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. INTRODUCTION

Le Parvovirus B19 (PVB19), ou Erythrovirus B19, est un virus ubiquitaire chez
I’Homme. II est a I’origine d’infections dont la présentation varie fortement selon 1’age et le

statut immunitaire, physiologique et pathologique du sujet infecte.

L’infection par le PVBI19 est asymptomatique ou bénigne chez le sujet
immunocompétent et responsable de manifestations séveres chez le patient atteint d’une
pathologie constitutionnelle de 1’érythrocyte ou d’une anémie chronique, chez le sujet
immunodéprimé ou chez le feetus. Parmi les manifestations cliniques les plus fréquentes, on
note une éruption cutanée appelée « mégalérythéme épidémique » chez I’enfant et des

arthralgies chez 1’adulte.

La sérologie consiste en la recherche dans le sérum du patient des anticorps
spécifiques dirigés contre le PVB19, de type IgM et IgG, dans le but de diagnostiquer une
infection, ancienne ou récente, par le virus. La présence des IgM specifiques est en théorie
associee a une infection active ou récente par le PVB19 tandis que la présence isolée des 1gG
signe un contact antérieur. La sérologie constitue la technique privilégiée de diagnostic des
infections a PVB19 chez le sujet immunocompétent. En pratique, elle donne lieu a de
nombreuses difficultés d’interprétation, notamment du fait de réactivités non spécifiques au
cours d’autres infections microbiennes ou d’interférences analytiques. Son interprétation tient
compte du contexte clinique du patient et fait souvent appel a des analyses diagnostiques

complémentaires dont la recherche directe du virus par technique moléculaire.

Devant cette situation rencontrée en pratique professionnelle, le but de cette étude a
été d’évaluer la signification de la positivité des IgM du PVB19 chez les patients du CHU de
Poitiers sur une période de recueil de deux ans et demi. La détection du génome viral par
technique moléculaire était utilisée comme marqueur d’une véritable infection active par le
PVB19. Son résultat a été confronté aux données analytiques issues de la sérologie ainsi
qu’aux données biologiques et cliniques des patients investigués afin de rechercher des
critéres en faveur de 1’infection dans le cas d’une positivité des I[gM. L’étude des résultats de
sérologies d’autres virus et agents infectieux a en outre permis la recherche d’une possible

réaction non spécifique a I’origine de la fausse positivité des IgM du PVB19.
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Il. LE PARVOVIRUS B19

I1. 1 Caractéristiques virologiques

I1. 1. 1 Classification

Le Parvovirus B19 (PVB19) humain a été découvert en 1975 a Londres par Cossart et
al. (1) de maniere fortuite lors de la recherche systématique de 1’antigéne HBs dans des
sérums de donneurs de sang qui s’étaient révélés faussement positifs pour ce marqueur.
L’examen des particules virales en microscopie ¢€lectronique évoquait un parvovirus et
I’analyse du génome viral a par la suite confirmé son appartenance a la famille des
Parvoviridae (2). Ce virus fut successivement dénommé SPLV (serum parvovirus-like virus),
HPV (Human Parvovirus) puis B19 (3), en référence au numero identifiant la poche de sang
dans laquelle il fut découvert. Actuellement, deux dénominations sont employées : Parvovirus
B19 ou Erythrovirus B19.

Le PVB19 appartient a la famille des Parvoviridae, a la sous-famille des Parvovirinae

et au genre Erythrovirus.

La famille des Parvoviridae, du latin parvum « petit », rassemble des petits virus nus a
ADN. Au sein de cette famille se distinguent deux sous-familles : les Parvovirinae, qui

infectent les vertébrés, et les Densovirinae, retrouvés chez les insectes (3).

La sous-famille des Parvovirinae regroupe trois genres qui se différencient par leur

cycle de réplication (2) :

e Le genre Parvovirus, qui se réplique de maniére autonome et n’est retrouvé que chez
I’animal.

e Le genre Dependovirus, dont la réplication nécessite la présence d’un virus auxiliaire
ou « helper » (adenovirus ou herpesvirus). Ces virus sont dits défectifs. Ils sont
capables d’infecter I’Homme chez qui ils sont retrouves au niveau des épitheliums
respiratoires, génitaux et digestifs mais leur pouvoir pathogéne n’est pas établi.

e Le genre Erythrovirus dont le PVB19 est I’'unique espéce. Ce genre réalise un cycle de
réplication autonome mais limité aux précurseurs erythroides et doit son nom a ce

tropisme cellulaire particulier.
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I1. 1. 2 Structure

Le PVBI19 est un virus nu (non enveloppé) d’une taille de 20 nm (diametre de 18 a 26
nm au sein de la famille des Parvoviridae (2)). Il présente une capside de symétrie
icosaédrique composée de deux protéines VP1 et VP2 organisées en 60 capsomeres.

La protéine VP2 est le constituant majoritaire de la capside dont elle représente
environ 95 % (2). Cette molécule possede les domaines de liaison aux récepteurs et
corécepteurs et est ainsi impliquée dans la fixation des particules virales a la cellule cible (4).
La protéine VP1, minoritaire, est néanmoins davantage exposée a la surface du virion et donc
particulierement accessible aux anticorps (2). Elle intervient également dans I’entrée du virus
dans la cellule cible ainsi que dans le transport de la particule virale vers le noyau, site de la

réplication (5).

Le génome du PVBI19 est constitué d’une seule copie d’une molécule linéaire d’ADN
monocaténaire de 5594 nucléotides dont la polarité est soit positive soit négative avec une
fréguence équivalente. Les deux extrémités 3° et 5 auto-hybridées forment une structure dite
« en épingle a cheveux ». Ces formations terminales sont indispensables a la transcription, la

réplication et I’encapsidation virale (2).

VP1

Figure 1. Représentation générale de la structure du Parvovirus B19 (6). La capside icosaédrique

constituée des protéines VPI et VP2 renferme une molécule d’ADN monocaténaire.
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La molécule d’ADN du virus code cing protéeines : les deux protéines de capside VP1
et VP2, la protéine non structurale NS1 et deux petites protéines de 7,5 et 11 kDa. La protéine
NS1 est une protéine de régulation qui exerce différentes fonctions au cours du cycle de
réplication viral, notamment au niveau de la réplication et de 1’activation de la transcription.
Le réle des deux protéines de petit poids moléculaire n’est pas entierement défini mais semble
essentiel dans certaines fonctions virales. L’expression de la protéine de 11 kDa s’est ainsi
révélée capitale dans la production et 1’adressage cellulaire des protéines de capside et il a été

démontré qu’une mutation de cette protéine diminuait 1’infectiosité in vitro du virus (5).

Il. 1. 3 Variation génotypique

La variabilité globale de la séquence nucléotidique entre les différentes souches de
PVBI19 est d’environ 10 % (4). La région du génome présentant la plus forte divergence est la
région VP1 unique (VP1u) qui code pour la partie N-terminale de la protéine de capside VP1

(7) (dotée d’une activité enzymatique de phospholipase A2 (4)).

Une analyse phylogénétique basée sur la région codante 3’NS1 — 5°VP1u (séquence de
994 nucléotides) a permis la différenciation de trois génotypes : 1, 2 et 3. Les génotypes 1 et 3
comprennent chacun deux sous-génotypes, identifiés respectivement comme 1A/1B et 3A/3B
(7, 8).
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I1. 2 Physiopathologie

I1. 2. 1 Cycle de réplication

Le cycle réplicatif du PVB19 (Figure 2) s’effectue au sein des progéniteurs de la
lignée érythroide, essentiellement BFU-E (burst-forming unit of erythroid cells) et CFU-E
(colony-forming unit of erythroid cells), qui sont les stades cellulaires précédant les

érythroblastes au cours de I’érythropoiése.

L’entrée de la particule virale dans la cellule s’effectue par liaison au récepteur
principal qui est l’antigéne P de groupe sanguin ainsi qu’a des corécepteurs puis
internalisation et libération dans le cytoplasme. Le virus migre ensuite dans le noyau de la
cellule ou se produit la décapsidation du génome. Le noyau est le site de la réplication et de la

transcription.

La molécule d’ADN viral simple brin, de polarité positive ou négative, est initialement
convertie en une forme a double brin par I’action de I’ADN-polymérase cellulaire qui se fixe
au niveau de I’amorce constituée par I’extrémité 3° auto-hybridée pour synthétiser le brin
complémentaire (2).La transcription du génome viral est alors réalisée par I’ ARN-polymérase
cellulaire a partir de cette molécule d’ADN bicaténaire. Les transcrits migrent vers le
cytoplasme ou a lieu la phase de traduction, soit la synthése des cing protéines virales par
I’intermédiaire des ribosomes de la cellule. La protéine NS1 néosynthétisee rejoint le noyau et
joue un role d’augmentation de I’efficacité de la transcription par recrutement des facteurs de

transcription (4).

La protéine de régulation NS1 intervient également dans le phénomene de réplication
du génome. La molécule d’ADN double brin initialement synthétisée présente une liaison
covalente entre les deux brins et I’activité endonucléasique de NS1 est nécessaire pour les
séparer. La protéine provoque une coupure au niveau du brin source, I’extrémité 3’ de ce brin
source devenant I’extrémité 5° du brin complémentaire (2). La forme réplicative a double brin
est ainsi obtenue. Les extrémités de ces formes réplicatives vont a nouveau s’auto-hybrider,
entrainant 1’élongation complémentaire de I'un des brins a partir de la nouvelle amorce
formée et la libération de I’autre brin qui peut étre utilisé pour la formation d’un virion. Ce
brin généré peut présenter de maniére aléatoire une polarité positive ou négative. Le brin

rendu double permet d’amplifier le processus de réplication.
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En parallele, les protéines de structure VP1 et VP2 s’assemblent dans le cytoplasme
pour former une procapside. Celle-ci est transportée dans le noyau pour permettre
I’encapsidation des molécules d’ADN simple brin nouvellement synthétisées et aboutir ainsi
aux particules virales matures. Les brins de polarité positive et négative sont encapsidés

isolément en proportions identiques.

L’infection de la cellule cible débouche sur un processus apoptotique dans lequel est a
nouveau impliquée la protéine régulatrice NS1 par activation de voies de signalisation
cellulaire, en particulier la voie de la caspase 3 (9). Cette destruction de la cellule permet la

libération des virions néoformés, qui peuvent ensuite infecter de nouvelles cellules réceptives.
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Figure 2. Cycle de réplication du Parvovirus B19 (10). Le virus entre dans la cellule par

I’intermédiaire de I’antigéne P (globoside) et effectue la réplication de son génome dans le noyau.
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I1. 2. 2 Récepteurs cellulaires

Le récepteur cellulaire principal du PVB19 est ’antigéne P de groupe sanguin, ou
globoside, de nature polysaccharidique. Le groupe sanguin P est un systéme antigénique qui
comprend deux antigénes principaux P; et P ainsi qu’un troisiéme antigéne P* de fréquence
plus faible.Seul I’antigéne P joue le role de récepteur pour le PVB19. Différents phénotypes

peuvent ainsi s’observer sur les cellules de la lignée érythroide :

e Phénotype P; : les deux antigénes P, et P sont exprimés.

e Phénotype P, : seul I’antigéne P est exprimé.

e Phénotype P1¥: les antigénes P; et P* sont exprimés.

e Phénotype p : aucun des antigénes du systéme P (P1, P, P¥) n’est présent. Il

s’agit d’un phénotype rare (fréquence de 1/200000) (3).

Une ¢étude (11) a démontré une résistance a 1’infection par le PVB19 chez les sujets de
phénotype p liée a ’absence du récepteur cellulaire principal. La séroprévalence de I’infection

chez ce groupe de population est ainsi de 0 %.

L’antigéne P est fortement exprimé sur les globules rouges ainsi que leurs précurseurs
et progéniteurs médullaires mais il est également retrouvé en quantité variable a la surface de
nombreux autres types cellulaires : autres lignées hématopoiétiques telles que les lignées
mégacaryocytaire et granulocytaire mais aussi les cellules endothéliales, les fibroblastes, les
cellules synoviales, les hépatocytes ou certains myocytes (2, 3). Cette distribution tissulaire

du récepteur est a I’origine de certaines manifestations cliniques de I’infection par le PVB19.

