, évoquant une particule virale. L’analyse de leur

génome a ensuite identifié ces particules comme étant le parvovirus B19.

Du latin « parvum » qui signifie « petit », ce virus fut appelé successivement
serum parvovirus-like virus (SPLV), human parvovirus (HPV) puis parvovirus B19,
initiales identifiant la poche de sang dans laquelle il a été identifié pour la premiére fois
(échantillon numéro 19 sur le panel B) (1). Son rble pathogéne a été identifieé pour la
premiere fois en 1981 par J. Pattinson et al. lors du diagnostic de crise
d’érythroblastopénie aigué chez un patient drépanocytaire atteint d’'une infection par

le parvovirus B19 (2).
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Il appartient a la famille des Parvoviridae, sous-famille des Parvovirinae, genre
Erythroparvovirus. Le séquencage du génome du parvovirus B19 a permis d’identifier
trois génotypes différents. Le génotype 1 contient les souches prototypes B19 et
prédomine en Europe et aux Etats-Unis. Il est divisé en deux sous-groupes : les
genotypes 1a et 1b. Le génotype 2 regroupe les isolats A6 et LaLi. Le génotype 3 qui
contient les isolats V9, identifiés principalement en Afrique de I'Ouest. Il est divisé en
deux sous-groupes : 3a et 3b (3,4).

2. Structure

De l'ordre de 20 nm, le génome du parvovirus B19 est constitué d’environ 5 600
paires de bases. Il s’agit d’'un virus a ADN monocaténaire et non enveloppé, ce qui lui
confére une résistance chimique et physique élevée. |l posséde une capside de
symeétrie icosaédrique.

Un nombre limité de protéines est codé par le génome du parvovirus B19 :
- VP1etVP2: les protéines qui composent la capside virale,
- La protéine NS1 : une protéine non structurale,
- 2 protéines de 11 et 7,5 kDa, dont le réle n’a pas été clairement identifié a ce

jour.

La capside icosaédrique est constituée de deux protéines virales (Figures 1 et 2):

- VP1: la protéine de capside mineure. Elle représente 5 % de la capside et
permet la pénétration du virus au sein des cellules cibles. Par son activité
enzymatique de type phospholipase A2, elle intervient dans le transport de la
particule virale vers le noyau, site de la réplication virale,

- VP2 : la protéine de capside majeure. Elle compose 95 % de la capside virale.
Elle est impliquée dans la fixation des particules virales a leurs cellules cibles
et dans I'assemblage des particules virales.

VP1 et VP2 partagent une séquence commune correspondant a la partie C-
terminale de VP1. La région N-terminale de VP1, appelée VP1 unique (VP1u) (5),
contient la séquence portant I'activité enzymatique de type phospholipase A2 (Figure
2).
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La protéine non structurale NS1 intervient dans la réplication virale et I'apoptose
cellulaire (5).

VP1, VP2 et NS1 sont la cible des immunoglobulines de type M (IgM) et de type G
(IgG) anti-parvovirus B19.

Les extrémités 5’ et 3’ du génome du parvovirus B19 sont recourbées « en épingle

a cheveux » au niveau de séquences palindromiques complémentaires.

Figure 1 - Représentation générale de la structure du parvovirus B19 (6)

PLA,
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<, . . i Domaine de liaison
Région VP1 unique (VP1u) ,
au récepteur
Ce——
vP2 |
228 781
T ] % Domaine Domaine
M fi") d’auto-assemblage d’auto-assemblage

Figure 2 - Représentation schématique des protéines de capside du parvovirus B19

(7)
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3. Cycle viral

Le parvovirus B19 suit le cycle cellulaire classique des virus a ADN (Figure 3).
Apreés fixation aux récepteurs de la cellule héte (étape 1), le virus est internalisé par
endocytose (étape 2) et décapsidé (étape 3). Une étape de translocation du génome
viral lui permet de pénétrer au sein du noyau de I'héte ou se déroule la réplication de
I’ADN par I’'ADN polymérase (étape 4). Puis, la transcription de 'ADN par une ARN
polymérase (étape 5) aboutit a la formation d’ARN messager traduit en protéines de
structure par le ribosome (étape 6). Apres assemblage des protéines virales (étape 7),

les virions matures sont alors formés et seront libérés par lyse cellulaire (étape 8).

@ <« 1 Attachment

\
[ @ - 2 Penetration (endocytosis)
() = 3 Uncoating
( e, 4 DNA Replication
e T
- 5 RNA Transcription
% - 6 Protein Translation
@ @ - 7 Assembly of Virions
. >,
@ - 8 Cell Lysis

S ——
%

Figure 3 - Cycle cellulaire des virus a ADN (8)

La réplication du parvovirus B19 se fait au sein des cellules précurseurs de la
lignée érythroide, essentiellement dans les cellules BFU-E (Burst-forming unit of
erythroid cells) et CFU-E (colony-forming unit of erythroid cells), présentes dans la
moelle osseuse chez I'adulte, et dans le foie et le cordon ombilical chez le feetus. Cela
a toute son importance pour la physiopathologie de I'infection au parvovirus B19.

Le principal récepteur cellulaire du parvovirus B19 est I'antigéne P, aussi appelé
« globoside ». Il est retrouvé a la surface des cellules de la lignée érythrocytaire
(érythrocytes matures et progéniteurs érythroides), mais également de maniére
beaucoup plus ubiquitaire au sein de l'organisme : sur les meégacaryocytes, les
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granulocytes, les cellules endothéliales, les hépatocytes, les cellules rénales, les
cardiomyocytes et les cellules trophoblastiques placentaires. Ce tropisme élevé pour
les cellules portant I'antigene P explique la variabilité des manifestations cliniques et
biologiques liée a I'infection par le parvovirus B19 (9).

Une rare partie de la population, désignée « phénotype p », est dépourvue
d’antigéne P, ce qui lui confere une protection naturelle contre I'infection a parvovirus

B19. Sa prévalence serait estimée a 1/200 000 (5).

L’antigene P est indispensable a la liaison du parvovirus B19 a la cellule cible,
mais ne permet pas a lui seul I'entrée du virus. Les corécepteurs membranaires a5(31

(10) et Ku80 (11) sont nécessaires a l'internalisation du virus au sein de la cellule cible.

Apres liaison du parvovirus B19 a I'antigéne P (étape 1), la capside virale subit
un changement de conformation permettant I'exposition de VP1u (étape 2) et
l'internalisation du virus dans le cytoplasme de la cellule cible par endocytose (étape
3). Aprés décapsidation, le virus gagne le noyau (étape 4) ou aura lieu la réplication
par I'action de 'ADN polymérase : 'ADN viral simple brin est transformé en ADN
double brin (étape 5). La transcription du génome viral par '’ARN polymérase en phase
S du cycle cellulaire permet la synthése d’ARN messager a partir d’ADN. Les transcrits
migrent dans le cytoplasme ou a lieu la traduction, soit la synthése de protéines virales
par le ribosome a partir ’ARN messager (étape 6). Une pro-capside est alors formée
dans le cytoplasme a partir des protéines de structure VP1 et VP2. Celle-ci est
transportée dans le noyau, ou I'encapsidation des molécules d’ADN simple brin permet
la formation de particules virales matures (étape 7). Les nouveaux virions formés sont

libérés par lyse cellulaire (étape 8) (Figure 4).

De maniére intéressante, I'érythropoiétine (EPO), en se fixant a son récepteur
(EPOR), active la voie JAK-STAK qui déclenche une cascade de phosphorylation et
participe a la prolifération cellulaire du parvovirus B19. En situation d’hypoxie,
'organisme augmente la production de précurseurs érythroides dans la moelle
osseuse par l'intermédiaire du facteur cellulaire majeur de réponse a I'hypoxie, HIF-
1 (hypoxia inducible factor-1), ce qui stimule la réplication virale du parvovirus B19
(12).
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Figure 4 - Cycle de réplication du parvovirus B19 d’aprées Qiu et al.(13)

4. Epidémiologie

Le parvovirus B19 est un virus ubiquitaire présent dans le monde entier. Il est
responsable d’infections fréquentes dont la séroprévalence augmente avec l'age :
environ 15% des enfants en age préscolaire, 50% des adultes et 85 % des personnes

agées seraient immunisés contre le parvovirus B19 (14).

La primo-infection a parvovirus B19 est plus fréquente durant l'enfance,
constituant un risque de transmission aux femmes enceintes non immunisées en

contact avec des enfants en bas age.

Le parvovirus B19 peut étre responsable de cas sporadiques ou d’épidémies
survenant principalement a la fin de I'hiver ou au début du printemps dans les zones
tempérées. Des pics épidémiques de plus grande envergure sont observés avec une

périodicité d’environ 4 ans (15).
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5. Transmission

Le principal mode de transmission du parvovirus B19 est la voie respiratoire. La
contamination se fait par contact direct avec les sécrétions respiratoires infectées en
suspension dans l'air. Les jeunes enfants représentent la principale population a
l'origine de cette contamination. L’excrétion virale dans les sécrétions respiratoires

peut se faire jusqu’a 7 jours apres I'apparition des symptémes.

Une transmission materno-foetale par passage de la barriére placentaire a été
rapportée et explique les symptémes foetaux liés a I'infection par le parvovirus B19.

Bien que rare, il existe en cas de forte virémie un risque de transmission du
parvovirus B19 par voie parentérale, dans un contexte de transfusion de produits
sanguins labiles. Ce mode de contamination serait plus fréquent au cours de
'administration de concentrés de facteurs de coagulation obtenu a partir d’'un pool de
plasma humain. En effet, 'absence d’enveloppe permet au parvovirus B19 de résister
aux procédés de purification des pools de plasmas de donneurs. D’aprés une étude
réalisée de 1996 a 2005 au cours de laquelle le dépistage du génome du parvovirus
B19 a été effectué sur 24,2 millions de dons, le risque qu’un don soit contaminé par le
parvovirus B19 avec une charge virale supérieure a 10* Ul/ml a été estimé a 1/8 200
(16).

La transmission par transplantation d'organes a également été décrite (17).

6. Infection a parvovirus B19 chez la femme enceinte

Les statistiques démontrent que 50 a 75 % des femmes en age de procréer
seraient immunisées contre le parvovirus B19 (18). Du fait de la prévalence importante
de I'infection au parvovirus B19 chez les enfants, le risque de primo-infection en cours
de grossesse est d’autant plus important chez les femmes en contact étroit avec des
enfants en bas age. Les femmes exergant une activité professionnelle en lien avec
I'enfant (institutrices, assistantes maternelles, puéricultrices etc.) ainsi que les femmes
au foyer présentent un risque accru de développer une primo-infection au parvovirus

B19 durant la grossesse.
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Toutefois, il a été rapporté que le risque de contamination intrafamilial (infection
transmise par ses propres enfants) est plus élevé comparé au risque d’infection dans
le cadre professionnel (19). D'aprés Crane et al, dans une population de femmes non
immunisées et exposées au parvovirus B19, 20 a 30 % des femmes exposées dans
le cadre professionnel présenteront une infection, contre 50 % des femmes exposées
par I'intermédiaire de contacts au foyer. La primo-infection a parvovirus B19 toucherait
environ 1 a 3 % des femmes enceintes non-immunisées pendant la grossesse, et

jusqu’a plus de 10 % en période d’épidémie (20).

Au cours d’une primo-infection a parvovirus B19 chez une femme enceinte, il existe
un risque de passage de la barriére transplacentaire par les particules virales via leur
fixation sur 'antigéne P présent a la surface des cellules trophoblastiques. Le risque
de transmission verticale au foetus varie de 17 % a 30 % lors d’'une primo-infection au

cours de la grossesse (21,22).

La femme enceinte présente les manifestations cliniques habituelles du sujet adulte
immunocompétent. Elles sont hétérogénes d’un individu a l'autre. En effet, dans un
tiers des cas, l'infection au parvovirus B19 est totalement asymptomatique et passe

inapergue.

7. Manifestations cliniques et biologiques de l'infection a parvovirus B19 :

chez I'adulte et I'enfant

Aprés une période d’incubation moyenne de 13 a 18 jours, des signes cliniques
non spécifiques peuvent se manifester, correspondant a I'apparition des anticorps de

type IgM dirigés contre le parvovirus B19.