La présence de I’antigene P n’est cependant pas suffisante pour permettre ’entrée du
PVB19 dans la cellule cible et la réplication virale (12). Ce processus nécessite également
I’intervention de corécepteurs. Deux molécules jouant ce rble ont été identifiées : 1’intégrine

a5P1 et 'antigene Ku80.
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L’intégrine a5B1 est une protéine transmembranaire hétérodimeérique (constituée de
deux sous-unités o et B) impliquée dans 1’adhésion cellulaire. Elle remplit notamment la
fonction de récepteur de la fibronectine. L’interaction entre la particule virale, le récepteur
principal et ce corécepteur, qui a été décrite in vitro (13), correspond & un processus complexe
en différentes étapes. La fixation initiale du virus sur D’antigéne P entrainerait une
modification de la conformation de la capside par externalisation de la région N-terminale du
domaine VPlu qui permettrait alors I’interaction de cette capside avec l’intégrine aS5B1

nécessaire a I’internalisation de la particule virale.

L’antigene Ku80 appartient a un complexe de trois protéines dénommé protéine-
kinase dépendante de I’ADN. Il a été mis en évidence que certaines lignées cellulaires
exprimant cet antigene étaient capables de réaliser la liaison et 1’internalisation du PVB19 en
I’absence d’antigéne P (14). La réduction de son expression ou son blocage sur des cellules
permissives est également associé a une inhibition de ’attachement viral. L’antigéne Ku80 est
présent a la surface des cellules de la lignée érythroide ainsi que sur d’autres lignées telles que
les lymphocytes et les macrophages a I’intérieur desquelles les transcrits et les protéines du

PVBI19 ont été détectés alors que ces cellules n’expriment pas I’antigéne P (14).

I1. 2. 3 Tropisme cellulaire et permissivité

Le PVB19 présente un tropisme particulier pour les progéniteurs de la lignée
érythroide BFU-E et CFU-E qui sont les seules cellules permettant la réalisation d’un cycle de
réplication complet et la libération de nouvelles particules virales qui s’accompagne d’une
destruction de la cellule infectée (15). Ces cellules sont dites permissives au virus (Figure 3).
Ce phénomene lytique est a 1’origine d’une hypoplasie de la lignée érythroide avec
érythroblastopénie médullaire, réticulopénie (effondrement des réticulocytes) et anémie

d’origine centrale.

L’antigéne P, récepteur principal du virus, est pourtant exprimé sur différentes autres
cellules. Celles-ci permettent la pénétration du PVB19 mais pas sa réplication. Ces cellules
sont dites semi-permissives. Il s’y produit une accumulation de la protéine NS1 a 1’origine
d’une destruction de la cellule par apoptose sans multiplication virale, ce qui n’empéche pas

un retentissement clinique de ’atteinte tissulaire.
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Figure 3. Permissivité cellulaire a I’infection par le Parvovirus B19 (16). L’infection des cellules
permissives conduit a une mort cellulaire avec réplication virale tandis que I’infection dans les cellules

semi-permissives aboutit & une mort cellulaire sans réplication. (NSP1 = NS1)

Cette différence de permissivité cellulaire a I’infection s’explique en partie par le role
de I’érythropoiétine (Epo), qui est le facteur de croissance de la lignée érythroide. Cette
cytokine agit sur les cellules qui expriment son récepteur spécifique, correspondant aux stades
de BFU-E tardif, CFU-E, proérythroblaste et érythroblaste basophile (3) (Figure 4). Une étude
de Takahashi et al. (17) réalisant des cultures de PVB19 sur des échantillons de moelle
osseuse en présence de différentes cytokines a mis en évidence que la réplication virale n’est

détectée qu’en présence d’Epo.

Une autre origine de ces variations de sensibilité des cellules a I’infection pourrait se
trouver dans 1’expression différentielle des corécepteurs cellulaires du PVB19. L’intégrine
aSB1 est présente sur les progéniteurs érythroides ou elle joue un réle dans I’interaction avec
la matrice extracellulaire du microenvironnement médullaire mais son expression est
fortement diminuée au stade d’érythroblaste et de réticulocyte pour disparaitre totalement au
stade d’érythrocyte mature. Cette perte d’expression du corécepteur pourrait expliquer que les
cellules BFU-E et CFU-E soient permissives au virus alors que les stades précoces

d’érythroblastes, pourtant sensibles a I’Epo, ne le sont pas.
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L’antigene Ku80, dont I’expression est notamment induite par [I’hypoxie, est

également impliqué dans ce tropisme du PVB19 pour les précurseurs érythroides (14).

Ces précurseurs sont les seules cellules pour lesquelles une expression concomitante
de I’antigéne P, de I’intégrine a5B1 et de ’antigéne Ku80 est établie (3). Les autres cellules,
non ¢érythroides, présentant I’antigéne P s’avérent peu ou pas permissives a I’infection par le

PVB19 par défaut d’expression de 1’un et/ou 1’autre des corécepteurs.
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Figure 4. Schéma général de I’érythropoiése (18). La cellule souche hématopoiétique (HSC)
totipotente donne naissance a un progéniteur commun myéloide (CMP ou CFU-GEMM) pluripotent.
Celui-ci engendre les progéniteurs érythroides BFU-E puis CFU-E dont la multiplication et la
différenciation conduisent aux stades successifs d’érythroblastes. L’érythroblaste acidophile évolue
par perte de son noyau en réticulocyte qui passe dans la circulation pour aboutir a 1’érythrocyte

mature. L’érythropoiése est sous la dépendance de 1’érythropoiétine (Epo).
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I1. 3 Epidémiologie

I1. 3. 1 Mode épidémique

L’infection par le PVB19, virus strictement humain,sévit a I’état endémique mais se
manifeste également sous forme de petites épidémies survenant tous les trois a quatre ans
environ, en particulier dans les collectivités d’enfants. Ces épidémies présentent une variation

saisonniere avec une recrudescence a la fin de I’hiver et au début du printemps (2).

I1. 3. 2 Mode de transmission

Le mode de transmission essentiel du PVB19 correspond a la voie respiratoire. Un
sujet infecté émet des gouttelettes de sécrétions nasopharyngées qui sont inhalées par un sujet
exposé. Le virus est présent dans les sécrétions respiratoires en paralléele d’une phase de
virémie (présence du virus dans le sang circulant). La concentration virale la plus élevée dans
ces secrétions, et donc la contagiosité la plus importante, est rencontrée lors de la primo-

infection, au cours de laquelle la virémie est trés forte (jusqu’a 10 virions par mL de sérum

(3)).

La transmission du virus par voie sanguine est possible par I’intermédiaire d’un don de
sang de patient virémique. Le risque est faible dans le cas d’un don unique avec une
augmentation en période épidémique. Une étude réalisée en France sur une période de huit
ans (1996-2004) concernant 18 millions de dons a montré une prévalence du génome viral
dans les échantillons de 0,013 % pour un seuil de charge virale de 10* UI/mL considéré

nécessaire pour provoquer une séroconversion chez le receveur (19).

Le risque de transmission est en revanche majoré lors de I’administration de produits
dérivés du plasma, tels que les concentrés de facteurs de coagulation (2), constitués a partir
d’un pool réunissant les plasmas d’un nombre important de donneurs. Les procédés physico-
chimiques d’inactivation, dont le traitement par solvant/détergent, ne sont pas efficaces contre
le PVB19 qui est un virus particulierement résistant, en raison notamment de son absence

d’enveloppe lipidique (2, 6).
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La détection du PVB19 par PCR (Polymerase Chain Reaction) n’est pas réalisée sur
les dons de sang isolés mais elle est 1’est sur les pools de plasmas destinés a la fabrication de

médicaments dérivés du sang, le seuil de détection de 10* UI/mL étant requis (19).

La transmission peut également avoir lieu lors d’une allogreffe de moelle osseuse (20)

ou d’une transplantation d’organes solides (21).

En cas de primo-infection chez la femme enceinte, le PVB19 peut enfin étre transmis
de la mére au foetus par voie transplacentaire. L’infection foetale peut se produire a tout stade

de la grossesse (22).

I1. 3. 3 Séroprévalence

La prévalence dans la population des anticorps dirigés contre le PVB19, marqueurs

d’un contact avec le virus au cours de la vie, augmente avec 1’age :

e Environ 10 % entre 1 et 5 ans
e 40 % entre 20 et 30 ans

e Supérieure a 70 % apres 60 ans (2)

La primo-infection se produit ainsi majoritairement chez 1’enfant et I’adulte jeune.

I1. 3. 4 Répartition géographique des génotypes

Le PVBI9 est un virus ubiquitaire présent sur I’ensemble de la planéte. La distribution
des trois génotypes varie cependant selon les zones géographiques et évolue dans le temps.
Actuellement, le génotype 1 prédomine en Europe (22), ainsi que 1’a montré une étude menée
en France entre 1999 et 2001 dans laquelle les génotypes 2 et 3 se limitent a 10 % de la
population séropositive pour le PVB19 (5). Cette prédominance du génotype 1 est confirmée
a plus vaste échelle par une étude pratiquée dans différents pays d’Europe, d’Asie et

d’Afrique de I’Ouest. 1l est ainsi le seul rencontré en Finlande (4).

Le génotype 3 est d’origine africaine et a par la suite connu une propagation plus
large. Ce génotype est le seul détecté au Ghana (4). Le génotype 2 affiche une tendance a la
disparition. Une autre étude réalisée en Afrique du Sud a retrouvé une circulation des trois

génotypes, dont le génotype 2 (8).
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I1. 4 Pouvoir pathogene

La présentation clinique et I’évolution de I’infection par le PV19 dépendent du statut
immunitaire et hématologique du patient (Figure 7). La symptomatologie est également
associée a I’age du sujet. Cette variété de la réponse a l’infection caractérise différentes

pathologies.

I1. 4. 1 Infection du sujet immunocompétent

La primo-infection par le PVB19 chez le sujet immunocompétent est tres souvent
asymptomatique. Lorsqu’elle est symptomatique, elle se présente dans sa phase initiale par un
syndrome pseudo-grippal pouvant associer de la fiévre, des céphalées ou des myalgies. Les
autres manifestations, en particulier cutanées et articulaires, apparaissent dans une seconde

phase correspondant a la réponse immunitaire spécifique du patient (22).

Eruption cutanée

La primo-infection chez 1’enfant, le plus souvent entre 5 et 10 ans (22), détermine le
mégalérytheme épidémique (Figure 5), également appelé « cinquiéme maladie de 1’enfant ».
Cette affection se caractérise dans sa forme typique par une éruption cutanée maculo-
papuleuse débutant au niveau des joues (« en paire de claques ») et susceptible de s’étendre au
tronc et aux extrémités sous 1’aspect de macules roses pales confluantes (2). Ces signes se
manifestent 18 jours environ apres le contage viral. Une éruption cutanée peut également étre
observée chez I’adulte, de forme plus atypique : morbilliforme, purpurique ou d’allure
rubéolique (2). L’évolution de ces manifestations cutanées est toujours bénigne avec une
régression spontanée en quelques jours ou semaines (23). Leur apparition est liée a la

formation de complexes immuns suite a la synthéese des anticorps spécifiques (2).



Figure 5. Mégalérythéme épidémique (23). La forme typique de I’éruption cutanée liée au

Parvovirus B19 débute par un rash maculo-papuleux au niveau des joues.

Arthralgies

La manifestation la plus fréquente de I’infection par le PVB19 chez ’adulte et le grand
enfant correspond a des arthralgies. Elles prennent la forme d’une polyarthrite d’apparition
brutale, de localisation bilatérale et symétrique, débutant au niveau des extrémités avant de
s’étendre aux grosses articulations. Ces atteintes cliniques sont retrouvées chez 30 % des
adultes infectés et sont plus fréquemment observées chez la femme jeune (2). Ces arthralgies
sont généralement spontanément résolutives mais la polyarthrite peut dans certains cas

devenir chronique et se manifester de maniere cyclique (2).

Ces symptomes articulaires résultent du dépdt de complexes immuns au niveau des
articulations mais également de la cytotoxicité directement exercée par le virus. L’ADN du
PVB19 a en effet ét¢ mis en évidence dans les cellules synoviales qui expriment I’antigene P

et s’avérent semi-permissives au virus.