Les symptomes les plus fréquents décrits au cours d’une primo-infection a

parvovirus B19 sont les suivants :

A. Un syndrome pseudo-grippal

Le patient atteint d’une infection par le parvovirus B19 peut présenter une
hyperthermie, des myalgies, une asthénie, ainsi que des céphalées. Ces symptébmes
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non spécifiques apparaissent durant la phase précoce de l'infection et correspondent

le plus souvent a la phase virémique.

B. Des manifestations rhumatologiques

Une polyarthralgie des mains, poignets, chevilles ou genoux peut se manifester au
cours d’'une infection a parvovirus B19. Plus rare chez I'enfant, il s’agit du symptéme
le plus couramment décrit chez I'adulte : il concernerait 50 % des femmes enceintes
atteintes de l'infection. Les douleurs peuvent persister plusieurs semaines voire

plusieurs mois (18).

C. Des manifestations cutanées

Un mégalérythéme épidémique ou « cinquieme maladie », en référence a la
cinquiéme place dans la liste des infections éruptives courantes au cours de I'enfance.
C’est un symptébme caractéristique de l'infection a parvovirus B19 chez I'enfant. Il est
plus rare chez I'adulte. Il s'agit d’'une éruption maculo-papuleuse bénigne qui siége
initialement au niveau des joues, donnant un aspect « en visage giflé » ou «en
dentelle » (Figure 5). Il s’étend progressivement au tronc et aux extrémités et peut

s’accompagner d’hyperthermie, de toux ou d’écoulement nasal.

Au cours des semaines suivantes, des épisodes de récurrence de I'exanthéme sont
possibles aprés une exposition au soleil ou a la chaleur, ou en cas de fiévre, d’effort

ou de stress émotionnel.

L’éruption cutanée et les symptédmes articulaires apparaissent généralement de
maniére retardée par rapport au syndrome pseudo-grippal. lls sont trés probablement
causes par le dép6t de complexes immuns antigéne-anticorps au niveau de la peau et

des articulations.
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Figure 5 - Aspect en « joues giflée » typiqué du mégalérytheme épidémique (23)

D. Autres manifestations cliniques plus rares

D’autres manifestations cliniques plus rares liées a l'infection a parvovirus B19 ont
été rapportées :

- Des hépatites aigués (24) ou chroniques (25),

- Des myocardites,

- Des troubles neurologiques : méningites, encéphalites (6,26),

- Des atteintes rénales (27).

E. Des manifestations hématologiques

Cette manifestation biologique de l'infection a parvovirus B19 est fréquemment
observée. Compte tenu du tropisme élevé du parvovirus B19 pour les cellules des
lignées érythrocytaires de la moelle osseuse, I'infection provoque une hémolyse et une
erythroblastopénie a 'origine d'une anémie arégénérative (18). Une perturbation des
autres lignées hématopoiétiques a été décrite : l'infection a parvovirus B19 peut
également étre a l'origine d’une neutropénie, d’'une thrombopénie voire d’une
pancytopénie. Chez le patient immunocompétent et en l'absence de maladie
hématologique affectant les globules rouges (thalassémie, drépanocytose), I'anémie

est modérée, transitoire et spontanément résolutive.
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8. Manifestations cliniques et biologiques de l'infection a parvovirus B19 :

chez le foetus

De par I'immaturité de son systéme immunitaire, le foetus peine a éliminer le virus
en cas de transmission materno-foetale. Dans la majorité des cas, I'infection foetale
est asymptomatique et spontanément résolutive. Cependant, il se peut que des
complications sévéres surviennent: des cas de fausses couches spontanées,
d’anasarques foetoplacentaires et d'anémie foetale ont été rapportés. En moyenne, les
symptémes foetaux apparaissent six semaines aprés l'infection maternelle, mais ce

délai peut étre allongé jusqu’a plusieurs mois dans de rares cas.

L’age gestationnel au moment de linfection par le parvovirus B19 impacte
I'incidence de la transmission verticale de la mére a I'enfant, ainsi que la morbidité et
la mortalité foetale. Le deuxiéme trimestre de grossesse est la période la plus a risque
d’'issue négative aprés une primo-infection par le parvovirus B19. En effet, il a été
rapporté que les complications foetales seraient plus fréquentes avant 20 semaines
d'aménorrhée (19). Cela pourrait étre expliqué par une diminution de la présence
d’antigéne P sur la couche trophoblastique placentaire avec l'avancée de l'age
gestationnel (20). De plus, le feetus est plus vulnérable a l'infection par le parvovirus
B19 au deuxiéme trimestre de la grossesse lorsque le foie est la principale source
d'activité hématopoiétique.

Les manifestations cliniques et biologiques de l'infection par le parvovirus B19 chez

le foetus sont les suivantes :

A. La fausse couche spontanée

Une infection fecetale par le parvovirus B19 peut provoquer une fausse couche
spontanée. Le risque de survenue d’une fausse couche spontanée varie en fonction
de I'age gestationnel : d’aprés Crane et al., il est estimé a 13 % avant 20 semaines
d’aménorrhées (SA) et chute drastiquement a 0,5 % aprés 20 SA (18).
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B. L’anasarque foeto-placentaire

L’anasarque foeto-placentaire, ou « hydrops fetalis » se définit par une
accumulation anormale et excessive de liquide amniotique dans le compartiment
extravasculaire et les cavités fcetales. Elle se manifeste par un cedeme sous-cutanég,
un épanchement pleural ou péricardique, des ascites, un cedéme placentaire ou un
cedeme du cordon ombilical. C’est un signe non spécifique d’'infection a parvovirus
B19. L’anasarque est généralement découvert de maniére fortuite lors d’'un examen

échographique prénatal de routine (28).

Le risque d’anasarque est étroitement lié a 'dge gestationnel au moment de
I'infection. L’anasarque représente environ 3,5 % des complications. Elle survient
essentiellement au deuxiéme trimestre de grossesse avec un pic d’incidence a 22 SA.
Le risque devient quasiment nul apres 28 SA (1 %) (Figure 6). |l a été décrit que les
anasarques peuvent régresser et disparaitre spontanément dans 34 % des cas non
sévéres, mais egalement évoluer et entrainer une mort foetale in utero dans 30 % des

formes sévéres en 'absence de traitement (29).

C. L’anémie foetale

Au méme titre que chez I'adulte, I'infection a parvovirus B19 peut entrainer chez le
foetus une anémie arégénérative due a I'apoptose des érythroblastes a la fin du cycle
viral. Les hématies foetales ont une durée de vie réduite (de 45 a 70 jours), ce qui rend
le foetus vulnérable a toute atteinte de I'érythropoiése. L’anémie peut étre sévere et
contribue au risque de développement d’anasarque fcetale et d’insuffisance cardiaque.

D. Les anomalies congénitales

A ce jour, il n’a pas été prouvé que I'infection par le parvovirus B19 puisse accroitre
le risque d’anomalies congénitales chez 'lHomme, bien que des cas de malformations
musculosquelettiques ou oculaires aient été rapportés. Leur incidence semble se
rapprocher de celle de la population générale. L'infection par le parvovirus B19 n’est

pas reconnue comme ayant un effet tératogéne chez 'Homme (22).
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Figure 6 - Schéma récapitulatif des complications foetales en cas d’infection par le
parvovirus B19 et leurs fréequences en fonction de I'adge gestationnel (29)

9. Diagnostics différentiels de I'infection a parvovirus B19

La présence d’éruption cutanée peut faire évoquer d’autres maladies éruptives
telles que la rougeole, la rubéole, la varicelle ou la roséole, comme diagnostic

différentiel d’une infection par le parvovirus B19.

L’association de signes cutanés avec la symptomatologie rhumatismale souvent
observée au cours d’'une infection a parvovirus B19 peut également faire évoquer une
maladie auto-immune telle que le Lupus Erythémateux Disséminé (LED). L’infection &
parvovirus B19 est donc a envisager comme diagnostic différentiel du LED.

L’infection a parvovirus B19 a été suspectée d’étre un élément déclencheur de
pathologies auto-immunes, mais cette hypothése reste controversée.
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10.Autres populations a risque particulier d’infection a parvovirus B19

Hormis dans le contexte d’infection materno-foetale, la virulence de l'infection a

parvovirus B19 dépend du terrain hématologique et immunologique du patient.

En effet, les manifestations cliniques de l'infection a parvovirus B19 peuvent
étre plus importantes chez les patients immunodéprimés (patients sous
chimiothérapie, greffés d’organes solides sous immunosuppresseurs, infectés par le
VIH etc.) ainsi que chez les patients souffrant d’anémie hémolytique chronique

(patients atteints par une thalassémie, une drépanocytose etc.).

Chez les individus immunodéprimés, le déficit immunitaire altére la production
d’anticorps et donc I'élimination du virus. La destruction des précurseurs érythroides

peut persister et conduire a l'installation d’'une anémie arégénérative chronique.
Chez les individus atteints d’anémie hémolytique chronique, l'infection par le

parvovirus B19 peut déclencher une crise érythroblastopénique aigué et transitoire
(18).

11.Dépistage de l'infection par le parvovirus B19

A. Chez la femme enceinte

Le dépistage de l'infection par le parvovirus B19 n’est pas obligatoire chez la
femme enceinte. Toutefois, en cas d’exposition ou de présentation clinique maternelle
ou foetale évocatrice d’infection par le parvovirus B19, il convient de réaliser un

dépistage chez la femme enceinte.

Le diagnostic d’infection par le parvovirus B19 chez la femme enceinte peut étre
confirmé par une technique sérologique et éventuellement complété par une PCR sur
sang.

Le choix de la technique de dépistage dépend du délai écoulé depuis le début
des symptomes (Figure 7).
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Figure 7 - Schéma de I'évolution d'une primo-infection par le parvovirus B19 d'apres
la fiche informative sur le parvovirus B19 de I'AVIQ, version 2016 (30)

a) Place de la sérologie maternelle dans le dépistage d’infection par le
parvovirus B19

Au cours de ce travail, notre attention s’est particulierement portée sur le

dépistage de I'infection par le parvovirus B19 par la sérologie maternelle.

La détection d'anticorps de type IgM ou IgG dirigés contre les antigénes de
capside VP1 ou VP2 est réalisée de maniere quantitative au sein des laboratoires de
biologie médicale. L'une des techniques biologiques trés répandues pour assurer cette
quantification est la technique immuno-enzymatique ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay).

D’un point de vue cinétique, les anticorps de type IgM anti-parvovirus B19
apparaissent une semaine aprés I'apparition des symptémes. lls peuvent étre positifs

jusqu’a 6 mois, auquel cas, le terme d’« IgM résiduelles » peut étre utilisé.

La séroconversion des IgG anti-parvovirus B19 se fait quelques jours aprés
celle des IgM. Les IgG persistent a vie et conférent une immunité naturelle et durable
contre le virus (Figure 8).

24

-
V/



&
\
[ \ leM [ IgG
Virémie & / g
7/LParvovims
’ Fidvre
/(' ¢éphalée Eruption
Myalgies Arthralgies
. - y \' Vé
0 7 14 21 28 77 2 4
Jours Mois

Figure 8 - Evolution sérologique et clinique de l'infection par le parvovirus B19 en
fonction du temps (19)

Une sérologie initiale permet de connaitre le statut immunitaire de la mére vis-
a-vis du parvovirus B19. Compte tenu de la durée moyenne d’incubation du virus, il
est recommandé de contrdler la sérologie maternelle aprés deux semaines afin
d’évaluer I'évolution de la cinétique des anticorps. Seule la présence d’lgG sur un
sérum anté-conceptionnel permet d’exclure la survenue d’'une primo-infection en cours

de grossesse.

La sérologie parvovirus B19 peut donner les résultats suivants (Figure 9) :

e Absence d’IgM et d’lgG anti-parvovirus B19

En cas d’absence d’'IgM et d'IgG anti-parvovirus B19, le profil sérologique est
en faveur d’une absence d’'immunité contre le parvovirus B19. Toutefois, une sérologie
négative ne peut exclure une infection récente. Le résultat est a confronter au contexte
clinique et immunitaire de la patiente, et peut étre complété par la réalisation d’'une
PCR parvovirus B19 si nécessaire. Si le profil sérologique n'a pas évolué sur le
contrble réalisé a J15 chez une patiente immunocompétente, 'absence d'immunité
contre le parvovirus B19 est probable. La patiente semble n’avoir jamais contracté

I'infection et doit appliquer les mesures de prévention contre celle-ci.
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e Présence d’'lgG, absence d’lgM anti-parvovirus B19

En cas de présence d’lgG anti-parvovirus B19 sans IgM, il n’y a pas d’argument
sérologique en faveur d’une primo-infection récente : le résultat est compatible avec
une immunité ancienne contre le parvovirus B19. Dans ce cas, la patiente ne risquerait
pas de contracter I'infection au cours de la grossesse. Toutefois, on ne peut exclure
une primo-infection en cours sans détection d’IgM. En effet, il est possible que le
prélevement ait été réalisé dans la fenétre entre la disparition des IgM et I'apparition
des IgG, ou que les IgM aient une fenétre de détection trés courte : on parle alors d’«
IgM fugaces ». Si le contrble sérologique réalisé a J15 montre une ascension du titre
en IgG, une primo-infection doit &tre suspectée. Le bilan biologique peut étre complété
par une PCR parvovirus B19 en cas de suspicion d’infection récente.

e Présence d’'IgM, absence d’lgG anti-parvovirus B19

En cas de présence d’IgM sans IgG anti-parvovirus B19, le résultat est en faveur
d’'une primo-infection récente par le parvovirus B19. Une réaction croisée et une
réaction non spécifique en IgM doivent également étre envisagées. La réalisation
d’'une PCR parvovirus B19 sur sang maternel est recommandée afin de confirmer la
présence d’une infection en cours. Il est conseillé de réaliser un contréle sérologique
aprés 7 a 15 jours pour apprécier l'évolution des titres en anticorps : une
séroconversion des IgG permettra de confirmer le diagnostic de primo-infection.

e Présence d'IgM faiblement positive associée a des IgG anti-parvovirus
B19

En cas de présence d’'IgM anti-parvovirus B19 faiblement positives associées a
des 1gG, une primo-infection semi-récente, une persistance d’IgM, une réaction
croisée ou une réaction non spécifique en IgM doivent étre évoquées. Il convient de
réaliser une PCR parvovirus B19 sur sang maternel afin de détecter une infection en
cours. Un contrdle sérologique a J15 est recommandé afin d’apprécier la cinétique des
anticorps : la diminution du titre en IgM et 'augmentation du titre en IgG seront en

faveur d’'une primo-infection semi-récente.
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e Recherche équivoque et isolée en IgM anti-parvovirus B19

Ce résultat peut correspondre a un début d’infection, une réaction croisée ou
une réaction non spécifique en IgM. Le contrdle sérologique a J15 et la réalisation
d’'une PCR parvovirus B19 permettront de compléter le bilan biologique en cas de

contexte clinique évocateur d’infection.

b) Place de la PCR dans le dépistage d’infection par le parvovirus B19

chez la femme enceinte

La PCR parvovirus B19 dans le sang maternel peut étre réalisée en cas de
suspicion d’infection. Elle permet de compléter un bilan sérologique douteux si la

situation clinique ou immunitaire de la patiente le justifie.

En tenant compte du faisceau d’arguments cliniques et biologiques (bilans
échographiques, résultats de sérologie, notion d’exposition...), il convient d'informer la
patiente sur le risque de développer des complications et de juger de la nécessité ou

non de mettre en place un suivi particulier de la grossesse.

Lorsqu’une infection par le parvovirus B19 est diagnostiquée chez une femme
enceinte, celle-ci doit étre dirigée vers un centre de soin de type lll, spécialisé en
médecine foeto-maternelle, afin de réaliser un suivi étroit de la grossesse (18). Pendant
12 semaines, une surveillance du développement foetal par échographie Doppler et
monitoring foetal hebdomadaire sera instaurée. Elle a pour but de détecter I'apparition
d’éventuelles anomalies comme une anémie foetale ou une anasarque foeto-
placentaire et d’en apprécier I'évolution. L'échographie Doppler mesure le pic
systolique de vélocité de l'artére cérébrale moyenne foetale (PSV-ACM). En cas
d’anémie foetale, il y a une augmentation de la vitesse systolique de 'artere cérébrale
moyenne secondaire a la diminution de la viscosité sanguine et a 'augmentation du

débit cardiaque du foetus (31).
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[Contage avec le Parvovirus B19]

Serologle maternelle

A
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Y
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Figure 9 - Algorithme décisionnel en fonction des résultats de la sérologie maternelle
parvovirus B19 chez la femme enceinte inspiré de C.Brochot et al. (29)

B. Chez le foetus

Compte-tenu de la gravité des potentielles conséquences d’une infection foetale
par le parvovirus B19, un dépistage prénatal peut étre recommandé en cas de
suspicion d'infection foetale.

Un prélévement foetal est un acte délicat qui doit étre réalisé dans un centre
spécialisé en médecine fcetale.

A partir de 15 semaines d’aménorrhées, il est possible de prélever du liquide
amniotique par amniocentése (32).

Une ponction de sang feetal prélevé par cordocentése peut étre réalisée a partir
de 18 semaines d’aménorrhées (33). Elle permet, en plus de confirmer le diagnostic
d’infection virale, de mesurer le taux d’hémoglobine foetal et donc d’évaluer la sévérité
de I'anémie chez le feetus.
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A partir de ces deux types de prélévements, le diagnostic feetal peut étre

confirmé par sérologie (diagnostic indirect) ou par PCR (diagnostic direct).

Cependant, ces deux techniques sont invasives et associées a un risque de
complications graves telles que :

- Une fausse couche (0,5 a 1% des amniocentéses),

- Une infection du liquide amniotique,

- Une hémorragie feetale,

- Un accouchement prématurée par rupture des membranes,

- Un passage de sang fcetal dans le systeme sanguin maternel a l'origine d’une
sensibilisation rhésus si la mere est rhésus négative et le foetus rhésus positif
(34).

Le médecin spécialisé prend soin d’évaluer chaque situation en considérant le
rapport bénéfice-risque dont doit étre informée la patiente avant de procéder a
l'intervention. En raison du risque de complications graves, ces techniques invasives
ne sont pas systématiquement réalisées en cas d’infection maternelle par le parvovirus
B19, mais sont réservées a certaines indications spécifiques (en cas de signes de

souffrance foetale a I'échographie).

a) Place de la sérologie dans le dépistage d’infection fcetale par le

parvovirus B19

La sérologie fcetale n'est pas recommandée dans le cadre du dépistage
d’infection foetale par le parvovirus B19. En effet, les IgG maternelles passent la
barriére foeto-placentaire et se confondent avec celles du feetus : la présence d’IgG
anti-parvovirus B19 dans un sérum fcetal ne permet donc pas de conclure a une
exposition foetale par le virus. La présence d’IlgM anti-parvovirus B19 dans le sang
foetal est en faveur d’'une infection foetale récente puisque ce type d’anticorps n’est pas
capable de traverser la barriére foeto-placentaire. Cependant, les IgM ne sont
produites qu’a partir de 22 semaines d’'aménorrhées au niveau du foie foetal. Du fait
de 'immaturité du systéme immunitaire chez le foetus, I'absence d’IgM ne permet pas
d’exclure une infection récente (18). Le risque élevé de faux négatif justifie que la
sérologie foetale ne soit pas une méthode de choix dans la démarche de dépistage de

I'infection.
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b) Place de la PCR dans le dépistage d’infection foetale par le

parvovirus B19

Le diagnostic de l'infection foetale peut étre confirmé a partir du liquide
amniotique ou du sérum feetal en utilisant des méthodes de biologie moléculaire telles
que la PCR afin de mettre en évidence ’'ADN du parvovirus B19 dans I'échantillon. I
s’agit de la méthode de référence pour le diagnostic d’infection foetale par le parvovirus
B19.

C. Chez 'immunodéprimé

Les résultats des tests sérologiques doivent toujours étre interprétés en fonction
du statut immunitaire du patient. Chez les individus immunodéprimés, I'affaiblissement
du systéme immunitaire peut altérer la production d’anticorps, rendant les IgM anti-
parvovirus B19 plus difficiles a détecter et pouvant entrainer des résultats faussement
négatifs. Dans ce cas, il est préférable de réaliser un diagnostic direct par PCR

parvovirus B19 pour détecter une infection en cours dans cette population.

12.Traitements

Aucun traitement antiviral ni vaccin spécifique contre I'infection au parvovirus

B19 n’est disponible actuellement. La stratégie thérapeutique mise en ceuvre consiste

a réduire les symptémes associés a l'infection.

A. Chez la femme enceinte

a) Abstention thérapeutique
En absence de symptdmes cliniques et de manifestations biologiques,
l'infection par le parvovirus B19 ne nécessite pas de traitement, car elle est

généralement spontanément résolutive.
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b) Traitement des signes généraux
Des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) peuvent étre prescrits pour
soulager les signes généraux tel que le syndrome pseudo-grippal, ainsi que les

manifestations articulaires et cutanées.

c) Transfusion de culot globulaire
La transfusion de culot globulaire peut étre utilisée pour corriger le taux

d’hémoglobine en cas d’anémie (22).

B. Chez le foetus

a) Abstention thérapeutique
Si le foetus est actif a 'échographie et que son développement est normal, ou
si les signes cliniques (comme I'anasarque foeto-placentaire) ou biologiques (comme
'anémie) sont minimes ou en régression, il N'est pas nécessaire de mettre en place
un traitement. La surveillance échographique sera maintenue pendant douze
semaines et la stratégie thérapeutique pourra évoluer en fonction des résultats

observés (29).

b) Transfusion sanguine intravasculaire in utero
En cas d’anémie sévere, il est recommandé de réaliser une ou plusieurs
transfusions de culot globulaire intra-utérine afin de corriger le taux d’hémoglobine
foetale et réduire le risque d’anasarque foeto-placentaire. Bien que cette technique soit
efficace, elle est invasive et comporte des risques pour le feetus. Plus I'intervention est
précoce au cours de la grossesse et plus le risque de complication est élevé. Les
complications possibles sont de gravité variable et incluent notamment une mort

foetale in utero, une rupture prématurée des membranes, une chorioamniotite (35).

La thérapie par injection intra-utérine d'immunoglobulines riches en IgG anti-
parvovirus B19 par voie intraveineuse a également été décrite comme un traitement
efficace de I'anasarque feetal (36).

L’efficacité thérapeutique est évaluée a I'échographie par la régression
progressive des signes d’anasarque et la diminution de la vélocité du pic systolique de

I'artére cérébrale moyenne.
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C. Chez 'immunodéprimé

En raison de la prévalence élevée de l'infection a parvovirus B19 dans la
population générale, les perfusions d'immunoglobulines polyvalentes constituent une
source importante d’anticorps dirigés contre le virus. L’efficacité de leur injection
répétée en intraveineuse a été démontrée dans le traitement de l'infection a parvovirus
B19 chez limmunodéprimé, permettant de remeédier aux défauts du systéme

immunitaire (8).

D. Chez le patient atteint d’anémie hémolytique chronique (thalassémie,

drépanocytose)

Afin de corriger I'anémie aigué arégénérative causée par l'infection par le

parvovirus B19, le traitement repose sur la transfusion de culots globulaires.

13.Prévention de la transmission

Compte tenu du risque de morbidité et mortalité en cas de transmission de
l'infection dans les populations a risque, des mesures préventives ont été instaurées
pour réduire le risque de primo-infection. La sensibilisation des professionnels de
santé et I'information des mesures préventives aux populations vulnérables sont des

points clés de la prévention de la transmission du parvovirus B19.

Chez la femme enceinte, le dépistage par sérologie maternelle en cours de
grossesse n'est pas systématique en absence d’arguments en faveur d’une infection
en cours (symptémes, signes échographiques ou notion de cas contact). Sa mise en
place représenterait un colt important pour le systeme de santé.

Afin d’éviter la transmission de linfection par le parvovirus B19, il est
recommandé de respecter les régles d’hygiene suivantes :

- Le lavage régulier des mains,

- Eviter le contact avec la salive des enfants en bas age (notamment en évitant
le partage des couverts),

- Eviter le contact avec une personne atteinte ou suspectée d’étre atteinte par le
parvovirus B19, ou porter un masque en cas de contact (19).
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Le parvovirus B19, en raison de sa résistance dans le milieu extérieur, peut
échapper aux procédés physico-chimiques assurant la sécurisation de I'utilisation de
produits sanguins labiles (concentrés de globules rouges, de plaquettes ou plasma
frais congelés).