Manifestations hématologiques

Chez le patient immunocompétent, 1’atteinte des progéniteurs érythroides de la moelle
osseuse entraine, de maniére concomitante a la phase de virémie et au syndrome pseudo-
grippal, une réticulopénie sans anémie ou accompagnée d’une anémie trés modérée. Ces
perturbations biologiques sont transitoires et se corrigent lors de 1’apparition de la réponse

immune du sujet.
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L’infection par le PVB19 est ¢galement responsable dans certains cas d’atteintes des
autres lignées hématologiques (Figure 6). On peut ainsi observer une thrombopénie et une
neutropénie qui sont liées a la présence de I’antigéne P au niveau des lignées
mégacaryocytaire (16) et granulocytaire (2), rendues semi-permissives et exposées a I’activité
cytotoxique de la protéine NS1. Ces cytopénies résultent d’une action centrale sur les
précurseurs et progeniteurs médullaires mais ont également une origine périphérique par
action au niveau des polynucléaires neutrophiles et plaquettes de la circulation, qui expriment
le globoside (16, 24). Une lymphopénie est également décrite dans le cadre de I’infection a
PVB19 (21) et pourrait &tre une conséquence de la présence de I’antigéne Ku80 a la surface

des lymphocytes alors que ceux-ci sont dépourvus d’antigéne P (14).
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Figure 6. Toxicité du Parvovirus B19 sur les différentes lignées hématopoiétiques (6). Le PVB19
affecte principalement la lignée érythroide mais cible également les lignées granulocytaire et
meégacaryocytaire, au niveau central et périphérique.
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De maniére exceptionnelle, I’infection par le PVB19 peut étre associée a d’autres
formes d’atteintes tissulaires. Des manifestations neurologiques, telles que meéningite,

encéphalite ou neuropathie transitoire, et cardiaques a type de myocardite sont ainsi décrites

).

I1. 4. 2 Infection du sujet porteur d’une pathologie de
I’érythrocyte

L’infection par le PVB19 prend une forme beaucoup plus sévere chez certaines
catégories de patients particuliérement susceptibles a 1’action de ce virus. Parmi ces
populations fragiles figurent les sujets porteurs d’une anomalie constitutionnelle de
I’érythrocyte. Il s’agit des anomalies de 1’hémoglobine, telles que la drépanocytose et les
thalassémies, de la membrane globulaire telle que la sphérocytose héréditaire ou de

I’équipement enzymatique tel que le déficit en G6PD (Glucose-6-Phosphate déshydrogénase).

Chez ces patients, I’atteinte des progéniteurs médullaires est a I’origine d’une crise
d’érythroblastopénie aigué accompagnée d’une anémie profonde et brutale (2) ou d’une
aggravation significative de ’anémie sous-jacente. Cette anémie sévere est transitoire et se
corrige suite au contrdle de I’infection par la réponse immunitaire. La survenue d’une telle
crise en I’absence d’anomalie connue de I’érythrocyte chez le patient doit faire rechercher

cette anomalie (22).

L’infection a PVBI9 peut également générer une aggravation d’une anémie
hémolytique chronique d’origine acquise, telle qu’une anémie hémolytique auto-immune, ou

d’une anémie d’origine hémorragique ou carentielle (2).

I1. 4. 3 Infection du sujet immunodéprimé

Le PVBI19 est également responsable d’infections séveres chez le patient présentant un
déficit immunitaire. Les sujets concernés sont notamment les patients transplantés d’organes
solides, en particulier transplantés rénaux (25, 26), sous traitement immunosuppresseur, les
patients receveurs d’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques, sous chimiothérapie
(22) ou atteints de déficit immunitaire congénital (2). L’organe ou les cellules transplantés

peuvent par ailleurs étre le vecteur de la contamination du sujet receveur (27).
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Chez le patient immunodéprimé, la multiplication virale est insuffisamment maitrisée
du fait du déficit de la réponse immunitaire spécifique, en particulier la réponse humorale
exercée par les anticorps neutralisants. Cette réplication non contrélée se traduit par
I’établissement d’une virémie chronique. L’atteinte des progéniteurs a pour conséquence une
érythroblastopénie profonde et persistante sur plusieurs mois ou plusieurs années associée a
une anémie chronique (22), chez des patients par ailleurs susceptibles de présenter d’autres

causes d’anémie.

Au-dela des manifestations hématologiques, le PVB19 pourrait se trouver impliqué
chez I’'immunodéprimé dans des atteintes rénales, notamment des glomérulopathies (28), et
hépatiques (29, 30). Ces états pathologiques sont décrits dans le cadre de I’infection 8 PVB19

mais le role du virus demeure controversé.

I1. 4. 4 Infection materno-feetale

Dans le cas ou la primo-infection par le PVB19 survient chez la femme au cours de la
grossesse, la circulation du virus dans le sang maternel peut conduire a son passage
transplacentaire et a I’infection du feetus. Cette transmission materno-feetale se produit dans
un tiers des cas de primo-infection maternelle (2) et peut avoir lieu a tout stade de la grossesse
(22). La mere est asymptomatique ou présente les manifestations habituelles du sujet

immunocompétent.

La destruction des précurseurs érythroides chez le feetus (localisés dans le foie) est a
I’origine d’une anémie feetale. Le virus détermine également une myocardite foetale. Ces
atteintes peuvent se compliquer d’une anasarque feeto-placentaire qui nécessite de pratiquer
une transfusion in utero, sans quoi elle entraine la mort feetale. Le risque d’anasarque est le
plus fort au second trimestre de la grossesse (22). Le PVB19 est responsable d’avortements
spontanés mais n’a pas d’action tératogene si le feetus parvient au terme (22).La mortalité
chez le feetus infecté est estimée a 9 % (2). Les signes d’atteinte foetale sont recherchés par
une surveillance échographique trés réguliére en cas de séroconversion chez la femme

enceinte.
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Figure 7. Evolution de I’infection par le Parvovirus B19 en fonction du sujet. D aprés (2).
L’infection est bénigne et souvent asymptomatique chez le patient immunocompétent mais peut avoir
des conséquences séveres chez le patient porteur d’anomalie de 1’érythrocyte, immunodéprimé ou

chez le foetus.
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II. 5 Diagnostic de I’infection par le Parvovirus B19

I1. 5. 1 Diagnostic virologique

Le choix d’une ou de plusieurs méthodes de diagnostic virologique dépend du profil
du patient, en particulier de son statut immunitaire, et du contexte clinique de la recherche
d’infection a PVBI19.

I1.5. 1. 1 Diagnostic indirect : Sérologie

La sérologie est la méthode de diagnostic de premiére intention. Elle consiste en la
recherche des anticorps spécifiques dirigés contre le PVB19 et synthétisés en réponse a
I’infection. Elle est réalisée sur le sérum du patient recueilli sur tube sec (sans anticoagulant).

Cette détection distingue deux types d’anticorps :

e IgM (Immunoglobuline M), d’apparition précoce des la fin de la phase de
virémie et de signes aspécifiques et persistant environ deux ou trois mois (22).
Les IgM sont en théorie le marqueur d’une infection récente ou active.

e 19G (Immunoglobuline G), d’apparition décalée d’environ une semaine(31)
voire simultanée par rapport aux IgM et persistant toute la vie chez le sujet

immunocompétent.

Le diagnostic sérologique fait appel a différentes techniques de détection et utilise
comme antigénes les protéines de capside VP1 et/ou VP2 sous différentes formes qui sont les

cibles des anticorps neutralisants (22).

I1.5. 1. 2 Diagnostic direct

Le diagnostic direct correspond a une mise en évidence du virus sur un prélevement
biologique.ll peut compléter ou remplacer le diagnostic sérologique dans certaines situations
telles que I'infection chez I’'immunodéprimé ou le diagnostic de I’infection feetale et peut
également apporter une aide a I’interprétation de la sérologie. Il est indépendant de la réponse

immunitaire du patient.
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Prélevements

Le diagnostic direct peut étre réalisé sur différents milieux biologiques. Lors de la
phase virémique, le virus peut étre détecté dans le sérum ou le sang total du patient, recueillis
respectivement sur tube sec ou tube EDTA (22). Le PVB19 peut également étre recherché sur
la moelle osseuse, site de persistance du virus, pour affirmer son implication dans un épisode
d’érythroblastopénie. La détection du virus est pratiquée sur le liquide amniotique ou le
liquide d’ascite feetal suite a une amniocentese pour faire le diagnostic d’une infection feetale
en cas de signes échographiques évocateurs. Enfin, le PVB19 peut étre recherché sur le
liquide céphalo-rachidien (LCR) en cas de manifestations neurologiques ou sur des biopsies.

Détection de I’ADN viral par PCR

La technique essentielle du diagnostic direct est la recherche du génome viral par PCR
en temps réel, qui consiste en une extraction des acides nucléiques du prélevement suivie
d’une amplification d’un fragment du génome viral (codant pour les protéines de capside (2))
par des amorces spécifiques couplée a une détection par I’émission d’un signal. Cette analyse
peut donner un résultat qualitatif mais certaines techniques de PCR permettent également une
quantification de la charge virale dans le sang ou le sérum. Le nombre de cycles
d’amplification nécessaire a la détection du signal (Ct : Cycle threshold) est en effet relié a la
quantité d’ADN présent dans le prélévement par une courbe d’étalonnage utilisant une
fonction logarithmique. Cette charge virale est exprimée selon un standard international en

unités internationales par millilitre (Ul/mL) (22).

Compte tenu de la variabilité génétique du PVB19 caractérisant trois génotypes, les
outils de diagnostic moléculaire ne permettent pas tous une détection (et une quantification)
correcte des genotypes 2 et 3 (19). Des amorces consensus, communes aux trois géenotypes,

existent (22) mais certaines techniques de PCR utilisent des amorces spécifiques a chaque
génotype (9).

Les techniques de PCR se caractérisent par une excellente sensibilité, avec un seuil de
détection dans le sérum de I’ordre de 10 particules virales par mL (2), et ne font pas 1’objet de
réactions croisées avec d’autres agents infectieux. En revanche, la mise en évidence du virus
sur un prélevement ne témoigne pas nécessairement de son implication dans un processus

infectieux et son role dans ’atteinte clinique reste soumis a interprétation.
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Autres méthodes de diagnostic direct

L’isolement du virus en culture peut €tre obtenu par inoculation de prélévements de
sérum ou de moelle osseuse de patients infectés sur des cellules de moelle osseuse humaine
issues de donneurs sains (3). Cette technique lourde et délicate est réservée a des laboratoires

trés spécialisés et n’a pas de place dans le diagnostic virologique.

La mise en évidence du PVB19 dans les prélevements par immuno-microscopie

¢lectronique n’est pas utilisée en pratique courante (2), de méme que 1’hybridation in situ
(22).

I1. 5. 2 Diagnostic hématologique : le myélogramme

En parallele au diagnostic virologique, I’examen cytologique de la moelle osseuse
participe également au diagnostic dans les cas d’anémies sévéres, principalement chez

I’immunodéprimé et le sujet atteint d’anémie chronique.

Lors d’une infection sévere par le PVB19, le myélogramme fait apparaitre une
hypoplasie majeure voire une absence de la lignée érythroblastique (32). Cette
érythroblastopénie est associée a des anomalies morphologiques de la lignée (Figure 8). On
observe ainsi des proérythroblastes de grande taille (diamétre de 25 a 32 mm (2)) présentant
des inclusions nucléaires éosinophiles et des vacuoles cytoplasmiques. Ces anomalies sont

pathognomoniques de 1’infection a PVB19 (2).

Figure 8. Aspect cytologique de I’infection a Parvovirus B19 sur un frottis médullaire (32).
Coloration de May Griinwald-Giemsa (MGG), Objectif x100. Le frottis montre des proérythroblastes

géants présentant des inclusions nucléaires et des vacuoles cytoplasmiques.
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[11.SEROLOGIE DU PARVOVIRUS B19

[11. 1 Objectifs

La sérologie du PVB19 a la recherche des IgM et IgG constitue ’outil central du
diagnostic. Elle entre en jeu dans les différentes formes de I’infection et peut orienter vers la

réalisation d’autres méthodes de diagnostic.

La sérologie est I’examen essentiel pour établir la responsabilité du PVB19 dans le cas
de I’infection symptomatique de I’immunocompétent. Elle est donc fréquemment prescrite
dans un contexte de manifestations éruptives, majoritairement chez 1’enfant mais aussi chez
’adulte, voire de syndrome viral aspécifique. Cette analyse est également pratiquée dans le

cadre d’un bilan étiologique d’arthralgies.

La sérologie est également I’examen privilégié dans les cas d’aggravation d’anémie et
d’érythroblastopénie aigu€ chez les patients atteints d’anémie hémolytique chronique,
constitutionnelle ou acquise, afin de documenter I’implication du virus. Chez le patient
immunodéprimé présentant une anémie séveére ou chronique, bien que la sérologie soit moins
contributive en raison du déficit de la réponse immunitaire humorale et de la diminution des
taux d’anticorps, elle est généralement pratiquée en association au diagnostic direct qui est
plus sensible dans un tel contexte. Ces situations demeurent beaucoup moins fréquentes que la

recherche de I’infection chez le patient immunocompétent.