Depuis le 1¢" janvier 2005, la réglementation européenne impose la recherche
du génome du parvovirus B19 dans les pools de plasma afin de prévenir sa
transmission. Le seuil maximal d’ADN de parvovirus B19 acceptable dans un pool de
plasma est de 10* Ul/ml (37). D’aprés Santé Publique France, le risque de
contamination d’un don par le parvovirus B19 a un taux supérieur a 10* Ul/ml est trés
faible et représenterait 12 dons virémiques pour 100 000 dons, et jusqu’a 23 dons
virémiques pour 100 000 dons en période épidémique.
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1. La qualité au laboratoire

1. Généralités

Depuis la publication en 1994 du Guide de Bonne Exécution des Analyses
(GBEA) par arrété ministériel, les laboratoires de biologie médicale sont entrés dans

une démarche qualité.

Le grand nombre d’étapes et d'opérateurs au sein du laboratoire rend le
systéme complexe. En effet, une erreur a I'origine de résultats erronés peut engendrer
des conséquences néfastes :

- pour le patient : perte de chance (retard dans I'établissement d’'un diagnostic
correct, traitements inutiles ou inappropriés).

- pour le laboratoire : perte de temps, surcodt.

Dans le but de minimiser le risque d’erreurs et parvenir au plus haut niveau
d’exactitude et de fiabilité des résultats, tous les processus et les procédures doivent
étre réalisés correctement par I'ensemble des intervenants. Par conséquent, un
modéle de systéme de gestion de la qualité a été établi par I'Organisation Mondiale de
la Santé (OMS) afin d’assurer un bon fonctionnement du laboratoire (38). Il permet
I'homogénéisation des pratiques et garantit ainsi au patient des résultats comparables

d’'un établissement a un autre.

Le systeme de management de la qualité désigne les actions coordonnées qui
permettent d’orienter et de contréler les activités du laboratoire en matiére de qualite.
Il s’appuie sur la norme NF EN ISO 15189 qui définit les exigences concernant la
qualité au laboratoire (39). Il s’intéresse a l'organisation du laboratoire, aux
procédures, aux processus et aux moyens nécessaires pour mettre en ceuvre le

management de la qualité.

Toutes les étapes dans le processus de I'examen de biologie médicale sont

étudiées, du pré-analytique au post-analytique (Figure 10).
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PROCESSUS DE L'ANALYSE DE BIOLOGIE
MEDICALE

* Prescription
* Prélevement:
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Figure 10 - Processus de I'analyse de biologie médicale

Le systéme de qualité du laboratoire de biologie médicale est évalué de maniére
réguliére, par des audits. En France, 'ensemble des activités réalisées au sein des

laboratoires de biologie médicale est soumis a I'accréditation.

2. Accréditation

L’accréditation est une procédure par laquelle un organisme indépendant
reconnait de maniére objective et impartiale les compétences d’un laboratoire, en
s’appuyant sur des normes internationales de type ISO (International Organization for

Standardization).

Créé en 1994, le COFRAC (Comite francais d’accréditation) est une association
a but non lucratif, mise en place par les pouvoirs publics. C'est la seule instance

capable de délivrer une accréditation en France.

Afin d’assurer la démarche qualité, le laboratoire s’appuie sur deux grands

principes de management de la qualité :
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A. Le diagramme des 5M ou diagramme causes-effets d’Ishikawa (Figure11)

Inventé par Kaoru Ishikawa en 1962, il s’agit d’'un outil d’aide a I'identification de la

cause d’un probleme. Ce diagramme représente un inventaire des causes possibles
d’un dysfonctionnement en les classant en cinq catégories (40) :

o Matiéres:

= Prélevements (qualité, quantité, stockage),
= Consommables (contréles, réactifs, calibrants),
= Renseignements cliniques

o Main-d’ceuvre :

= Personnel: gestion de la formation (habilitation) et des

compétences (formation continue), organisation du poste

o Matériel :
= Automates,

= Equipements (pipettes, centrifugeuses),
= Logiciels informatiques,

=  Controles internes et externes

o Méthodes :
=  Procédures,

=  Systeme analytique
o Milieu:

= Environnement: organisation des locaux (température,
hygrométrie)
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Matieres Matériels Main d'oeuvre

Effet

Milieu Méthodes

Ishikawa : diagramme 5M

Figure 11 - Représentation du diagramme des 5M d'Ishikawa « en arétes de poisson »
(41)

Ce diagramme peut étre appliqué aussi bien a des fins correctives (analyse des

causes) que preventives (analyse des risques).

B. Le principe d’amélioration de la roue de Deming ou PDCA (Plan Do Check
Act

Créée par W.A. Shewhart, la roue PDCA a été rendue populaire par Edwards

Deming en 1950. Ce cycle comprend quatre étapes (Figure 12) :

- Prévoir (Plan) : lister les objectifs et établir un planning de réalisation des
taches,

- Faire (Do) : mettre en ceuvre les actions,

- Verifier (Check) : contréler par un audit du poste,

- Réagir (Act) : établir un plan d’actions correctives (42).

L’application de ce principe contribue a 'amélioration continue du systéme qualité

au laboratoire.
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La roue de Deming

Planifier ‘ Faire
(Plan) (Do)
\‘ "
Agir / Reagir , Verifier
(Act) ‘ (Check)

t“""‘ B— =—=b AJ:V‘-)
- Amélioration continue

Figure 12 - Représentation graphique de la roue de Deming (43)

3. Le dossier de vérification de méthode

Le dossier de vérification de méthode permet de valider la mise en application
d’'une analyse dans le laboratoire. Il sert a démontrer que la méthode fonctionne
correctement dans les conditions opératoires du laboratoire et qu’elle est ainsi
applicable en pratique courante. On distingue deux types de dossiers de vérification
de méthode :

e La portée flexible standard « de type A » pour les méthodes reconnues. Il s’agit
d’'une vérification des performances du systeme analytique lors de la mise en
application dans le laboratoire. L’adoption d'une méthode fournisseur

correspond a une portée « de type A ».

e La portée flexible étendue « de type B » pour les méthodes adaptées ou

développées en interne (44).

Afin d’évaluer la performance de la méthode, il convient de réaliser une
vérification expérimentale par le biais de I'évaluation de plusieurs paramétres dont la

liste est répertoriée dans le document SH-GTA-04 :
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La répétabilité : analyse d'un méme échantillon dans des conditions
standardisées (méme opérateur, méme lot de réactifs, méme instrument, méme

étalonnage) dans un délai le plus court possible.
La fidélité intermédiaire ou reproductibilité : analyse d’'un méme échantillon
dans des conditions différentes en faisant varier au moins un des facteurs

(I'opérateur, le temps, les lots de réactifs, les étalonnages...).

La variabilité inter-opérateurs : analyse d’'un méme échantillon par des

opérateurs différents.

La justesse : étroitesse de I'accord entre la moyenne et une valeur de référence

(ou valeur vraie).

L’exactitude : étroitesse de lI'accord entre une valeur mesurée et la valeur vraie.

La sensibilité analytique : probabilité qu'un dispositif donne un résultat positif en

présence du marqueur cible.

La spécificité analytique : probabilité qu’un dispositif donne un résultat négatif

en absence du marqueur cible.

L’incertitude de mesure : appréciation de la dispersion des valeurs.

La comparaison de méthodes : comparaison de la nouvelle méthode avec une

meéthode de référence ou une méthode déja utilisée au laboratoire.
Les interférences : facteurs endogénes ou exogénes pouvant perturber la
précision des résultats d’un test (lipémie, hémoglobine plasmatique, bilirubine,

médicaments).

La contamination : évaluation de l'influence d’un échantillon a concentration

élevée sur les autres échantillons.
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- La robustesse et stabilité des réactifs : la robustesse d’'une méthode d’analyse
est une mesure de sa capacité a ne pas étre affectée par des variations faibles,
mais délibérées, des paramétres de la méthode (pH, température, etc.).

- L’intervalle de référence : il définit les valeurs seuils.

Les résultats de I'ensemble des tests seront intégrés dans le dossier de
vérification de méthode. Le document SH-FORM-43 (45) est accessible sur le site
internet du Cofrac pour guider la rédaction du dossier. Le dossier de vérification de
méthode comprend :

La description de la méthode

L’évaluation des critéres de performances

Le choix des limites d’acceptabilités de la méthode (limite de détection)
La vérification bibliographique de la méthode

La réalisation des tests

La compilation et le traitement statistique des données obtenues

N o ok~ v Ddh =

La conclusion et décision quant a la validation opérationnelle de la

technique : déclaration d’aptitude.

4. Problématique

Le laboratoire de I'hépital Saint Philibert a été soumis au changement de réactifs
du fournisseur Diasorin pour la réalisation de sérologie parvovirus B19 (IgM et 1gG).
Dans le cadre de la démarche qualité, il convient de réaliser un dossier de veérification
de meéthode pour toute modification dans le protocole d’analyse d'une activité

accréditee.
Ce travail a pour objectif de mener a bien la réalisation de toutes les étapes du
dossier de vérification de méthode, permettant la mise en place des nouvelles

références de réactifs au laboratoire.

Une étude d’interférence a également été menée pour évaluer I'impact du délai

d’analyse aprés la décongélation.
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lll. Matériel et Méthode

1. Matériel

Figure 13 - Automate Liaison XL (Diasorin) (46)

L’automate utilisé est le Liaison XL (Figure 13), commercialisé par la société
Diasorin. Entierement automatisé, cet automate effectue un dosage par
chimiluminescence des anticorps anti-parvovirus B19 de type IgM et IgG. Il réalise un
traitement complet de I'échantillon (pré-dilution de I'échantillon, distribution des
échantillons et des réactifs, incubation, processus de lavage etc.).

Les nouvelles références de réactifs Diasorin Liaison parvovirus B19 IgG Plus et

IgM Plus ont été testées. Les recommandations du fournisseur ont été respectées :

- Prétraitement de I'’échantillon : centrifugation pendant 15 minutes a 2000 g.

- Choix du type de tube : utilisation de tubes secs avec gel séparateur (analyse

quantitative réalisée sur sérum).

- Calibration : les calibrants utilisés sont ceux fournis par le fournisseur et

permettent I'étalonnage de la technique d’analyse.

- Passage de contrbles internes : chaque série analytique est encadrée par le
passage de contrbles de qualité interne, a plusieurs niveaux dont les

concentrations sont connues et suivies selon un graphique de Levey-Jennings.
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2. Principe de la méthode

Le principe de la méthode est identique pour le dosage des IgG et IgM.

Il s’agit d’'un dosage immunologique indirect par chimiluminescence (CLIA) de type
ELISA sandwich indirect (Figure 14).

Un antigéne VP2 recombinant du parvovirus B19 est utilisé pour revétir des

particules magnétiques, formant ainsi la phase solide.

Pendant la premiere incubation, les anticorps anti-parvovirus B19, s’ils sont
présents dans les étalons, les échantillons ou les contrOles, se lient a 'antigene VP2

recombinant qui compose la phase solide.

Pendant la seconde incubation, un anticorps monoclonal de souris dirigé contre les
immunoglobulines humaines est ajouté. Il est lié a un dérivé de l'isoluminol et forme
un conjugué anticorps-isoluminol. L’anticorps conjugué réagit avec les

immunoglobulines humaines anti-parvovirus B19 déja liées a la phase solide.
Aprés chaque incubation, le matériel non lié est éliminé par un cycle de lavage.

Ensuite, les réactifs Starter sont ajoutés ce qui déclenche une réaction instantanée

de chimiluminescence.

Le signal lumineux, et par conséquent la quantité de conjugué anticorps-isoluminol,
est mesuré par un photomultiplicateur en unités relatives de luminescence (RLU). Ce
signal indique la concentration d'immunoglobulines anti-VP2 présente dans les

étalons, les échantillons ou les controles.

Lavage

=R WS RSN

2 8 6 2 8 & O 8 8
Fixation de l'antigéne Liaison de I'anticorps Liaison de l'anticorps Addition du substrat pour
spécifique & l'antigéne conjugué & Fenzyme produisant
l'anticorps spécifique une substance colorée

Figure 14 — Principe de la méthode ELISA sandwich indirect adapté de BiOutils (47)
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3. Limites de quantification, étendues de mesure et interprétation des dosages

d’lgM et IgG anti-parvovirus B19

Les tableaux suivants résument les limites de quantification et les étendues de

mesure pour le dosage des IgM et IgG anti-parvovirus B19 avec le nouveau réactif,

ainsi que les seuils définis par le fournisseur.