Le dépistage de I’infection & PVBI19 au cours de la grossesse n’est pas systématique.
La sérologie est prescrite chez la femme enceinte en cas de symptoémes évocateurs chez cette
derniére, en particulier les arthralgies, de notion de contage récent par contact avec un sujet
infecté¢ ou présentant des signes d’infection ou en présence d’anomalies feetales lors d’une
échographie systématique. Les résultats de la sérologie pourront conduire a la mise en place
d’un contrdle échographique et au recours a des prélévements invasifs en vue du diagnostic

direct.
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I11. 2 Modalités techniques

La sérologie est realisée sur le sérum ou le plasma du patient (33, 34) recueilli par
prélevement de sang veineux respectivement sur tube sec ou tube EDTA, puis centrifugation.
La législation impose au laboratoire de congeler un aliquote du prélevement dans une
sérotheque et de le conserver au moins un an. Le diagnostic sérologique peut par ailleurs étre

effectué sur un échantillon de sang feetal (31).

Differentes techniques immunologiques sont utilisées pour la détection des anticorps

de type IgM ou IgG spécifiques du PVB19 :

e Méthode immunoenzymatique ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) (31)
e Immunochimiluminescence (CLIA, ChemoLuminescence ImmunoAssay) (33)

¢ Immunofluorescence (31)

Ces techniques utilisent des antigenes comme cibles destinées a réagir avec les
anticorps du patient (Figure 9). Il s’agit des protéines structurales VP1 et/ou VP2 sous forme
d’antigénes viraux purifiés ou, le plus souvent, de protéines recombinantes produites en
biotechnologie par un Baculovirus (31). Les méthodes de type ELISA et chimiluminescence
sont automatisables et adaptées a 1’analyse en série. Dans le cas d’une méthode automatisée,
le systéeme de détection génere un signal quantitatif qui sera considéré en fonction de seuils

définis comme une réaction négative, douteuse ou positive.

Substrat
w* g w‘/ Anticorps cible
|

N

| Anticorps conjugué
|

|
7'\ '-
k . Antigéne
/ \ 'ﬁ Enzyme (Peroxydase)

Figure 9. Principe d’une technique ELISA indirecte (35). L anticorps cible est capté par un

antigene fixé sur une phase solide. Apres lavage, il est révélé par fixation d’un anticorps conjugué

(anti-1gG ou IgM) couplé a une activité enzymatique permettant la mesure d’un signal colorimétrique.
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I11. 3 Performances diagnostiques

Les techniques de sérologie du PVB19 présentent une excellente sensibilité. Selon les
données du fournisseur de la technique d’immunoluminescence, elle s’établit a 93 % et 100 %

pour la détection des IgM sur deux études de performance (33) et a 99,5 % pour les 1gG (34).

Ces données commerciales affichent également une speécificité tres élevée, évaluée a
99,2 % dans le cas des IgM (33) et 99,1 % dans le cas des 1gG (34).

I11. 4 Interférences et réactivité non spécifique

D’aprés les études d’influence de différents facteurs liés au prélévement, la détection
des anticorps du PVB19 (technique CLIA) ne présente pas d’interférence avec 1’hémolyse,

I’ictére ou la lipémie du sérum aux niveaux rencontrés sur les échantillons cliniques (33).

Des réactions non spécifiques sont en revanche décrites pour la détection des IgM.
Elles s’observent avec des anticorps dirigés contre d’autres virus ou agents infectieux ainsi
que des auto-anticorps produits dans des cas de pathologies du systéme immunitaire. Les
agents pathogenes le plus fréquemment a I’origine de ces réactions sont les virus de la famille
des Herpesviridae, en particulier le CMV (Cytomégalovirus) et ’EBV (Epstein-Barr Virus).
Une interférence est également décrite avec le virus de la rubéole (33). Ces micro-organismes
sont en outre responsables de manifestations cliniques similaires a celles de I’infection par le

PVB19, en particulier 1’éruption cutanée.

Les marqueurs d’auto-immunité impliqués sont le facteur rhumatoide, présent dans
diverses pathologies auto-immunes dont la polyarthrite rhumatoide, et les auto-anticorps
antinucléaires, marqueurs de lupus (33). Les atteintes cliniques de ces affections peuvent

s’apparenter aux symptomes articulaires causés par le PVB19.

Ces réactions non spécifiques sont donc des sources de fausse positivité des IgM du
PVB19. Le fournisseur de la technique CLIA ne renseigne pas de données concernant la
valeur prédictive positive (VPP) de 1’analyse, qui correspond & la probabilité de présence de
la pathologie recherchée en cas de test positif. Aucune réactivité non spécifique n’est en

revanche décrite pour la détection des 1gG (34).
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I11. 5 Interprétation des résultats

L’interprétation de la sérologie du PVB19 est basée sur la présence ou I’absence des

anticorps de type IgM ou IgG.

L’absence de tout anticorps indique une absence d’infection par le PVB19. Cependant,
la sérologie peut étre négative en cas de contact récent avec le virus, les IgM apparaissant 12 &
14 jours apres la contamination (31). Un contréle de la sérologie sur un nouveau prélevement
a environ deux semaines d’intervalle est alors nécessaire. C’est le cas lors d’une recherche
précoce, au cours de la phase de syndrome pseudo-grippal. Les IgM sont en revanche

présentes lors de I’apparition des symptomes cutanés ou articulaires.

Les anticorps 1gG sont le marqueur du contact avec le PVB19 au cours de la vie et de
I’immunisation contre le virus. La présence isolée des IgG témoigne d’une infection ancienne
et écarte a priori la possibilité d’une primo-infection. Chez le nourrisson de moins de six
mois, la présence d’1gG correspond vraisemblablement a des anticorps transmis par la mére

au cours de la vie feetale qui disparaitront dans les mois suivants.

Les IgM sont en théorie le marqueur d’une infection active par le PVB19. La présence
d’IgM en I’absence d’IgG est en faveur d’une primo-infection. Une nouvelle sérologie aprés
environ une semaine doit, dans ce cas, montrer I’apparition des IgG. La mise en évidence
d’IgM et IgG associées évoque une infection active, qui peut étre une infection récente ou
chronique. Dans les deux cas, la positivit¢ des IgM peut résulter d’une stimulation
polyclonale du systéme immunitaire provoquée par un autre agent infectieux ou d’une fausse

réactivité liée a une interférence.

En pratique, la présence d’IgM, isolées ou associées aux IgG, est source de difficultés
d’interprétation. En raison des nombreuses réactivités non spécifiques et des interférences, la
positivité du test n’est pas toujours associée a une véritable infection active par le PVB19.
Une aide a I’interprétation peut étre apportée par une seconde sérologie a la recherche d’une
séroconversion 1gG ou par le recours a la recherche du génome viral par PCR. La valeur de
I’indice de réactivité mesuré pour une technique automatisée est également prise en
considération. Enfin, le contexte clinique du patient est pris en compte pour évaluer la

concordance avec une infection a PVB19.

L’interprétation de la sérologie en fonction des résultats est résumée dans le Tableau .
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Tableau I. Interprétation des résultats de la sérologie du Parvovirus B19

Fausse réactivité IgM

19G
NEG POS
Age Infection ancienne
Absence d’infection > 6 mois Patient immunise
NEG | (ou contage datant de moins de
2 semaines) Age Anticorps d’origine
< 6 mois maternelle
IgM
. . Infection active (récente ou
Primo-infection i
chronique)
POS Stimulation polyclonale

Stimulation polyclonale

Fausse réactivité IgM
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IV.OBJECTIFS DE L’ETUDE

IV. 1 Contexte de I’étude

Comme rapporté précédemment, la positivité¢ des IgM du PVBI19 est d’interprétation
délicate. L’observation des résultats de sérologie dans 1’exercice professionnel au laboratoire
permet d’appréhender le manque de fiabilité de cette analyse, pourtant essentielle au
diagnostic. Au Laboratoire de Virologie du CHU de Poitiers, afin d’aider a I’interprétation, la
recherche de ’ADN du PVB19 par PCR dans le sérum est systématiquement ajoutée en cas
de premiere positivité des IgM chez un patient. La positivité relativement peu fréquente de
cette recherche confirme les doutes sur la pertinence de la détection d’IgM. Il est en outre
observé de nombreux cas dans lesquels I’indice de détection des IgM est trés faiblement
supérieur au seuil de positivité. Cette situation met en avant 1’intérét d’une évaluation plus

précise et plus approfondie de la valeur a donner a la mise en évidence d’IgM du PVBI19.

V. 2 Objectifs

Dans ce contexte, il a été décidé de procéder a une étude dont les objectifs étaient les

suivants :

» Tout d’abord, 1’étude visait a fournir une estimation de la proportion de véritables
cas d’infection a PVBI19 parmi les cas de positivité des IgM en utilisant la
détection du génome viral sur le sérum comme critére de preuve de I'infection. La

pertinence de ce critére sera discutée en conclusion de 1’étude.

» L’objectif de I’étude était également d’évaluer différents critéres virologiques et
cliniques et parametres biologiques pour définir lesquels sont en faveur d’une

véritable infection par le PVB19 devant la présence d’IgM.

» L’indice quantitatif des IgM a également été évalué afin de proposer, si les
résultats le permettaient, une stratification de la probabilité d’infection a PVB19 en

fonction de cet indice.
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» Enfin, I’étude recherchait une possible explication a la fausse positivité des IgM
anti-PVB19 en recensant la présence concomitante chez le patient d’IgM dirigées

contre d’autres virus et de marqueurs sérologiques ou moléculaires d’autres agents
infectieux.
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V. PATIENTS ET METHODES

V. 1 Sélection des patients

L’étude a été menée de maniére rétrospective en sélectionnant les patients retrouvés
positifs pour les IgM du PVB19 au CHU de Poitiers (Figure 10) sur une période de 30 mois
du 1* novembre 2015 au 30 avril 2018. La date retenue pour I’inclusion dans 1’étude était
celle de I’obtention du résultat de la sérologie. La recherche du PVB19 par PCR sur le sérum
avait été ajoutée de maniére automatique dans chaque cas de positivité des IgM. Il s’est
cependant avéré que pour certains patients, en particulier au cours des premiers mois de la
période de recueil, cette détection par PCR n’avait pas été effectuée. Un résultat de PCR étant

indispensable a la catégorisation des cas, ces patients n’ont pas été inclus dans 1’étude.

Les préléevements provenant de patients de centres hospitaliers périphériques analysés
au CHU de Poitiers n’ont pas €té inclus. L’ajout de la recherche génomique n’est en effet pas
systématique chez ces patients et les renseignements cliniques nécessaires a 1’étude n’étaient

pas disponibles.

Les dossiers d’analyse entrant dans le cadre de 1’étude ont été recueillis par extraction
a partir du systéme informatique du laboratoire (SIL, GLIMS® au CHU de Poitiers) au moyen
de filtres de résultats. Les cas de résultat douteux pour les IgM du PVB19 n’ont pas été pris
en compte dans 1’étude en raison de 1’absence de filtre permettant la sélection de ce type de
résultat. Lorsque plusieurs résultats successifs de sérologie du PVB19 étaient disponibles,
seule la premiére positivité pour les IgM a été retenue.

Une période de recueil de deux ans était initialement envisagée mais le hombre de
patients retenus sur cet intervalle de temps (inférieur a 100) étant jugé insuffisant, le recueil a
été étendu a une période de six mois supplémentaires. Pour chaque patient inclus, 1’4ge (au
moment de la détection des IgM), le sexe et la présence d’une grossesse en cours chez la

femme ont été enregistreés.
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Figure 10. Critéres d’inclusion des patients dans I’étude. Ont été inclus les patients du CHU de

Poitiers pour lesquels les IgM du PVB19 étaient positives et un résultat de PCR était disponible. Les

croix rouges symbolisent les critéres d’exclusion.

V. 2 Méthodologie de I’étude

Pour chaque patient inclus dans 1’étude, une série de parametres est renseignée, si

I’information est disponible dans le cas concerné.

Les données biologiques sont extraites du systéme informatique du laboratoire

GLIMS® (société MIPS®, Gand, Belgique). Les données cliniques et concernant le statut

physiologique et pathologique du patient sont obtenues par consultation des courriers et

compte-rendu d’hospitalisation et de consultation par 1’intermédiaire du logiciel informatique

de gestion des dossiers de patients TELEMAQUE®.
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Les signes cliniques sont pris en compte s’ils sont mis en évidence lors de
I’hospitalisation ou de la consultation au cours de laquelle est réalisée la sérologie du PVB19,
qu’ils soient présents a 1’admission du patient ou apparaissent au cours du séjour. Les
parameétres biologiques sont enregistrés de préférence a partir d’un prélevement réalisé le
méme jour que celui destiné a la sérologie et, a défaut, dans un intervalle maximal de cing

jours précédant ou cing jours suivant le prélevement de la sérologie du PVB19.

V. 2.1 Paramétres communs a I’ensemble des patients

Ces informations sont recherchées, et renseignées si disponibles, pour la totalité des
patients de 1’étude, indépendamment du résultat de la détection par PCR. Il s’agit des

parametres suivants :

Parameétres sérologiques et virologiques :

Ces données sont disponibles pour la totalité des patients de 1’étude.

e Valeur numérique de I’indice de réactivité des IgM du PVB19

e Résultat de la détection des 1gG du PVB19 (Positif/Négatif/Douteux)

e Résultat de la détection de PADN du PVB19 par PCR dans le sérum
(Positif/Négatif), utilisé comme critére de preuve d’une véritable infection par
le PVB19. Cette analyse est réalisée sur le méme prélevement que la sérologie.
Dans le cas ou une quantification de la charge virale est effectuée, seul le
résultat qualitatif (positivité) de la PCR est considéré.

Parametres cliniques :

e Présence d’une éruption cutanée, signe clinique le plus fréquent chez

I’enfant

e Présence d’arthralgies, signe clinique le plus fréquent chez 1’adulte
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Parametres biologiques :

e Présence d’une anémie, caractérisée par une valeur de 1’hémoglobine
inférieure aux valeurs normales définies pour 1’4ge et le sexe. Lorsqu’une (ou
plusieurs) autre(s) €tiologie(s) d’anémie est (sont) présente(s) chez le patient,
elle(s) est (sont) recensée(s). Cette information permet également de relever
chez les patients la présence d’une pathologie constitutive de 1’érythrocyte.

e Valeur numérique de I’hémoglobine (g/dL)

e Numeération des leucocytes (G/L)

e Numération des plaquettes (G/L)

e Numeération des réticulocytes (G/L)

e Valeur de la créatinine (umol/L), marqueur d’une potentielle atteinte rénale

e Valeur de Pactivité enzymatique des ALAT (Alanine Aminotransférase,
UI/L), marqueur d’une potentielle atteinte hépatique.Ce parameétre est choisi
car I’atteinte virale au niveau du foie s’exprime davantage par une cytolyse que
par une cholestase et en raison d’une meilleure spécificité hépatique de la lyse

cellulaire par rapport a 1’activité des ASAT (Aspartate Aminotransférase).

Parameétre du statut pathologique du patient :

e Présence d’une immunodépression. Si elle est présente, le motif de
I’immunodépression est enregistré. La prématurit¢ chez le nourrisson est

considérée comme une forme d’immunodépression.

V. 2. 2 Parametres additionnels selon le résultat de la PCR

V. 2. 2. 1 Paramétres étudiés en cas de PCR positive

Dans le cas ou la recherche du génome du PVB19 dans le sérum est positive, attestant
d’une véritable infection par ce virus, les manifestations cliniques autres que 1’éruption

cutanée, les arthralgies ou le retentissement d’une anémie sont répertoriées.
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V. 2. 2. 2 Parametres étudiés en cas de PCR négative

Dans le cas ou la détection du génome du PVB19 est négative, des parametres
complémentaires sont renseignes, si disponibles, afin de rechercher une origine possible de la
fausse positivité des IgM du PVB19.

e Résultat de la détection des IgM anti-VCA (IgM dirigées contre I’EBV)

e Résultat de la détection des IgM du CMV

e La présence d’IgM ou de marqueur sérologique d’infection active dirigés
contre un autre virus ou un autre agent infectieux est également recensee, ainsi
que la détection directe d’un agent pathogéne par technique moléculaire. La

présence isolée d’IgG pour un micro-organisme n’est pas prise en compte.
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V. 3 Techniques d’analyse

V. 3. 1 Technique de détection des IgM

La détection des IgM spécifiques du PVVB19 est réalisée par une méthode sandwich de
capture d’anticorps couplée a une révélation par immunoluminométrie (CLIA) (33). Elle est
effectuée par I’automate d’immunoanalyse LIAISON® XL (société Diasorin® Saluggia,
Italie).

Cette technique utilise un anticorps monoclonal murin dirigé contre les IgM humaines
fixé sur des particules magnétiques qui constituent la phase solide et un antigéne
correspondant a la protéine recombinante VP2 1ié a un dérivé de I’isoluminol (antigéne
conjugué). Une premiére incubation met en présencele sérum du patient et les anticorps anti-
IgM, qui vont fixer les IgM anti-PVB19 si elles sont présentes. Une seconde incubation fait
réagir I’antigéne conjugué avec les IgM anti-PVB19 du patient liées a la phase solide. A la fin

de chaque incubation, un cycle de lavage permet d’éliminer le matériel non li¢ (33).

La révélation s’opére par 1’ajout dans le milieu réactionnel d’un réactif d’induction
(« starter ») qui déclenche la réaction de chimiluminescence. Le signal lumineux géneéré,
dépendant de la quantité de conjugué antigene-isoluminol et donc d’IgM fixées, est mesuré
par un photomultiplicateur. Ce signal est exprimé en unités relatives de luminescence (RLU,
relative light units). Le résultat est considéré comme positif lorsque cette valeur est
strictement supérieure a 1, douteux entre 0,9 et 1 et négatif lorsque la valeur est strictement
inférieure a 0,9 (36).

Le mode opératoire de la sérologie du PVB19 utilisé au CHU de Poitiers est présenté

en Annexe 1.

V. 3. 2 Technique de détection des 1gG

La détection des IgG spécifiques du PVB19 est réalisée par une methode sandwich

indirecte couplée a I’immunoluminométric (34), également effectuée par 1’automate
LIAISON® XL.
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Le principe est similaire a celui de la détection des IgM, a la différence que 1’antigéne
recombinant VP2 est fixé sur les particules magnétiques (phase solide) et un anticorps
monoclonal murin dirigé contre les IgG humaines est li¢ au dérivé de 1’isoluminol (anticorps
conjugué). La premiere incubation correspond a la réaction entre les IgG anti-PVB19, si
présentes, et I’antigéne puis la seconde incubation permet la fixation de I’anticorps conjugué
sur les 1gG humaines. Le principe de la phase de révélation par chimiluminescence est
identique a celui mis en ceuvre pour la détection des IgM (34). Les seuils de positivité et

négativité sont également identiques (36).

V. 3. 3 Technique de détection de I’ADN viral par PCR

La détection de ’ADN du PVBI19 est réalisée par extraction du génome viral puis
amplification par une technique de PCR en temps réel utilisant la trousse RealStar®
Parvovirus B19 PCR Kit 1.0 (Altona Diagnostics®, Hambourg, Allemagne) (37). Le mode

opératoire de la PCR du PVB19 utilisé au CHU de Poitiers est présenté en Annexe 2.

Extraction des acides nucléigues

Une étape de lyse cellulaire est initialement pratiquée par mélange de 1’échantillon
avec un tampon de lyse. Un contrdle interne fourni dans la trousse de PCR est ajouté au
mélange au cours de cette étape. Il permettra de s’assurer de la bonne réalisation de
I’extraction et de I’absence d’inhibiteurs de la PCR. Le protocole d’extraction s’effectue
ensuite sur 1’automate NucliSENS® easyMAG® (bioMérieux®, Marcy-1’Etoile, France) ou, en
recours, sur ’automate MagNA Pure Compact (Roche Life Science®, Penzberg, Allemagne)
(38).

Amplification

L’¢échantillon d’¢luat issu de 1’extraction des acides nucléiques est mis en contact avec
un mélange (Mastermix) des deux mélanges d’amplification A et B (Master A et Master B) de
la trousse qui contiennent le tampon d’amplification, I’enzyme (ADN-polymérase) et les
amorces et sondes spécifiques pour la détection de ’ADN du PVBI19 et du contrdle interne.
Les amorces du kit RealStar® permettent la détection des trois génotypes du virus (38). Le
controle interne est utilisé en paralléle de 1’échantillon comme contréle négatif. Les étalons

fournis dans la trousse sont utilisés comme contréle positifs.
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Le programme de PCR en temps réel est effectué par le thermocycleur CFX96™ (Bio-
Rad®, Hercules, Californie, Etats-Unis) ou 7500 Fast (Applied Biosystems®, Foster City,
Californie, Etats-Unis) (38). Il débute par une séquence de 10 minutes a 95 °C suivie de 45
cycles de 15 secondes a 95 °C et une minute a 58 °C (37, 38). Les sondes spécifiques du
PVB19 et du controle interne sont marquées par un fluorochrome (FAM™ pour PVB19 et
JOE™ ou VIC™ pour le contréle interne). L’instrument de PCR est couplé a un systéme de
spectrofluorimétrie qui détecte 1’amplification de la cible en temps réel suite a 1’émission
d’une fluorescence spécifique lors de la dégradation de la sonde par élongation de la séquence
d’ADN, libérant le fluorochrome inhibé par un «accepteur » (« quencher ») sur la sonde

intacte.

Huorochrome Accepteur
Amorce \‘Q S 9/
N

5l
3l

Amorce

Détachement du
fluorochrome

Figure 11. Principe de la détection par fluorescence de I’amplification d’une cible de PCR.
D’apres (39). La sonde spécifique hybridee sur la séquence cible porte un fluorochrome et un
accepteur de photons (« quencher ») qui inhibe 1’émission de fluorescence. L’élongation de I’amorce
spécifique entraine la dégradation de la sonde et la séparation du fluorochrome et de I’accepteur, a

I’origine d’un signal de fluorescence.
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Validation et interprétation

Chaque mise en évidence d’un ADN cible (viral ou controle interne) génére une valeur
de Ct, correspondant au nombre de cycles nécessaires a la détection du signal de fluorescence.
Une positivité de ’ADN du PVBI19 est considérée valide (dans le cas d’une détection
qualitative). En cas d’absence de signal associ¢ au PVBI19, le Ct du contréle interne dans
I’échantillon ne doit pas excéder de plus de trois cycles le Ct du controle interne dans le
controle négatif pour valider la négativité de 1’échantillon pour ’ADN du PVBI19 (38). Si
cette condition n’est pas vérifiée, la présence d’inhibiteurs de PCR est suspectée et
I’amplification est renouvelée a partir d’un extrait dilué. Si le résultat de 1’échantillon n’est

toujours pas valide a I’issue de cette seconde amplification, il est considére ininterprétable.

V. 4 Exploitation statistique des résultats

Les résultats observés pour les paramétres définis pour la population étudiée sont
saisis dans une feuille de calcul du logiciel Excel®. Les fonctions de calcul sont utilisées pour

déterminer différents indicateurs.

Dans tous les cas, N désigne le nombre de sujets de 1’effectif pris en compte pour le

calcul d’un indicateur.

Les tests de comparaison statistique et les calculs associés sont effectués par
Iintermédiaire du logiciel GraphPad Prism® (GraphPad Software®, La Jolla, Californie,

Etats-Unis). Pour tous les tests, la valeur seuil du degré de signification p est fixée a 0,05.
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V. 4. 1 Paramétres qualitatifs

Dans le cas des paramétres qualitatifs, la valeur statistique calculée est une proportion.

La valeur de I’indice de réactivité IgM est exploitée comme parametre qualitatif par définition

de trois classes de valeurs.

> Détermination de la proportion de positivité de la PCR PVB19 sur les effectifs de

patients suivants :

Population totale

Patients adultes / Patients pédiatriques

Patients de sexe masculin / Patients de sexe féminin

IgG positives / 1gG négatives ou douteuses

Indice IgM [1,1 — 2] / Indice IgM [2,1 — 4] / Indice IgM > 4
Patients avec eruption cutanée / Patients sans éruption cutanée
Patients adultes avec arthralgies / Patients adultes sans arthralgies
Patients avec anémie / Patients sans anémie

Patients immunodéprimés / Patients non immunodéprimés

Dans chacun des cas, les proportions des deux groupes opposés sont comparées au

moyen d’un test de Chi-2 (2.

> Détermination de la proportion de manifestations clinigues observées de

maniére récurrente sur la population de patients avec PCR PVB19 positive.

»> Détermination de la proportion d’IgsM anti-VCA positives ou douteuses et de la

proportion d’IgM CMYV positives ou douteuses sur la population de patients avec

PCR PVB19 négative.
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V. 4. 2 Parameétres quantitatifs

Dans le cas des paramétres biologiques quantitatifs, la plage de valeurs donne lieu au
calcul de la moyenne, 1’écart-type et la médiane. Ces indicateurs sont déterminés sur la
population de patients avec PCR PVB19 positive et la population de patients avec PCR

négative pour les parametres suivants :

e Hémoglobine
e Leucocytes

e Plaquettes

e Réticulocytes
e Créatinine

e Activité enzymatique ALAT

Pour chacun des parametres, la moyenne des deux populations de patients est

comparée au moyen d’un test t de Student.
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VI.RESULTATS

VI. 1 Description de I’effectif

L’application des critéres de sélection définis a déterminé un effectif total de 138
patients. Cette population comprend 75 sujets de sexe masculin et 63 sujets de sexe féminin
dont 10 femmes enceintes. L’échantillon regroupe également 71 patients adultes et 67 patients

pédiatriques définis par un &ge inférieur a 15 ans.