Tableau I - Limites de quantifications et étendues de mesure pour le dosage des IgM
et I9G anti-parvovirus B19

Limite de quantification

0,10

Limite supérieure de linéarité

48

Tableau Il - Interprétation des dosages d'IgM et d'lgG anti-parvovirus B19

IgM IgG
Négatif x <0,90 x<2,00
Douteux 0,90 <x <1,09 2,00<x<2,49
Positif x>1,10 x>2,50

4. Echantillons

Afin de mettre en ceuvre nos expérimentations de vérification de méthode, nous

avons utilisés plusieurs types d’échantillons :

- Des sérums de patients conservés dans notre sérothéque a -20°C,

- Des échantillons de controle qualité interne (CQI) commercialisés par la société

Diasorin,

- Des échantillons de contréle qualité externe (EEQ — Evaluation Externe de la

Qualité) commercialisés par la société CTCB (Centre Toulousain pour le

Contréle de qualité en Biologie clinique).
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5. Description des outils statistiques

Les tests a réaliser dans le cadre du dossier de vérification de méthode imposent

une analyse statistique des résultats.

Les outils statistiques utilisés sont les suivants :

La moyenne : somme des données divisée par leur nombre,
L’écart type : mesure de la dispersion des valeurs,

Le coefficient de variation (CV) : rapport de I'écart type sur la moyenne. |l traduit

la dispersion autour de la moyenne et est exprimé en pourcentage,

Le « z-score » noté | z| : cette expression en nombre d'écart-type indique
I'écart entre le résultat du laboratoire et la moyenne du groupe de comparaison.
Le z-score représente la mesure normalisée du biais du laboratoire, calculée a

partir de la valeur assignée et de I'écart-type pour I'évaluation de I'aptitude,

Le coefficient Kappa de Cohen noté K : c’est une mesure statistique utilisée
pour évaluer le degré de concordance entre deux évaluateurs ou deux séries
d'évaluations pour une variable. Plus précisément, il évalue la proportion de

I'accord observé par rapport a I'accord qui pourrait étre di au hasard.
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IV. Résultats

L’exploitation statistique d’'un résultat rendu inférieur au domaine de mesure
(inférieur a 0,10) n’a pas été possible. L’analyse a de ce fait été effectuée en utilisant
les Unités Lumineuses Relatives (RLU).

Pour les tests de répétabilité et de reproductibilité, I'analyse est considérée

conforme si le coefficient de variation obtenu est inférieur au coefficient de variation

limite préalablement choisi.

1. Etude de la répétabilité

Pour évaluer la répétabilité du test avec le nouveau kit de réactifs, deux échantillons

provenant de la sérothéque ont été sélectionnés pour chaque paramétre :

- Un échantillon « niveau bas » dont la concentration en anticorps anti-parvovirus
B19 est faible, identifié comme « Patient 1 ».
- Un échantillon « niveau haut» dont la concentration en anticorps anti-

parvovirus B19 est forte, identifié comme « Patient 2 ».

Pour chaque échantillon, la mesure du titre en anticorps anti-parvovirus B19 (IgM
et IgG) a éteé répétée 20 fois dans les mémes conditions : méme jour, méme opérateur,
méme lot de réactif et sur un délai le plus court possible. La programmation des 20
dosages a été directement faite sur I'automate. La moyenne, I'écart-type et le

coefficient de variation ont été calculés.

% Test de répétabilité pour les IgM anti-parvovirus B19

Tableau Il - Résultats des tests de répétabilité pour les IgM anti-parvovirus B19

. cv CV limite (hors
. Nombre Ecart- CV
Echantillons Moyenne fournisseur fournisseur)  Conclusion
(N) ype (%)
(%) (%)
Patient 1 20 0,41 0,035 8,5 15 8,52 CONFORME
Patient 2 20 2,87 023 79 15 8,52 CONFORME
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% Test de répétabilité pour les IgG anti-parvovirus B19

Tableau IV - Résultats des tests de répétabilité pour les IgG anti-parvovirus B19

CV limite
. cv
i . Nombre Ecart- CV . hors )
Echantillons Moyenne fournisseur ) Conclusion
(N) type (%) (%) fournisseur
o
(%)

<0,10 NA NA
Patient 1 20 RLU : RLU:  RLU: 15 7,50 CONFORME
805,4 27,7 3,43

Patient 2 20 17,9 0,052 2,89 s 7,50 CONFORME

*NA : Non applicable

Les coefficients de variation (CV) étant inférieurs a 15 % (CV fournisseur, Annexe
1), le test est conforme aux spécifications du fournisseur. lls sont également inférieurs
aux CV limites choisis (respectivement 8,52 % et 7,50 % pour les IgM et les 1gG). Le

test est donc conforme aux exigences du laboratoire.

2. Fidélité intermédiaire

Pour évaluer la reproductibilité du test, deux échantillons de contréle qualité interne
(un niveau haut et un niveau bas) ont été analysés 20 fois par 'automate, dans des
conditions différentes : jours différents et opérateurs différents. Au quotidien, cette
gestion des CQI est automatisée a la fois par 'automate et le logiciel de gestion des

CQI commercialisé par la société Biorad : URT.
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% Test de fidélité intermédiaire pour les IgM anti-Parvovirus B19

Tableau V - Résultats des tests de fidélité intermédiaire pour les IgM anti-parvovirus B19

) cV CV limite
Echantillons AL Moyenne Sl CO:V fournisseur (h_ors Conclusion
(N) type (%) o fournisseur)
(%) (%)

<0,10 NA* NA

g&?i‘;g) 20 RLU: RLU: RLU: 15 100 CONFORME
707,8 1238 17,49

Niveau 2

Calhant) 2 331 0,169 4,68 15 10 CONFORME

*NA : Non applicable

% Test de fidélité intermédiaire pour les IgG anti-Parvovirus B19

Tableau VI - Résultats des tests de fidélité intermédiaire pour les IgG anti-parvovirus B19

) cvV CV limite
Echantillons AL Moyenne Sl CO:V fournisseur (h_ors Conclusion
(N) type (%) o fournisseur)
s (%)

<0,10 NA* NA

ggi‘;g) 20 RLU: RLU: RLU: 15 100 CONFORME
566,35 @325 573

Niveau 2

(CQl haut) 20 4,85 0,37 7,69 15 10 CONFORME

*NA : Non applicable

Les CV définis par le fournisseur sont fixés a 15 %. Les CV limites choisis
arbitrairement par le laboratoire sont 100 % et 10 % respectivement pour les niveaux
bas et haut. Que ce soit pour I'analyse des IgM ou des IgG, les CV obtenus pour les
deux niveaux sont inférieurs a ceux fixés en amont du test. Le test est donc conforme

aux exigences du laboratoire et I'analyse est reproductible.
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3. Etude de I'exactitude

L’exactitude désigne I'étroitesse de I'accord entre une valeur mesurée et la
valeur vraie d’'un mesurande. L’évaluation de I'exactitude d'un test se fait a partir des
résultats des Evaluations Externes de Qualité (EEQ).

La participation aux EEQ est une obligation lIégale pour les laboratoires. Apres
réalisation d’'un seul dosage en aveugle sur un échantillon inconnu, les résultats
obtenus sont envoyés a l'organisme correspondant puis nous sont rendus aprés
comparaison inter-laboratoires. La moyenne, I'écart type, le CV et le biais obtenus par
le groupe de pairs sont calculés. Le biais limite, exprimé en pourcentage, est

préalablement fixé par la formule suivante :

o écart — type
biais limite (%) = 2x —————— x 100
cible

A partir de la valeur que nous avons obtenue au laboratoire, le z-score « | z| »
est calculé. |l représente, en nombre d'écarts-types, I'écart entre le résultat du
laboratoire et la moyenne du groupe de pairs. Il traduit I'inexactitude ou le biais, et

permet de conclure a la conformité ou non de I'analyse.

- lzl<2:Les performances du test sont satisfaisantes, le test est conforme.
- 2<]|z| <3: Les performances du test sont discutables.
- |z|=3:Les performances du test ne sont pas satisfaisantes, le test n'est pas

conforme (48).

Plus la valeur absolue du z-score est élevée, plus l'inexactitude des résultats

obtenus est importante.

Dans le cadre de l'étude de I'exactitude des seérologies parvovirus B19 au
laboratoire de I'hépital St Philibert, deux échantillons d’évaluation externe de qualité
(EEQ) ont été utilisés : un niveau bas et un niveau haut, respectivement pour I'analyse
des IgM et des IgG anti-parvovirus B19. Les EEQ sont qualitatifs pour les valeurs

négatives et quantitatifs pour les valeurs positives.
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+»+» Test de I'exactitude pour les IgM anti-parvovirus B19

Ecart- cVv Biais /

Cible -
- . type | groupe groupe Biais 3
Eclz:a_rnct:l_:_lon Nom;ore \{_a;gt;r (grdo:pe (groupe de de limite score Note Conclusion
airs) de pairs pairs (%)
P pairs) (%) (%)
2023 232 67 <0,10 Négatif ND* ND ND ND ND A CONFORME
2023 233 23 12,2 13,8 1,14 8,26 -11,59 | 16,54 @ -1,40 A CONFORME

*ND : Non déterminé par 'organisme évaluateur

+» Test de I'exactitude pour les IgG anti-parvovirus B19

Tableau VIII - Résultats des tests d'exactitude pour les IgG anti-parvovirus B19

Ecart- cVv Biais /

Cible . .
Echantillon Nombre Valeur (groupe type groupe | groupe I.B'a.'s - N lusi
CTCT (N) Labo de (groupe d_e d_e imite score ote Conclusion
airs) de pairs pairs (%)
P pairs) (%) (%)
2023 232 67 <0,10 Négatif ND* ND ND ND ND A CONFORME
2023 233 21 8,07 7,53 0,76 10,08 717 20,19 = 0,71 A CONFORME

*ND : Non déterminé par 'organisme évaluateur

Que ce soit pour le dosage des IgM ou des IgG anti-parvovirus B19, les résultats
obtenus pour les niveaux bas (négatifs) sont concordants avec ceux du groupe de
pairs. Il s’agit d’'un résultat qualitatif pour lequel le calcul du z-score n’est pas
applicable. Le fournisseur des EEQ nous a attribué la note la plus haute (A), le test est

donc conforme aux exigences du laboratoire.
Pour les niveaux hauts, le z-score calculé est compris entre -2 et +2 que ce soit

pour le dosage des IgM ou des IgG anti-parvovirus B19. Le fournisseur des EEQ nous
a attribué la note A, le test est donc conforme.
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4. Comparaison de méthodes

Chaque sérum a été testé en double a la fois avec I'ancienne et la nouvelle

référence de réactif, permettant une comparaison des résultats.

D’aprés Cohen et al. (49) et le SH-GTA-04 (version1, page 185) (50), 'accord entre
deux méthodes (variant de mauvais a excellent) est défini par la valeur du coefficient

de concordance Kappa noté K.

Tableau IX - Accord entre 2 méthodes évaluées en fonction du coefficient de Kappa de Cohen

K

Accord entre 2 méthodes

Mauvais = Négligeable Faible Moyen Satisfaisant Excellent

K K<0 0<K<0,20 0,21<K<040 041<K <060 061<K<080 0,81<K<1

+ Résultats du dosage des IgM anti-parvovirus B19

20 sérums de patients provenant de la sérothéque ont été analysés en double pour
I'analyse des IgM anti-parvovirus B19.

Tableau X - Résultats de la comparaison de méthode pour les IgM anti-parvovirus B19

Ancienne référence

Négatif Douteux Positif Total
(<0,90) (0,90-1,10) (=1,10)
Négatif
(<0,90) 10 1 0 11
Douteux 0 0 0
Nouvelle  (0,90-1,10)
référence Positif
(1,10) 0 0 9 9
Total 10 1 9 20
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Sur les 20 sérums testés, les deux méthodes donnent des résultats identiques pour
19 sérums. On remarque qu’un sérum rendu douteux avec I'ancienne référence de
réactif est négatif avec la nouvelle référence.

Le calcul du coefficient de concordance Kappa donne « = 0,904, correspondant a
un accord excellent entre les deux méthodes. Les résultats sont donc satisfaisants et

conformes aux exigences du laboratoire.