Le nombre total de patients du CHU de Poitiers positifs pour les IgM du PVB19 au
cours de la période étudiée était de 167, parmi lesquels 29 patients ont été exclus de 1’étude en

raison de I’absence de résultat de PCR sérique du virus.

La composition démographique de la population étudiée est récapitulée dans le
Tableau II.

Tableau II. Composition de la population de patients de I’étude

. Sexe féminin Femmes
Sexe masculin . Total
sans grossesse enceintes
Patients adultes 30 31 10 71

Patients

pédiatriques 45 22

67

Total 75 63 138
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V1. 2 Statistiques de positivité de la PCR

V1. 2. 1 Statistiques globales

Taux global de positivité de la PCR

La détection par PCR du PVB19 dans le sérum est positive pour 35 patients parmi
I’effectif (N) de 138 patients. Le taux de positivité de la PCR sur I’ensemble de la population

étudiée est donc de 25 %.

Répartition chronologique des cas d’infection

La répartition mensuelle des cas de patients inclus sur la période étudiée est présentée
dans la Figure 12. Cette répartition affichée présente un biais du fait de I’absence dans 1’étude
des cas de positivité des IgM du PVB19 pour lesquels aucun résultat de PCR n’était
disponible, qui sont beaucoup plus fréquents sur les six premiers mois de I’étude et trés

exceptionnels sur les six derniers mois.

HIigM+PCR- MHIgM+PCR+

16

Nombre de cas

Figure 12. Répartition mensuelle des cas de positivité des IgM et de la PCR du Parvovirus B19
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V1. 2. 2 Critéres démographiques

Taux de positivité selon le sexe

Le taux de positivité de la PCR est de 20 % pour les patients de sexe masculin (N =
75) et de 32 % pour les patients de sexe féminin (N = 63). La différence entre ces deux

proportions n’est pas statistiquement significative.

Taux de positivité selon la classe d’age

Le taux de positivité de la PCR est de 25 % pour la population de patients adultes
(Age > 15 ans; N = 71) et de 25 % pour la population de patients pédiatriques (Age < 15

ans ; N = 67). Cette proportion est donc identique dans les deux groupes de patients.

VI. 2. 3 Présence d’I1gG

La détection des 1gG spécifiques du PVB19 donne un résultat positif pour 68 patients
de I’étude, négatif pour 68 patients et douteux pour 2 patients. Pour évaluer la relation entre la
présence d’IgG et la positivité de la PCR, les résultats douteux ont été regroupés avec les

résultats négatifs.

Le taux de positivité de la PCR du PVB19 est de 43 % pour la population de cas
d’IgG positives (N = 68) et de 8,6 % pour la population de cas d’IgG négatives ou douteuses
(N =70). La différence entre ces deux valeurs est significative (p < 0,0001).

V1. 2. 4 Répartition en fonction de I’indice de réactivité IgM

La détection des IgM du PVBI19 est considérée positive pour toute valeur de I’indice
de réactivité strictement supérieure a 1. La population de patients de I’étude est répartie en

trois classes en fonction de la valeur de cet indice.
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e Valeur de I’indice comprise entre 1,1 et 2 (N = 89 patients)
Le taux de positivité de la PCR est de 13 %.

e Valeur de I’indice comprise entre 2,1 et 4 (N = 26)
Le taux de positivité de la PCR est de 23 %.

e Valeur de I’indice supérieure a 4 (N = 23)

Le taux de positivité de la PCR est de 74 %.

VI. 2. 5 Présence d’une éruption cutanée

La présence d’une éruption cutanée est observée pour 45 patients de 1’étude, parmi

lesquels 28 patients pédiatriques et 17 patients adultes.

Le taux de positivité de la PCR du PVB19 est de 20 % pour la population de patients
présentant une éruption cutanée (N = 45) et de 26 % pour la population de patients ne
présentant pas d’éruption cutanée (N = 88). La différence entre ces deux valeurs n’est pas

significative.

V1. 2. 6 Présence d’arthralgies

L’exploitation statistique de la présence d’arthralgies a été limitée a la population de
patients adultes de I’étude en raison de la tres faible fréquence d’observation de ce symptome
chez I’enfant et de la difficult¢ de I’objectiver chez I’enfant en trés bas age sans possibilité

d’interrogatoire.

Au sein de la population adulte, la présence d’arthralgies est observée pour 18
patients, parmi lesquels 4 patients présentent une pathologie articulaire chronique a 1’origine
de ces manifestations (polyarthrite rhumatoide, lupus avec connectivite, psoriasis et
spondylarthropathie).

Le taux de positivité de la PCR du PVB19 est de 56 % pour I’ensemble des patients
adultes présentant des arthralgies (N = 18) et de 64 % pour les patients adultes présentant des

arthralgies a I’exclusion des patients atteints de pathologies articulaires chroniques (N = 14).

Le taux de positivité de la PCR est de 12 % pour la population de patients adultes ne

présentant pas d’arthralgies (N = 50).
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La différence entre 1’'une ou 1’autre des proportions observées en présence
d’arthralgies, incluant ou non les pathologies articulaires chroniques, et la proportion en

I’absence d’arthralgies est significative (respectivement p = 0,0002 ou p < 0,0001).

V1. 2. 7 Présence d’une anémie

La présence d’une anémie est observée pour 59 patients de 1’étude. Une étiologie (au
moins) d’anémie extérieure a I’action du PVB19 est relevée pour 38 d’entre eux. Les

différentes étiologies retrouvées sont répertoriées dans le Tableau I11.

Tableau Il1. Etiologies des anémies recensées pour les patients de I’étude

Etiologie d’anémie Nombre de patients

Hémopathie 4

Carence martiale

Carence en folates

Syndrome inflammatoire chronique

Insuffisance rénale chronique

Hypothyroidie

Grossesse

Hémorragie aigué

Anémie hémolytique auto-immune

Thalassémie

Drépanocytose homozygote

Sphérocytose héréditaire

P PPN OWO DN NP, OO N O

Acces palustre

Le taux de positivité de la PCR du PVB19 est de 29 % pour la population de patients
présentant une anemie (N = 59) et de 23 % pour la population de patients ne présentant pas

d’anémie (N = 71). La différence entre ces deux valeurs n’est pas significative.
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V1. 2. 8 Présence d’une immunodépression

La présence d’une forme d’immunodépression est relevée chez 20 patients de 1’étude.
Les différentes étiologies d’immunodépression retrouvées sont répertoriées dans le Tableau
V.

Tableau IV. Etiologies des cas d’immunodépression recensés pour les patients de I’étude

Etiologie de 'immunodépression Nombre de patients
Traitement immunosuppresseur 11
(dont Transplantation rénale) 5

Infection par le VIH

Hémopathie

Neutropénie (hors hémopathie)

Hypogammaglobulinémie congénitale

Prématurité chez le nourrisson

RPlw|lkRr|FP|w|k

Splénectomie

Le taux de positivité de la PCR du PVB19 est de 50 % pour la population de patients
présentant une immunodépression (N = 20) et de 21 % pour la population de patients ne
présentant pas d’immunodépression (N = 118). La différence entre ces deux valeurs est
significative (p = 0,0062).
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V1. 2. 9 Tableau récapitulatif

Tableau V. Taux de positivité de la PCR du Parvovirus B19 en fonction de la population étudiée

Taille de Nombre Taux de Degré de
Nature de I’effectif Peffectif Patients positivité de la si nif?cation
PCR + PCR (%) g P
Population totale 138 35 25
Sexe masculin 75 15 20
Sexe féminin 63 20 32
Population adulte 71 18 25
Population 67 17 25
pédiatrique
IgG + 68 29 43
<0,0001
IgG — (ou douteuses) 70 6 8,6
Indice IgM [1,1 - 2] 89 12 13
Indice IgM [2,1 — 4] 26 6 23
Indice IgM > 4 23 17 74
Présence d c?ruptlon 45 9 20
cutanée 0.43
Absence d t?ruptlon 88 23 26
cutanée
Patients adultes avec
arthralgies 18 10 56 0,0002
Patients adultes avec
arthralgies (sauf 14 9 64
pathologies articulaires) <0,0001
Patients adul_tes sans 50 5 12
arthralgies
Présence d’anémie 59 17 29
0,41
Absence d’anémie 71 16 23
Immunodépression 20 10 50
0,0062
Absence 118 o5 21

d’immunodépression
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V1. 3 Etude statistique des parametres biologiques

Les données statistiques des différents parameétres biologiques sont présentées dans le
Tableau VI.

Hémoglobine

La valeur moyenne de 1’hémoglobine est de 10,9 g/dL pour la population de cas de
PCR du PVB19 positive (N = 31) et de 11,5 g/dL pour la population de cas de PCR négative

(N =97). La différence entre ces deux valeurs n’est pas significative.

Leucocytes

La valeur moyenne des leucocytes sanguins est de 11,9 G/L pour la population de cas
de PCR positive (N = 31) et de 12,3 G/L pour la population de cas de PCR négative (N = 97).

La différence entre ces deux valeurs n’est pas significative.

Plaquettes

La valeur moyenne de la numération des plaquettes est de 259 G/L pour la population
de cas de PCR positive (N = 31) et de 285 G/L pour la population de cas de PCR négative (N

= 97). La différence entre ces deux valeurs n’est pas significative.

Réticulocytes

La numération des réticulocytes, non intégrée a 1’hémogramme standard, n’est

disponible que pour un nombre relativement faible de 40 patients.

La valeur moyenne des réticulocytes est de 67 G/L pour la population de cas de PCR
positive (N = 11) et de 55 G/L pour la population de cas de PCR négative (N = 29). La

différence entre ces deux valeurs n’est pas significative.
Créatinine

La valeur moyenne de la créatinine plasmatique est de 60 umol/L pour la population
de cas de PCR positive (N = 28) et de 65 umol/L pour la population de cas de PCR négative

(N =95). La différence entre ces deux valeurs n’est pas significative.



Activité enzymatique ALAT

La valeur moyenne de I’activité enzymatique ALAT est de 25 UI/L pour la population
de cas de PCR positive (N = 28) et de 137 UI/L pour la population de cas de PCR négative (N

= 90). La différence entre ces deux moyennes n’est pas significative.

La valeur médiane, qui n’est pas influencée par les valeurs trés élevées, est de 18,5

UI/L pour la population présentant une PCR positive et de 22 UI/L pour la population

présentant une PCR négative.

Tableau VI. Indicateurs statistiques des parametres biologiques en fonction du résultat de la

PCR
Parametre Résultat de Taille de Movenne Meédiane siDr?ig{Sa?izn
(unité) la PCR Peffectif y g :
Hemoglobine POS 31 109 115
/dL 02
(g/dL) NEG 97 115 115
Leucocytes POS 31 11.9 89
GIL 091
(G/L) NEG 97 123 98
Plaquettes POS 31 259 245
GIL 0,35
(G/L) NEG 97 285 258
Réticulocytes POS 11 67 60 051
(GIL) :
NEG 29 55 44
Créatinine POS 28 60 49,5 0.72
(umol/L) NEG 95 65 3 ,
ALAT POS 28 25 185
UL 0,37
(UIIL) NEG 90 137 22
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V1. 4 Manifestations cliniques récurrentes

Parmi les manifestations cliniques autres que 1’éruption cutanée et les arthralgies
relevées chez les patients pour qui la détection de I’ADN du PVB19 dans le sérum est
positive, deux symptdmes sont retrouveés de maniére récurrente. Il s’agit des adénopathies et

des céphalées.

Des adénopathies sont observées pour 8 patients sur 35 présentant une infection
prouvée par le PVB19, soit 23 %, et des céphalées sont recensées pour 7 patients sur 35, soit
20 %.

V1. 5 Présence de marqueurs d’infection par un agent

pathogéne autre que le Parvovirus B19

Positivité des 1gM anti-VCA

L’enregistrement des résultats de détection des IgM anti-VCA, dirigées contre I’EBV,
dans les cas de PCR du PVB19 négative retrouve 52 résultats négatifs, 19 résultats positifs et
7 résultats douteux. La proportion de cas d’IgM anti-VCA positives ou douteuses,
potentiellement impliquées dans une réaction croisee, est donc de 33 % pour les patients
présentant des IgM anti-PVB19 positives avec PCR PVB19 négative (N = 78).

Positivité des IgM anti-CMV

Le recueil des résultats de détection des IgM spécifiques du Cytomégalovirus (CMV)
dans les cas de PCR du PVB19 négative retrouve 66 résultats négatifs et 12 résultats positifs.
La proportion de cas d’IgM anti-CMV positives, potentiellement impliquées dans une
réaction croisée, est donc de 15 %opour les patients présentant des IgM anti-PVVB19 positives
avec PCR PVB19 négative (N = 78).
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Autres marqueurs infectieux

Des marqueurs d’infection active sont également observés pour d’autres virus de la
famille des Herpesviridae. Le recueil fait apparaitre six résultats positifs et deux résultats
douteux pour les IgM des virus Herpes simplex (HSV1 ou HSV2) et deux résultats positifs et
un résultat douteux pour les IgM du VZV (Virus Varicelle-Zona), ainsi qu’un diagnostic
clinique de varicelle. La détection de ces marqueurs peut résulter de réactions croisees. Un cas

de mise en évidence par PCR dans le sang du virus HHV®6 est également relevé.

Il est également observé parmi les patients pour qui la PCR du PVB19 est négative
cinq cas de rougeole avec présence d’IgM spécifiques et confirmation par détection du

génome viral dans la salive.

Cinq cas de Fiévre Q sont recensés, avec présence d’IgM de phase II de Coxiella
burnetii, ainsi que quatre cas de positivité des IgM dirigées contre Mycoplasma pneumoniae.
Des réactions positives ou douteuses, tres certainement liées a une stimulation polyclonale et
une réactivité croisée, sont également retrouvées pour les IgM du virus des oreillons, de
Chlamydophila pneumoniae ou de la maladie de Lyme (technique ELISA) ainsi que pour la

sérologie de dépistage du VIH et la sérologie des virus HTLV (Human T-lymphotropic virus).

Le recueil de données pour la population de patients négatifs pour la PCR du PVB19
met par ailleurs en évidence sept cas d’infection par un virus grippal (4 grippes A et 3 grippes
B) diagnostiqués par détection de I’ARN viral sur un prélévement d’origine respiratoire. Il est

enfin relevé au sein de cette population deux cas de syphilis et un cas d’acces palustre.

Les différents marqueurs infectieux recensés sont récapitulés dans le Tableau VII.
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Tableau VII. Présence de marqueurs sérologiques et moléculaires d’infection active par d’autres

agents dans la population de patients avec PCR Parvovirus B19 négative

Nombre de Proportion de
Marqueur d’infection active cas positifs ou | positifs/douteux
douteux (%)

Marqueurs serologiques
IgM anti-VCA 26 33

15

[EEN
N

IgM CMV

IgM HSV

IgM VZV

IgM Rougeole

IgM Oreillons

IgM Coxiella burnetii Phase 11

IgM Mycoplasma pneumoniae

IgM Chlamydophila pneumoniae

IgM Lyme (ELISA)

Sérologie dépistage VIH

Sérologie HTLV-1/2

N |, PN B>MOC| PO W[ O

Serologie Syphilis

Marqueurs moléculaires
PCR EBYV (Sang)

PCR CMV (Sang)

PCR HSV1 (Sang)

PCR HHV6 (Sang)

PCR Grippe A (Nasopharyngé)

w|lbh|RPr|P,|N]| o

PCR Grippe B (Nasopharyngeé)

La présence d’au moins une étiologie infectieuse systémique autre que le PVB19 a

ainsi été recensée pour 52 patients parmi les 103 pour lesquels la PCR du PVB19 est négative.
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V1. 6 Cas cliniques d’intérét particulier

Au-dela des criteres définis par 1’étude, le recueil de données a conduit a 1’observation
de différents dossiers cliniques et biologiques de patients présentant un intérét particulier mais

relevant de situations en trop faible nombre pour permettre leur exploitation statistique.

V1. 6. 1 Manifestation atypique de I’infection chez le patient

Immunocompétent

Une forme atypique d’infection par le PVBI19 est observée chez un enfant de 5 ans
avec I’apparition, associées a une éruption cutanée, de manifestations neurologiques a type de
méningo-encéphalite. La recherche directe du PVB19 par PCR est positive dans le sérum
mais également dans le liquide céphalo-rachidien de ce patient. Cet enfant est cependant
atteint de maniére concomitante d’une infection méningée par le bacille tuberculeux.

L’implication du PVB19 dans ces manifestations est donc difficile a établir.

V1. 6. 2 Infections chez le patient atteint d’anémie chronique

Le recensement des étiologies d’anémies a permis d’identifier quatre patients atteints
de pathologies constitutives du globule rouge : deux cas de béta-thalassémie, un cas de
drépanocytose homozygote et un cas de sphérocytose héréditaire. Trois de ces patients
présentent une véritable infection par le PVB19. Il s’agit d’un enfant de 10 ans atteint de
drépanocytose SS et d’un enfant de 8 ans porteur de sphérocytose, qui affichent tous deux une

anémie profonde, ainsi que d’un patient thalassémique de 58 ans dont 1’anémie est modérée.

Un cas d’infection sévere est également relevé pour un patient atteint d’anémie
hémolytique chronique d’origine acquise en la personne d’une femme de 75 ans souffrant
d’anémie hémolytique auto-immune a agglutinines froides, chez qui sont diagnostiquées une
anémie, une réticulopénie profonde ainsi qu’une érythroblastopénie sur le myélogramme,
avec mise en évidence de I’ADN du PVB19 par PCR dans le sérum et la moelle osseuse.
Cette patiente est en outre sous traitement immunosuppresseur pour sa pathologie auto-

immune.
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V1. 6. 3 Infections chez le patient immunodéprimé

Deux cas d’infection sévére par le PVB19 sont observés chez des patients transplantés
rénaux sous traitement immunosuppresseur. Le premier concerne un homme de 72 ans
présentant une anémie sévére et une érythroblastopénie au myélogramme. Le second cas est
celui d’un homme de 27 ans présentant un profil de primo-infection (IgG absentes) avec
anémie et réticulopenie trés profondes. Une autre infection a PVB19 associée a une
érythroblastopénie médullaire et une positivité de la PCR dans le sérum et la moelle osseuse

est retrouvée pour une patiente de 63 ans atteinte de myéelome.

V1. 6. 4 Infections en cours de grossesse

Parmi les 10 femmes enceintes incluses dans 1’étude en raison de la positivité des IgM,
la recherche de I’ADN du PVBI19 par PCR dans le sérum est positive pour cinq femmes. L un
de ces cas d’infection, marqué par la survenue d’une éruption cutanée et d’arthralgies chez la
mere, a conduit a une mort feetale in utero. Un autre cas d’infection feetale est attesté par la
présence de signes échographiques de myocardite feetale, d’évolution spontanément
favorable. Les trois autres cas d’infection maternelle avérée a PVBI9 n’ont pas été

accompagnés de signes d’infection du feetus.

Les différentes situations observées pour les femmes enceintes de 1’étude sont

répertoriées dans le Tableau VIII.
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Tableau VIII. Données virologiques et évolution clinique observées pour les femmes enceintes

29 14 POS POS Absence de signes d’infection feetale
18 1,1 POS POS Myocardite feetale d’évolution favorable
31 > 48 POS POS Absence de signes d’infection feetale
32 41 POS POS Mort feetale in utero

26 11 POS NEG

43 3 POS POS Absence de signes d’infection feetale
35 6,6 POS NEG

30 2,4 NEG NEG
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VIl. DISCUSSION

L’infection par le PVBI19 est principalement recherchée dans le cadre de
manifestations éruptives chez I’enfant, du bilan étiologique d’arthralgies chez I’adulte et en
cas de suspicion d’infection en cours de grossesse, mais également lors de I’exploration d’une
anémie chez le sujet immunodéprimé ou de 1’aggravation d’une anémie chronique. La
sérologie occupe une place centrale dans le diagnostic de cette infection. Elle constitue
I’examen de premiére intention qui permet de caractériser le stade de I’infection et guide la
réalisation éventuelle d’analyses complémentaires. Les anticorps IgM sont un indicateur
d’une infection récente ou active par le virus étudi¢ et permettent la distinction avec une
infection ancienne, a la condition que leur détection soit bel et bien reliée a I’'implication du
PVB19. Or, on constate la mise en évidence fréquente d’IgM dont la valeur diagnostique dans
I’infection active, et plus particuliérement la primo-infection, par le PVB19 est incertaine et

nécessite d’étre mieux définie et de s’appuyer sur des critéres annexes.

Cette étude avait donc pour objectif d’évaluer la pertinence de la détection des IgM du
PVB19 en fournissant une estimation de la proportion de cas de positivité des IgM associés a
une infection avérée par le virus. Elle visait également a étudier la relation entre cette
proportion d’infection prouvée et la présence ou 1’absence de différents critéres cliniques et
biologiques, proposer une stratification de cette probabilit¢ en fonction de I’indice quantitatif
des IgM et rechercher une étiologie potentielle aux résultats apparus comme faussement

positifs.

Interprétation des résultats de I’étude

Conformément aux objectifs définis au début de 1’étude, la proportion de véritable
infection par le PVB19 devant la positivité des IgM « spécifiques » a été estimée par le taux
de positivité de la détection par PCR dans le sérum. De plus, I’intérét des différents criteres
cliniques et biologiques dans I’interprétation de cette positivité des IgM a été évalué. Le but
premier de 1’analyse des résultats obtenus est d’en déduire des principes d’aide a

I’interprétation de la sérologie du PVB19.
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Le taux global de positivit¢ de la PCR, et donc d’infection prouvée a PVBI19, sur
I’ensemble de la population de patients présentant des IgM est relativement faible pour un
marqueur théorique d’infection active par le virus. Ce résultat confirme le manque de
spécificité de cette analyse et I’implication significative d’interférences et de réactions non
spécifiques. Les documents du fournisseur de la méthode de sérologie utilisée ne comportent
pas de données de valeur prédictive positive, qui est le parametre estimé par le taux de
positivité de la PCR, mais le résultat de 1’étude apparait en discordance avec 1’excellente
valeur de spécificité revendiquee (supérieure a 99 %) en raison du nombre important de

résultats faussement positifs.

Les résultats de 1’étude apportent par ailleurs des informations nouvelles sur la valeur
a donner a la positivité des IgM du PVB19, en particulier par ’association a la présence
d’IgG et I’analyse de la valeur de I’indice de réactivité des IgM. La proportion de PCR
positive, et donc d’infection prouvée, est significativement plus élevée en cas de présence
simultanée d’IgG anti-PVB19 et s’avére surtout tres faible (inférieure a 10 %) en ’absence de
ces IgG. Ce résultat peut s’expliquer par la fréquence bien moindre de fausse réactivité
concernant la détection des IgG par rapport a la détection des IgM. La mise en évidence d’IgG
spécifiques du PVB19 constitue donc une preuve fiable de contact du sujet avec le virus,
méme si elle n’est pas en soi un marqueur d’une infection récente ou active. Le délai
relativement court entre 1’apparition des IgM et des IgG lors de la primo-infection (apparition
simultanée ou décalage d’une semaine au maximum (2, 31)) rend peu probable une réalisation

de la sérologie dans une période de présence d’IgM spécifiques sans présence d’IgG.

Une valeur élevée de I’indice de réactivité des IgM est également associée a une
probabilité plus élevée de véritable infection active a PVB19. Les valeurs les plus faiblement
supérieures au seuil de positivité (entre 1 et 2) ne correspondent que dans de rares cas a des
infections prouvées par détection moléculaire du virus et sont dans leur grande majorité la
conséquence d’une fausse réactivité ou d’une stimulation polyclonale. Une proportion tres
importante d’infections avérées est en revanche associée a une valeur de I’indice supérieure a
4. Cependant un relévement du seuil de positivité, s’il permettrait une amélioration de la
valeur prédictive positive, €écarterait un nombre important de cas d’infection qui ne seraient

pas détectés et conduirait a une diminution de la sensibilité de 1’analyse.
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L’analyse des résultats obtenus pour les différents criteres étudiés apporte une
confirmation de certaines données établies au sujet du PVB19. C’est ainsi le cas concernant la
proportion €levée de véritable infection par le virus en présence d’arthralgies chez le patient
adulte, manifestation clinique bien connue de I’infection a PVB19 dans cette population. En
revanche, d’autres conséquences connues de cette infection ne sont pas associées dans cette
étude a une proportion significativement plus élevée d’infection prouvée. C’est le cas de

I’éruption cutanée et de la présence d’une anémie chez le patient.

Parall¢lement, les valeurs de I’hémoglobine et de la numération des réticulocytes,
attendues plus faibles dans la population de patients en cours d’infection active par le PVB19,
ne sont pas retrouvees significativement plus faibles dans cet effectif. La thrombopénie et la
leucopénie, décrites de maniere inconstante dans I’infection 8 PVB19, ne sont pas non plus
confirmées par une numération des plaquettes et des leucocytes significativement plus faibles

pour les patients présentant une preuve moléculaire de I’infection.