+» Reésultats du dosage des 1gG anti-parvovirus B19

Tableau Xl - Résultats de la comparaison de méthode pour les IgG anti-parvovirus
B19

Ancienne référence

Négatif Douteux Positif Total
(<2) (2-2,5) (=2,5)
Négatif
(<2) 2 0 0 2
Douteux
Nouvelle (2-2,5) 0 0 0 0
référence Positif
> 2.5) 0 0 16 16
Total 2 0 16 18

Pour le dosage des IgG anti-parvovirus B19, 18 sérums ont été testés. L’analyse
donne des résultats identiques avec les deux méthodes. L’ensemble des résultats est

concordant.

Le calcul du coefficient de Kappa donne k = 1. L’accord entre les deux méthodes

est excellent et le test est considéré comme conforme.

5. Etude des interférences

Dans un dossier de vérification de méthode de portée A, une étude des
interférences doit étre réalisée si le biologiste I'estime nécessaire.

Les interférences en sérologie peuvent entrainer un résultat erroné ce qui
justifie leur étude. |l est donc important de définir une limite au-dela de laquelle le

résultat ne doit pas étre rendu.
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Les paramétres les plus souvent a 'origine d’interférences en sérologie sont :
'hémolyse (présence d’hémoglobine), l'ictere (reflet du taux de bilirubine), la lipémie
(taux de triglycérides) ainsi que certains médicaments (exemple: les

immunoglobulines polyvalentes).

A. Etude de linterférence de ’lhémoglobine, d’un ictére et de la lipémie

D’aprés la fiche technique pour les sérologies parvovirus B19, il n'y a pas
d’interférence sur le titre en anticorps (IgM et IgG anti-parvovirus B19) jusqu’a :

- 10 g/L d’hémoglobine,

- 15 g/L de triglycérides,

- 400 mg/L de bilirubine.

Afin de vérifier les données du fournisseur, nous avons analysé deux sérums
provenant de la sérotheque (un positif en IgM et un positif en IgG anti-parvovirus B19),
dans lesquels une concentration croissante en hémoglobine a été ajoutée, pour mimer

une hémolyse et en évaluer son éventuel impact.

A partir d’une solution mére de globules rouges, une hémolyse a été provoquée

par congélation, ajout d’eau physiologique et centrifugations répétées.

Les sérums ont été dilués avec le culot globulaire afin d’obtenir des concentrations
croissantes en hémoglobine (2 g/L, 4 g/L et 8 g/L d’hémoglobine). Malgré que nous
ayons obtenus des premiers résultats en accord avec les données issues de la fiche

technique du fournisseur, ceux-ci n’ont pas pu étre confirmés.

Pour donner une valeur ajoutée a cette étude d’interférence, nous avons créé
des abaques de lecture réalisés a partir de gammes étalons pour les trois indices (HIL).
lls sont mis a la disposition des techniciens et permettent d’exclure, si nécessaire, des
prélevements dont I'interférence pourrait biaiser le résultat. En effet, 'automate Liaison
XL n’est pas capable de déterminer un indice HIL (Hémolyse, Ictere, Lipémie) comme
pourrait le faire un automate de biochimie. Afin de répondre a cette problématique
nous avons établi des gammes visuelles pour les différents indices. Le technicien
compare visuellement I'aspect du sérum du patient a ces abaques et rejette I'analyse
si l'aspect correspond a une concentration pouvant causer une interférence

significative.
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Pour l'ictére, le seuil de bilirubine a partir duquel une interférence significative est
possible est trés élevé (400 mg/L). Du fait de la rareté de sérums au-dela de ce seuil,
nous n’avons pas pu illustrer cette variable. Nous pouvons considérer que peu de

patients seraient impactés par une éventuelle interférence de la bilirubine.

Les abaques sont présentés ci-dessous (Figures 15 et 16) :

Hémolyse : en g/dL d’'hémoglobine

Figure 15 - Abaque de lecture pour I'hémoglobine
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Lipémie :en g/L de triglycérides

!

1g/L 2g/L ag/L 8g/L

]

v -

10g/L 12g/L

Figure 16 - Abaque de lecture pour la lipémie

Pour la sérologie parvovirus B19, le technicien doit considérer comme « non
conforme » et rejeter le prélevement si celui-ci présente l'aspect d’'un sérum

contenant plus de 10 g/L d’hémoglobine ou plus de 15 g/L de triglycérides.

B. Etude de linterférence de la congélation

Cette étude fait suite a une remarque de lingénieur d’application de la société
Diasorin qui nous a signalé un certain nombre de retours de clients indiquant un
potentiel probléme de faux négatifs lorsque le délai aprés décongélation d’un
prélevement est trop court.

Afin de vérifier 'absence d’interférence du délai d’analyse aprés décongélation sur
les titres en anticorps, les IgM et IgG anti-parvovirus B19 ont été dosés pour 30
patients dont les sérums faisaient partie de la sérothéque :

- AT1:juste aprés la décongélation,

- AT2:2 heures aprés décongélation.

Nous avons arbitrairement choisi de présenter les résultats sous forme
qualitative du fait de l'absence d’impact clinique d'une variation quantitative des

résultats.
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Tableau XIlI - Résultats des sérologies IgM et IgG anti-parvovirus B19 a T1 et T2

+ + + + Oui

1
2 + + + + Oui
& - - - - Oui
4 + + + + Oui
5 + + + + Oui
6 - - - - Oui
7 - - - - Oui
8 + + + + Oui
9 + + + + Oui
10 - - - - Oui
11 + + + + Oui
12 + + + + Oui
13 - - - - Oui
14 + + + + Oui
15 + + + + Oui
16 - - - - Oui
17 - - - - Oui
18 + + + + Oui
19 - - - - Oui
20 + + + + Oui
21 + + + + Oui
22 Equivoque Equivoque + + Oui
23 + + + + Oui
24 + + - - Oui
25 + + + + Oui
26 - - + + Oui
27 - - + + Oui
28 - - + + Oui
29 - - - - Oui
30 - - + + Oui

*T1 : Analyse réalisé juste apres décongélation
**T2 : Analyse réalisée 2 h aprés T1
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Le coefficient de concordance Kappa obtenu est égal a 1, ce qui correspond a un
accord excellent entre les deux analyses. Nous pouvons donc conclure a I'absence
d’interférence du délai aprés décongélation sur les titres en anticorps anti-parvovirus
B19.

6. Etude de la contamination inter-échantillon

Une étude de la contamination inter-échantillon a été réalisée, bien que I'automate
utilise des cbnes a usage unique pour chaque échantillon et rince ses sondes entre
chaque prélévement. Cette étude permet donc d’évaluer la performance du systeme
de lavage.

Le méme protocole a été appliqué pour le dosage des IgM et des IgG. Pour chaque
parameétre, nous avons sélectionné un sérum de titre élevé (noté H) et un sérum de
titre faible (noté B) provenant de la sérothéque. La séquence suivante a été réalisée :
trois dosages consécutifs sur le niveau haut (H) suivi de trois dosages sur le niveau

bas (B). Ce cycle a été répéte cinq fois.

A partir des résultats obtenus, le pourcentage de contamination « p » a été calculé
selon la formule suivante :

moyenne des B1 — moyenne des B3

p(%) = 100

moyenne des H — moyenne des B3 x

Tableau XIIl - Résultats des tests de contamination pour les IgM anti-parvovirus B19

Cycle 1 Cycle 2 Cycle 3 Cycle 4 Cycle 5
H1 9,52 H1 9,6 H1 10 H1 971 H1 9,67
Niveau haut
(H) H2 10,1 H2 962 H2 959 H2 966 H2 10
H3 9,01 H3 993 H3 952 H3 953 H3 983
B1 103 B1 103 B1 105 B1 1,06 B1 1,06
Niveau bas
(B) B2 103 B2 105 B2 105 B2 1,05 B2 1,04

B3 105 B3 105 B3 103 B3 107 B3 1,05

Pour les IgM, le pourcentage de contamination obtenu est égal a 0,046%.
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Tableau XIV - Résultats des tests de contamination pour les IgG anti-parvovirus B19

Cycle 1 Cycle 2 Cycle 3 Cycle 4 Cycle 5
H1 83,8 H1 76 H1 835 H1 857 H1 856
Niveau haut
(H) H2 87,2 H2 853 H2 79 H2 87,3 H2 875
H3 81,7 H3 87,7 H3 76,3 H3 86,2 H3 7938
B1 3,32 B1 3,4 B1 342 B1 361 B1 3,41
Niveau bas

(B) B2 332 B2 33 B2 325 B2 337 B2 3,46
B3 341 B3 336 B3 336 B3 35 B3 332

Pour les IgG, le pourcentage de contamination obtenu est égal a 0,052 %.

Etant donné l'absence de recommandations concernant le pourcentage de
contamination a ne pas dépasser, nous nous sommes fixés comme objectif

I'incertitude de mesure calculée pour ce parametre.

Pour les deux paramétres (IgM et IgG anti-parvovirus B19), le pourcentage de
contamination est inférieur a 5% soit significativement inférieur a l'incertitude de
mesure connue et calculée pour la sérologie parvovirus B19 avec I'ancienne technique

(25%). L'analyse est donc conforme aux exigences du laboratoire.
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V. Discussion

Dans un souci d’amélioration constante du processus qualité, un dialogue
perpétuel est maintenu avec les cliniciens, ainsi qu’avec les fournisseurs de réactifs et

de systémes analytiques.

Ce travail de thése s’inscrit dans la démarche qualité du laboratoire, en répondant

a plusieurs problématiques.

1. Problématique épidémiologique

En paralléle de ce travail de thése, un bulletin émanant de Santé Publique France
publié en date du 22 avril 2024 et actualisé en juin 2024, a relaté une situation
préoccupante concernant les infections par le parvovirus B19 en France (51,52).

En effet, une épidémie touchant 'ensemble du territoire frangais et toutes les
catégories d'age, avec une incidence particulierement notable chez les enfants, a été
observée depuis mai 2023. L'intensité de cette épidémie a progressé au cours du

dernier trimestre de 2023 pour culminer en mars 2024.

La collecte et 'analyse de données par Santé Publique France ont permis de faire
état de la situation épidémique du parvovirus B19 en France en 2024, en comparaison

aux années précédentes. Les données utilisées provenaient de différentes sources :

- Le réseau 3Labos, qui recense les résultats des laboratoires Cerballiance et
Eurofins-Biomnis, par I'analyse des résultats des tests PCR et de sérologie IgM
anti-parvovirus B19,

- Les données de passage aux urgences collectées par le réseau
OSCOUR® (Organisation de la surveillance coordonnée des urgences), via
I'analyse des codes utilisés pour identifier une infection a parvovirus B19,

- Les données du réseau SOS Médecin,

- Les données des laboratoires de virologie hospitaliers, obtenues par une
enquéte réalisée en mai 2024, qui a permis de recenser le nombre de
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prélevements réalisés et le nombre de prélevements positifs sur sang foetal et
sur liquide amniotique pour le parvovirus B19,

- Les données du CépiDC (Centre d'Epidémiologie sur les Causes Médicales de
Déces), obtenues par I'étude des certificats de décés mentionnant le parvovirus
B19.

Les observations cliniques ont rapporté une augmentation du nombre de fausses
couches et de morts foetales associées a une infection par le parvovirus B19 dans les
services de périnatalité.

Les analyses des données des laboratoires ont révélé une augmentation
significative du nombre de prélévements positifs au parvovirus B19 : le CHU de Cochin
a rapporté que le nombre de préléevements positifs a parvovirus B19 aurait triplé au
cours des huit premiers mois de 2023 en comparaison a I'année 2022. La présence
du parvovirus B19 dans les échantillons de liquide amniotique aurait notamment

largement dépassé les niveaux habituels.

Par ailleurs, une augmentation des cas d'infections séveres a parvovirus B19 a été

signalée a Santé publique France par certains médecins urgentistes et réanimateurs.

La surveillance virologique a révélé une augmentation du nombre de diagnostics
d’infection a parvovirus B19 de novembre 2023 a avril 2024, dans les trois groupes
démographiques suivants : les enfants de moins de 15 ans, les femmes agées de 20
a 40 ans et les personnes agées de 15 ans ou plus (Figure 17).
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Figure 17 - Nombre de tests IgM positifs pour infection a parvovirus B19 et taux de
positivité global dans les trois catégories de la population (enfants, femme de 20 a 40
ans, et autres), en France, de janvier 2019 a mai 2024, d’aprés Santé Publique
France (52)

Au total, le nombre de prélévements de sang foetal et de liquide amniotique positifs
a parvovirus B19, ainsi que le nombre de passages aux urgences et d’actes réalisés
par SOS Médecins pour suspicion d'infection par le parvovirus B19 a connu une
augmentation en 2023-2024, selon les données recueillies par Santé Publique France.
Une tendance a la hausse du taux de déces moyen annuel associé a une infection par
le parvovirus B19 a également été observée : évalué a 1,8 déces par an pour la
période 2015-2019, il s’éléverait a 3,5 décés par an de 2020 a 2024. De janvier a juin
2024, 5 déces liés au parvovirus B19 ont été recensés, tous survenus chez des enfants
de moins d’'un an. Parmi ces déceés, quatre seraient survenus a la suite d’'une infection

congénitale a parvovirus B19.

Les recommandations nationales soulignent l'importance de surveiller de prés
l'impact de cette épidémie, en particulier chez les populations les plus vulnérables : les
individus immunodéprimeés, les patients souffrant d'anémie chronique et les femmes

enceintes (51,52).
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2. Problématique clinigue

Afin d’assurer une prise en charge optimale du patient, une approche
multidisciplinaire impliquant un dialogue étroit entre cliniciens et biologistes est
adoptée. Le biologiste, par la prestation de conseils, fournit des précisions sur les
résultats d’analyse et conseille le clinicien sur d’éventuelles analyses complémentaires
a effectuer pour établir un diagnostic. Cela suggére que le biologiste doit avoir une
connaissance approfondie des techniques d’analyses utilisées au laboratoire et justifie
I'élaboration d’'un dossier de vérification de méthode élaboreé.

En effet, le dossier de vérification de méthode permet au biologiste de prendre du
recul sur la technique afin d’en connaitre les spécificités, les avantages ainsi que les
limites. Cette connaissance approfondie de la technique profite au clinicien en le
guidant dans la démarche diagnostique du patient.

Par la réalisation de ce dossier de vérification de méthode, nous avons pu mettre

en évidence les performances ainsi que les limites des tests de sérologie pour le
parvovirus B19.

A. Interférences : pourquoi réaliser leur étude ?

Les interférences peuvent conduire a des résultats erronés en modifiant la
concentration de I'analyte mesuré, soit a la hausse (faux positif) soit a la baisse (faux
négatif). Elles altérent la liaison de I'anticorps a I'antigéne. Elles peuvent provenir de
substances endogénes (comme les auto-anticorps ou la lipémie), exogénes (tels que
les médicaments, par exemple les injection d'immunoglobulines polyvalentes), ou liées
aux variations pré-analytique (comme la pose prolongée du garrot lors du prélévement,
qui peut étre responsable de I'hémolyse du prélévement) (53). La survenue
d’interférences varie d’une personne a une autre. |l est important de connaitre les
causes possibles d’interférences pour interpréter les résultats de l'automate de
maniére critique et éviter une mauvaise interprétation. L'expertise du biologiste, qui
alerte sur la présence possible d’interférences, apporte une valeur ajoutée au clinicien
et lui permet d’adapter l'interprétation du résultat.

Au cours de ce travail, nous avons étudié les interférences de 'hémoglobine, et du
délai aprés décongeélation sur les résultats de sérologie du parvovirus B19.
61



L’étude de linterférence de I'hnémoglobine n’a pas été concluante en raison de la
difficulté a reproduire une hémolyse dans un sérum de patient. Le protocole utilisé
nécessite des améliorations. En effet, nous avons été confronté a certaines difficultés
liées a une contamination de notre solution globulaire, notamment du fait de la
présence d’'IgG anti-parvovirus B19 dans le pool globulaire, ce qui a conduit a une
surestimation des titres en anticorps. Ces résultats restent a affiner dans une

éventuelle étude secondaire.

D’autres interférences aurait pu étre étudiées, notamment I'étude de I'impact :

- d’une interférence médicamenteuse (par exemple, en cas de perfusion
d'immunoglobulines polyvalentes),

- de la présence de facteurs rhumatoides,

- de I'effet matrice (sérum / plasma).

La politique du laboratoire de I'hdpital Saint Philibert veut que seuls les tubes secs
permettant le recueil de sérum soient utilisés en sérologie, bien que I'utilisation de
plasmas prélevés sur tube héparine, EDTA et citrate de sodium ait été validée par le
fournisseur Diasorin pour la réalisation de la sérologie parvovirus B19. Il serait
intéressant de vérifier 'absence d’'impact de la matrice choisie sur les résultats de
sérologie, afin d’élargir les criteres d’acceptabilité des échantillons pour inclure
également le plasma.

Concernant le principe de l'abaque de lecture, il permet une appréciation
visuelle de la conformité de I'échantillon. Cette méthode est subjective et son utilisation
varie d’'une personne a l'autre selon la capacité a différencier l'intensité des couleurs,
mais aussi selon la formation et 'expérience professionnelle (54). Le laboratoire étant
actuellement dans une démarche de renouvellement de ses automates, ce travail nous
a permis de souligner lI'importance de la détection automatisée des interférences
« HIL » qui sera d’ailleurs proposée dans lI'appel d’offres.

B. Contamination

Au cours de ce travail, nous avons réalisé une étude de la contamination inter-
échantillons. Cette étude a pour but de vérifier les performances de I'automate et de

s’assurer qu’'un échantillon contenant une forte concentration d’anticorps anti-
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parvovirus B19 ne contamine pas un échantillon suivant négatif ou contenant une

faible concentration en anticorps.
La sérologie parvovirus B19 étant réalisée dans un cadre totalement automatisé,

par un automate utilisant des cénes a usage unique et des systémes de ringage,

I'intérét de cette étude peut étre discute.

3. Problématique industrielle

Par la commercialisation d’un nouveau kit de réactifs pour la réalisation de la
sérologie parvovirus B19, et I'arrét de la commercialisation de I'ancienne référence de
réactifs, la société Diasorin nous impose donc de réévaluer cette nouvelle technique
de dosage. En conséquence et en lien avec nos obligations de maintien de
I'accréditation, nous avons di procéder a la réalisation d’un dossier de vérification de

méthode.

En effet, la sérologie parvovirus B19 est une analyse accréditée au laboratoire, et
tout changement dans la procédure doit faire I'objet de la rédaction d’'une portée
flexible d’accréditation, non détaillée au cours de ce travail (Annexe 2), ainsi que d’'un
dossier de vérification de méthode afin de satisfaire aux exigences du processus

qualité auquel le laboratoire est soumis.

Par I'étude de la comparaison de méthodes, le laboratoire s’assure de la
comparabilité des résultats obtenus avec les deux réactifs. Si les réactifs ne donnent
pas de résultats comparables, il convient de signaler au clinicien qu'une rupture
d’antériorité doit étre appliquée, ce qui signifie que les résultats antérieurs ne doivent
pas étre pris en compte. Cette information a toute son importance dans le suivi du
patient.
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4. Challenges rencontrés lors d’'une vérification de méthode en sérologie

infectieuse

Lors de la réalisation d’'un dossier de vérification de méthode il est important
d’interpréter les valeurs obtenues en les comparant a des valeurs de référence issues
de sociétés savantes ou de publications scientifiques. Une des premieres difficultés
est qu’en infectiologie, et notamment en sérologie infectieuse, il existe trés peu de
recommandations comparé a ce que I'on trouve en biochimie automatisée. C’est ainsi
gu’au cours de ce travail, nous avons par exemple fixé les CV limites de la répétabilité
en appliquant la méthodologie suivante : le CV limite est choisi en référence a la
moyenne des CV observés dans les groupes de pairs de I'année, en appliquant la
formule de Vassault et al. (55) : CV répétabilité = CV reproductibilité x 0.75.

D’autre part, une deuxiéme difficulté réside dans la particularité de la sérologie ou
parfois les résultats peuvent étre exprimés sous différentes formes : ratios, indices,
valeurs semi quantitatives, valeurs supérieures ou inférieures au domaine de mesure
etc. Ainsi, lI'exploitation des données peut étre délicate, notamment pour les
échantillons d’évaluation externe de qualité (EEQ) dont les résultats peuvent étre, ou

non, statistiquement exploitées.

Troisiemement, la plupart du temps, les sérologies comprennent une zone grise,
ou les résultats sont douteux. Il serait intéressant de pouvoir calculer I'incertitude de
mesure au sein de cette zone grise. En effet, c’est dans ce cas bien particulier que
l'incertitude de mesure a une vraie valeur ajoutée cliniguement. Néanmoins, aucun
controle de qualité interne ayant une valeur cible autour de la zone grise n’est
commercialisé ou fourni par le fabricant du réactif. En général, quatre ou cinq EEQ
sont réalisés chaque année. Il est souvent difficile d’obtenir un nombre suffisant de
résultats positifs ayant le méme niveau que celui du CQl.
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VI. Conclusion et perspectives

C’est dans un contexte d’épidémie a parvovirus B19 que j'ai eu I'opportunité de
participer a la réalisation du dossier de vérification de méthode pour son analyse par
sérologie sur 'automate Liaison XL de la société Diasorin. Cette expérience s’est
avérée extrémement enrichissante car elle m'a permis d’élargir mes connaissances
dans les deux domaines que sont la qualité au laboratoire et la virologie. Elle vient
compléter la formation théorique et pratique que j'ai suivie en stage de virologie au
CHU de Lille, ainsi que celle acquise dans les différents stages réalisés durant mon
internat en Biologie Médicale.

Une actualisation de la norme NF EN 1SO15189, version V.2022, allege les
exigences concernant la réalisation d’'un dossier de vérification de méthode, sous
réserve que I'on puisse justifier a la fois techniquement et cliniquement nos décisions.
La biologie médicale n’étant pas figée mais en perpétuelle renouvellement, ce travalil
m’a permis de constater que le biologiste peut mettre a profit toutes les connaissances
acquises au fil des années (cours, stages d’internat) pour modeler et diriger un projet,

initialement formel, vers un systéme davantage orienté vers le patient.

De plus, ce travail a apporté une contribution concréte au laboratoire de I'hépital
Saint Philibert par la réalisation des tests des nouveaux réactifs et la rédaction du
dossier de veérification de méthode. L'utilité de ce travail est donc double : il contribue
a ma formation personnelle tout en répondant de maniére significative aux besoins du

laboratoire.

Les résultats obtenus au cours de ce dossier de vérification de méthode sont
conformes aux exigences du laboratoire, garantissant un rendu fiable des résultats aux
prescripteur, et in fine, aux patients. Cependant, des études ultérieures pourraient étre

menées pour compléter ou approfondir certains points :

- Une étude approfondie de l'impact des interférences HIL par l'utilisation d’un
patient « témoin » a qui I'on pourrait prélever plusieurs tubes de sérum auxquels

une quantité croissante d’interférent sera ajoutée,

- Une étude de lincertitude de mesure autour de la zone grise. Un travail de

recherche devra étre mené pour trouver un fournisseur commercialisant des
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contrbles dont la valeur cible est proche de la zone douteuse. Une collaboration
inter-laboratoires pourrait également étre mise en ceuvre, comme cela se fait

parfois avec les EEQ,

Un travail collaboratif avec nos prescripteurs gynécologues-obstétriciens
concernant, en sérologie, les risques de faux positifs en IgM avec certaines
techniques, ou la persistance des IgM qui peuvent, dans certains cas, persister

plusieurs mois voire années dans le sérum.
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ANNEXES

Annexe 1 : Détermination des CV fournisseur

DiaSorin ada S0 A Con 2o v
» Via Crescentino, snc
[DiaSorin et

tel, +39 /0151 4RTS26/947

fax «39 /0361 an7670

Saluggia, 17th July, 2023

Subject: LIAISON® Blotrin Parvo B19 IgG and IgM Plus (code 311540 and 311560)

Dear valued customer,

The LIAISON® Biotrin Parvo B19 IgG and IgM Plus IgG were designed to have the
following intra~ and inter-Assay Coefficients of Variability, with known
concentrations of the analytes (usually a high and low value).

Code Assay Inter-assay CV%  Intra-assay CV¥%
311540  LIAISON® Biotrin Parvo B19 <15 <15
1gG Plus
311560  LIAISON® Biotrin Parvo B19 <15 <15
IgM Plus

European Custortier Care Senior Director
DiaSorin Italia S.p.A. con soclo unico

The cofiovmanaowt cantovied o0 s Wimer & confidestind snd indended fur M sole wse of e reapved. Yo should net copy ar wiv It fiv any pwpose. giscose e
CONtEnts of hE SHME L0 Dy OINE! DersOn o Sovwavd i wATAOUT Express permisan

Capitale Sociele 1 000,000 furo i v - REA VC 305296
Codice Fiscale Partitn (VA 02749260028
Sede Legade In Saluggia - Via Crescentng, snt, CAP 13040
Boceth sotioposta all'stuvts o dew sone ¢ coordinamesto & Dissonn 5.p.A

disoringroup.com dissorin.com m
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Annexe 2 : Portée flexible

GROUPEMENT N
DES HOPITAUX Date d’application :

20/03/2024
Indice de révision : 6

Ref. HK1-ENRO03

\ LABORATOIRE Pages:1/6

Formulaire d’enregistrement :
Fiche de suivi de modification de la portée

flexible
Documents associés :
HD1-PR04 Gestion de la portée flexible d'accréditation (HD1-PR04)
SP SV EBMD
ANALYSES : Parvovirus IgG et IgM X O O

1. Description du besoin de modification de la portée flexible

00 Examen nouveau
= Examen modifié
O Examen arrété

Expliquer les raisons de la modification de la portée du laboratoire

Suite a I'annonce de la société Diasorin en Aodt 2023 de la mise en production d’une nouvelle référence
de réactif pour les analytes suivants Parvovirus B19 IgG Plus, Parvovirus B19 IgM Plus, le laboratoire
adapte sa portée flexible en vue d’une mise en production au sein du laboratoire pour 2024.

2. Achats

Besoins :

Expliquer les achats nécessaires engendrés par cette modification de la portée du laboratoire

Exemple : calibrants, contrble, thermométres, ...

Si aucun achat nécessaire, indiquer : Non concerné et passer au point suivant

Actions décidées : Achats des réactifs, contrdles de qualité internes correspondants — Ancienne
référence mise en non commandable

Pilote(s) : E.K, M.J.

Délais : Octobre 2023 - Février 2024

Vérification de réalisation des actions : OK

Rédaction : Validation : Approbation :

O0.D A.C AF.G

Technicienne qualité Chef de pdle Biologiste Responsable Qualité
Date : 09/11/2023 Date : 17/02/2023 Date : 18/02/2023

Signatu '€  La signature électronique fait foi Signature . La signature électronique fait foi Signature . La signature électronique fait foi

68



\ LABORATOIRE Pages:2/6

GROUPEMENT S
DES HOPITAUX Date d’application :
E L'INSTITL . , . . 20/03/2024
) | T —g_F::).rn;‘ulzlre d.e.n;e |strde.|f1.1entt. ’ del e Indice de révision : 6
~ » iche de suivi de ?I?xillollga ionde laportée | o ¢ s ENRO3

3. Revue de I'organisation générale du laboratoire

Besoins :

Expliquer les changements nécessaires dans [l'organisation du laboratoire engendrés par cette
modification de la portée du laboratoire (changement de référents, impact sur le planning, sur le
ramassage des bilans, ...)

Si aucun changement, indiquer : Non concerné et passer au point suivant

Actions décidées et documents a modifier : Ce changement de techniques n’a pas d’impact sur
I'organisation générale du laboratoire

Pilote(s) : BD
Délais : Non applicable

Vérification de réalisation des actions : OK

4. Phase pré-analytique

Besoins : Préléevement / Tubes / Conditions de transport / Revue des demandes

Expliquer les changements nécessaires dans la phase pré-analytique engendrés par cette modification
de la portée du laboratoire. Lister les mises a jour documentaires nécessaires (Catalogue des analyses,
manuel de prélevement, ...)

Si aucun changement, indiquer : Non concerné et passer au point suivant

Actions décidées et documents a modifier : Ce changement de techniques n’a pas d’impact sur la
phase pré-analytique

Pilote(s) : B.D
Délais : Non applicable

Vérification de réalisation des actions : OK

5. Revue de contrats

Besoins :
Expliquer les changements engendrés par cette modification de la portée du laboratoire dans les
contrats déja signés par le laboratoire ainsi que dans les nouveaux contrats

Actions décidées et contrats a modifier : Ce changement de techniques n'ont pas d’impact sur la
revue de contrats

Clients a prévenir : Non applicable
Pilote(s) : B. D
Délais : Non applicable

Vérification de réalisation des actions : OK
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\ LABORATOIRE Pages:3/6

GROUPEMENT L
DES HOPITAUX Date d’application :
N\ DEL'INSTI e laire o st . 20/03/2024
‘ e :.rn;]u (a;re .erl:;eqls :(:.:_'ent_ i de | e Indice de révision : 6
iche de suivi de :‘?e(:(iI:)II:a ion de la portée | ¢ |1 ENRO3

6. Phase analytique

Besoins :

Expliquer les changements nécessaires dans la phase analytique et les éventuels modes opératoires a
créer ou modifier en raison de cette modification de la portée du laboratoire (impact sur I'utilisation de
l'automate, la gestion de la documentation externe, les conditions environnementales, la métrologie, les
maintenances ...)

Actions décidées et documents a modifier :
- Modification du mode opératoire HD3-MO18 - Utilisation du Liaison XL pour inclure les nouveaux
codes automate : Parv-Mp , Parv-Gp
- Modification du document HD2-IM-INSO1 - Validation analytique des sérologies (dont AES) sur
Centaur et Liaison XL
Pilote(s) : B.D
Délais : Décembre 2023

Vérification de réalisation des actions : OK

7. Formation/Habilitation/Maintien des compétences du personnel

Besoins en formation/habilitation :

Expliquer les besoins en formation du personnel engendrés par cette modification de la portée du
laboratoire, ainsi que les nouvelles habilitations nécessaires

Actions décidées : Information des techniciens et biologistes. Ces analyses seront réalisées sur
lautomate de sérologie actuel et ne nécessitera pas pour leur mise en ceuvre de compétences
techniques supplémentaires.

Pilote(s) : BD

Délais : Février 2024

Vérification de réalisation des actions : OK

8. ClQ et EEQ

Modalités de gestion et de mise en place des cartes de contréle pour le CIQ :

Exemple : stratégie de passage des CIQ (fréquence, nombre de niveaux) ; type de contrébles choisis
(CIQ, CIQ externalisés) ; ...

Participation a un EEQ et exploitation des résultats obtenus :

Exemple : abonnement a 'EEQ organisé par, changement de groupe de pairs (indiquer le changement
de technique), ...

Les EEQ restent les mémes. Un paramétrage sera réalisé sur le site du fournisseur d’EEQ pour tenir
compte du nouveau réactif. Les nouveaux CQI (un niveau bas et un niveau haut) seront paramétrés
dans URT et UC2 et feront I'objet d’une fidélité intermédiaire. Les performances attendues et
paramétrées dans URT seront mises a jour.

Pilote(s) : B.D

Délais : Novembre - Décembre 2023

Vérification de réalisation des actions : OK
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\ LABORATOIRE Pages:4/6

GROUPEMENT , I
DES HOPITAUX Date d appllpatpon :
) CATHOLIQU Formulaire d’enregistrement : Indice 32’323;5& .6
D “ Fiche de suivi de modification de la portée )
flexible Ref. HK1-ENRO03

9. Modifications informatiques

Besoins :

Expliquer les modifications nécessaires du SIL et des connexions associées (connexion, paramétrage,
rapports, sauvegardes, gestion du compte-rendu de résultats, ...) engendrés par cette modification de la
portée du laboratoire.

Le cas échéant, penser a supprimer le commentaire sur le compte-rendu de résultats (le délai sera
choisi en fonction de I'examen).

[ Si analyse nouvellement accréditée, retirer I'étoile sur le compte-rendu (libellé analyse GLIMS) et
ajouter la date d’accréditation (méthode d’évaluation GLIMS).

Actions décidées :
Ces nouvelles références nécessitent un paramétrage sur le Liaison XL (ajout d’'une nouvelle technique,
ceci ayant été réalisé par I'ingénieur d’application)
- Onelink : paramétrage a effectuer : dans affectation des tests, modifier le code automate lors de
la bascule/ Par-Gp et Par-Mp. Modification des régles d’expertise : XL_PBO05, 06, 7a, 7b, 7c, 7d,
7e, 71, 9, 10, 11, 12, 12bis, 14, 15b, 16, 17, 18, 18b, 19, 31, 32, 33, 34
- Glims — Cyberlab : pas d’'impact pour les codes automates
Nous ne réalisons pas de rupture d’antériorité pour les sérologies Parvovirus car méme si les valeurs de
référence sont modifiées pour les IgG, s’agissant d’'une méthode qualitative, I'interprétation n’est pas
modifiée.

Dossier test : P240850471
Pilote(s) : B.D

Délais : Février 2024

Vérification de réalisation des actions : OK

10. Valeurs de référence et interprétation des résultats

Besoins :

Expliquer les éventuels changements dans les valeurs de référence engendrés par cette modification de
la portée du laboratoire

Modification des valeurs pour Parvo IgG dans Onelink et Glims au moment de la bascule

Pilote(s) : B.D

Délais : Février 2024

Vérification de réalisation des actions : OK
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11. Validation biologique et prestation de conseils

Besoins :
Expliquer les changements & apporter aux critéres de validation biologique engendrés par cette
modification de la portée du laboratoire

Actions décidées et documents a modifier :
- Note d’information aux techniciens et biologistes.
- Note d’informations aux cliniciens
Par rapport a la modification des valeurs de référence pour les IgG Parvovirus
Pilote(s) : B.D
Délais : Non applicable

Vérification de réalisation des actions : OK

12. Phase post-analytique

Besoins :
Expliquer les autres changements a apporter a la phase post-analytique (Conservation des échantillons,
sérotheque, ...) engendrés par cette modification de la portée du laboratoire

Actions décidées et documents a modifier:

Aucun changement n’est a apporter a la phase post-analytique. La conservation des échantillons et
dans la sérotheque reste inchangée.

Pilote(s) : B.D

Délais : Non applicable

Vérification de réalisation des actions : OK

13. et 14. Dossier de vérification de méthodes et estimation des incertitudes

Pilote(s) : B.D
Modification du DVM-IM-36 — IgM anti-Parvovirus B19, du DVM-IM-35 — IgG anti-Parvovirus B19
Délais : Décembre 2023

Vérification de réalisation des actions : OK
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15. Systeme Management de la_Qualité

IE‘)?;EZ:; les éventuelles modifications a apporter au systéme de management de la Qualité
(modification ou mise en place d’un indicateur qualité, modification du planning d’audit annuel, ...)
Actions décidées et documents a modifier : Audit interne a prévoir en 2024 (audit de tracabilité).
Pilote(s) : AFG

Délais : 2024

Vérification de réalisation des actions : Prévu en 2024

16. Information des clients

Pilote(s) : BD

Date de réalisation : 26/02/2024

17. Information du COFRAC

Pilote(s) : AFG

Date de réalisation : 27/02/2024

18. Mise a jour du tableau des portées et de la liste détaillées des examens de la portée (si
besoin)

Pilote(s) : AFG

Date de réalisation : 27/02/2024

19. Autorisation d’emploi sous accréditation

Autorisé par : BD

Date : 27/02/2024

Remarques / Autres actions décidées :
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Résumé :

Le parvovirus B19 est un virus a ADN de la famille des Parvoviridae, dont la
transmission interhumaine s’effectue par contact avec les gouttelettes respiratoires
infectées, par voie transplacentaire ou sanguine. Chez les immunocompétents,
I'infection est asymptomatique ou se manifeste par des symptémes Iégers, tels qu’un
syndrome pseudo-grippal ou des éruptions cutanées. Cependant, ce virus peut
provoquer des complications plus graves, notamment chez les femmes enceintes, les
individus immunodéprimés et les patients atteints d’anémie hémolytique chronique.
Son diagnostic repose sur la sérologie ou la détection de son génome PCR, en
association avec les arguments cliniques. Ce travail a eu pour objectif I'élaboration
d’'un dossier de vérification de méthode pour la sérologie du parvovirus B19, suite a
un changement de réactif du fournisseur Diasorin, ainsi qu'a I'étude d’interférences
pouvant étre a l'origine d'un résultat erroné compromettant la prise en charge du

patient.
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