La valeur de la créatinine plasmatique, prise en compte pour évaluer une potentielle
atteinte rénale qui est décrite pour le PVB19 chez I’'immunodéprimé (25, 26, 28), ne fait pas
apparaitre de différence significative pour les patients infectés par le virus. L’enregistrement
de Dl’activité enzymatique ALAT visait a évaluer la relation avec une potentielle atteinte
hépatique, qui est soumise a discussion pour le PVB19 mais bien établie pour d’autres virus
impliqués dans les stimulations polyclonales, en particulier les Herpesviridae. La différence
observée selon le résultat de la PCR du PVBI19 n’est pas significative. Si la moyenne est
sensiblement plus ¢€levée dans le groupe de patients présentant une PCR négative, d’effectif
plus important, ce paramétre est soumis & une trés forte variabilité, caractérisée par un écart-
type extrémement important. La moyenne est fortement influencée par les valeurs élevées,
plus nombreuses en fréquence absolue dans la population de patients avec PCR négative. La
présence d’une cytolyse hépatique ne peut donc étre retenue comme un critere en défaveur
d’une véritable infection a PVB19 mais dans le cadre d’une positivité de multiples IgM, elle
évoque davantage 1’implication d’un virus a tropisme hépatique connu, tel les Herpesviridae.
Pour ces deux derniers parameétres biologiques (créatinine et ALAT), la production de
statistiques ciblées sur les patients immunodéprimés aurait donné lieu a des effectifs de taille

jugee trop faible.



70

Il apparait au travers de ces différents résultats que la confrontation des IgM anti-
PVB19 détectées aux données cliniques et biologiques des patients ne permet que dans de
rares cas de se prononcer sur la validité de ces IgM. Seule la présence d’arthralgies apporte
une information significative. Ces données s’avérent en tout cas moins contributives que les
parametres de la sérologie (présence d’IgG et indice de réactivité¢ IgM), d’autant plus que ces
derniers sont disponibles pour la totalité¢ des patients investigués et d’acces plus aisé pour le

biologiste que les données cliniques.

Une proportion significativement plus élevée de positivité de la PCR est également
retrouvée pour les patients présentant une forme d’immunodépression. Ce résultat est
néanmoins observé sur un faible effectif de sujets rassemblant des formes tres variées de
déficit immunitaire. Le caractére chronique de I’infection a PVB19 chez le patient
immunodéprimé et la persistance de la virémie pourraient participer a ce résultat, le risque de
réalisation du diagnostic direct en dehors d’une fenétre de virémie étant moindre que chez

I’immunocompétent.

L’analyse des marqueurs infectieux recensés pour les cas de mise en évidence d’IgM
du PVB19 avec PCR neégative, considérées comme de probables faux positifs, confirme
I’implication d’autres agents viraux dans des phénomenes de stimulation polyclonale a
I’origine d’une détection d’IgM non spécifiques. L’étude retrouve une présence importante
des virus de la famille des Herpesviridae, connus pour produire de tels phénomenes. L’EBV
et le CMV, pour lesquels la détection des IgM spécifiques montre une fréquence de positivité
relativement importante lorsqu’elle est pratiquée, sont tout particulierement impliqués. Le
virus de la rougeole et I’agent de la fievre Q, Coxiella burnetii, dont I’interférence avec les
IgM du PVBI19 n’a pas été étudiée par le fournisseur de la technique utilisée dans 1’étude,

semblent également impliqués dans certains cas de réactivité non spécifique.

Les marqueurs d’auto-immunité, tels que le facteur rhumatoide et les anticorps
antinucléaires, qui sont également des origines potentielles de fausse réactivité des IgM du
PVBI19, n’ont pas été répertoriés dans cette étude. Le recensement de ces marqueurs aurait

présenté un intérét pour une évaluation plus compléte des étiologies de fausse positivité.

Pour environ la moitié des patients présentant un résultat de PCR du PVB19 négatif
dans 1’étude, aucune étiologie potentielle de la positivité des IgM n’est retrouvée. Cette
situation résulte en partie d’une insuffisance d’informations disponibles pour le patient

considéré et d’un défaut d’analyses complémentaires.
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Limites de I’étude

Cette étude présente certains biais et limites dont il est nécessaire de tenir compte dans
son interprétation. Si la taille de I’effectif total de patients est relativement importante,
I’effectif de certains groupes utilisés pour définir des statistiques s’avere faible. C’est ainsi le
cas pour la présence d’arthralgies, I’'immunodépression et la numération des réticulocytes. Les

deux premiers critéres figurent parmi les ¢éléments significatifs de 1’étude.

L’absence de résultat de PCR du PVB19 dans le sérum pour certains patients, qui sont
exclus de I’étude, ne permet pas d’étudier la totalité des patients affichant des IgM positives
sur la période définie, ce qui peut modifier la représentativité de 1’échantillon. Cette situation

qui conduit a I’exclusion d’un cas est cependant considérée de présentation aléatoire.

Certaines circonstances a 1’origine d’une prescription importante de la sérologie du
PVB19 sont également susceptibles d’avoir une influence sur les résultats de 1’étude. La forte
augmentation du nombre de cas de fausse positivité au cours des derniers mois de 1’étude
(septembre 2017 a avril 2018) pourrait ainsi trouver une explication dans 1’épidémie de
rougeole présente dans la région Poitou-Charentes lors de cette période, a 1’origine de
réactivité non spécifique des IgM anti-PVB19 et ayant favorisé la prescription massive de
sérologies associées aux infections virales éruptives (Figure 12). Les résultats obtenus pour
les proportions de positivité de la détection du génome viral peuvent ainsi s’avérer différents

selon la période de recueil définie.

Pertinence de la PCR comme critére de preuve d’infection

La détection de I’ADN viral par PCR dans le sérum est donc utilisée dans cette étude
comme critere de véritable infection active par le PVB19, permettant la catégorisation des cas
analyses. Il s’agit de 1’unique critére objectif disponible pour les patients ciblés, de mise en

ceuvre relativement aisée car effectuée sur le méme prélévement que la sérologie.
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Si la positivité de cette recherche moléculaire apporte une preuve certaine de
I’infection en question, un résultat négatif ne peut en revanche écarter avec certitude une
véritable infection par le PVB19.L apparition des IgM spécifiques intervient en effet a la fin
de la phase de virémie (Figure 13) et les signes cliniques les plus évocateurs (éruption cutanée
et arthralgies), qui amenent a réaliser la sérologie, surviennent apres la fin de cette phase au
cours de laquelle le virus est présent en concentration élevée dans le sang circulant.On peut
donc présumer que I’essentiel des cas de détection d’IgM a lieu en dehors de cette phase de
virémie, exception faite du sujet immunodéprimé. Néanmoins, d’aprés la majorité des sources
(2, 40, 41), ’ADN du PVBI19 demeurerait détectable dans le sang tout au long de 1’infection,
et non uniquement au cours de 1’épisode virémique, en raison du seuil de détection
extrémement faible des méthodes de PCR (environ 10 copies/mL). Cette caractéristique tend
a étre confirmée par le taux plus élevé de positivité de la PCR observé en cas de présence
associée d’IgG alors que I’apparition des IgG correspond en théorie a une phase de I’infection

postérieure a la virémie.
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Figure 13. Cinétique des marqueurs biologiques et cliniques de I’infection par le Parvovirus B19
(40). Les IgM apparaissent a la fin de la phase de virémie. L apparition des IgG est décalée d’environ
une semaine. L’éruption et les arthralgies interviennent lors de cette réponse immunitaire, une fois la

phase de virémie terminée. L’ ADN viral est détectable par PCR tout au long du processus infectieux.
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Il n’est cependant aucunement exclu qu’un nombre limité de cas figurant dans 1’étude
pour lesquels la PCR du PVB19 est negative soient tout de méme de veritables infections par
le virus concerné mais aucun critére objectif et applicable a I’ensemble des cas ne permet leur
mise en évidence. Le résultat d’une seconde sérologie a distance d’au moins deux semaines
de la premiere serait informatif en cas de séroconversion 1gG mais cette répétition de
I’analyse n’a été pratiquée que pour un trés faible nombre de patients de 1’étude. Le délai
entre la survenue des symptomes et le prélevement en vue de la sérologie initiale est par
ailleurs une donnée difficile a apprécier lors du recueil d’informations par 1’intermédiaire des

dossiers cliniques de patients.

Conséquences sur Pinterprétation de la sérologie du Parvovirus B19

Les résultats de cette étude confirment que la positivité des IgM du PVB19 doit étre
considérée avec précaution et que le diagnostic théorique de primo-infection par le PVB19
doit étre mis en doute dans de nombreux cas. Cette situation doit amener a chercher d’autres
¢léments associés a I’infection. Le meilleur moyen de conclure sur la pertinence a accorder a
une présence d’IgM anti-PVB19 est de recourir a la détection de I’ADN viral par PCR. Cette
technique d’analyse n’est cependant pas disponible pour tout centre qui réalise la sérologie et
dans le cas d’un laboratoire qui en dispose, la PCR est souvent différée pour permettre une
analyse en série. L’envoi du prélévement pour réalisation de la PCR a un laboratoire sous-
traitant implique également un délai d’obtention du résultat de plusieurs jours. Il est donc
nécessaire pour émettre un avis initial sur un cas de positivité des IgM de considérer les

différents critéres biologiques et cliniques associés dont I’intérét est souligné par cette étude.

Il ressort de cette étude que I’interprétation de la mise en évidence d’IgM du PVBI19
fait appel a un faisceau d’arguments en faveur ou défaveur d’une infection active par le virus
considéré. Une valeur €levée de ’indice de réactivité des IgM, la présence d’arthralgies chez
I’adulte et la présence d’une immunodépression sont fortement en faveur de I’infection a
PVB19. La présence associee des 1gG spécifiques est un facteur favorable mais, surtout, leur

absence est fortement en défaveur de I’implication du PVBI19.
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Perspectives

Afin de confirmer les résultats de cette étude, de les compléter et d’en améliorer la
pertinence en particulier en réduisant les biais qui I’affectent, diverses perspectives peuvent
étre envisagées.Une étude similaire pourrait é&tre menée a plus grande échelle pour étudier un
plus grand nombre de patients en réunissant les données de différents centres d’analyse et
sans exclusion de cas pour un recueil plus exhaustif. Des études pourraient également étre
pratiquées pour les autres techniques de sérologie du PVB19 pour comparer leurs

performances diagnostiques et établir les éléments communs de leur interprétation.

Une étude prospective associant la détection du virus par PCR et la réalisation
systématique d’une seconde sérologie en I’absence d’IgG spécifiques lors de la premicre
présenterait un intérét pour définir de maniére plus fine les véritables cas d’infection a
PVB19. Enfin, la valeur diagnostique a accorder a la positivité des IgM du PVB19 pourrait
étre évaluée par une analyse comparative de populations d’IgM positives et d’IgM négatives,

tandis que la présente étude ne s’intéresse qu’aux cas d’IgM positives.
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Annexe 1

Mode opératoire de la sérologie du Parvovirus B19 au
CHU de Poitiers
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1. OBJECTIFS

Décrire la technique de recherche des anticorps IgG et IgM dirigés contre I'Erythrovirus B19 dans le sérum ou le
plasma par la technique immunoluminométrique (CLIA) Liaison XL DiaSorin.

2. DOMAINE D’APPLICATION ET PERSONNES CONCERNEES

Cette technique est réalisée a l'aide de I'automate Liaison XL. Elle concerne le secteur d'Immunosérologie.

3. DEFINITIONS

B19G : IgG anti-Erythrovirus B19
B19M : IgM anti-Erythrovirus B19
SIL : Systéme Informatique de Laboratoire : GLIMS
Redaction| = 1 0 Wenficaton | o ) ~ Approbation
Nom Prénom Date Nom Prénom Date Nom Prénom Date
GIRET Laurence 22/05/2015 LEVEQUE Nicolas 07/11/2016

CHASSAT Stéphane  19/06/2015
) GIRAUDEAU  Genevieve  19/08/2015
Signature: BEBY- Agnés 28/10/2016

g DEFAUX e Rgnatas o 3
@\1@;@ Signature: @X@@@ @@Q@
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4. DESCRIPTION

4.1.Prélevements concernés

Sérum (ou plasma sur tube EDTA).

4.1.2. Etapes pré-analytiques
Décantation et aliquotage assurés par la réception centralisée des prélévements (RCP).
4.2.Réactifs utilisés
Se référer a la notice du coffret sur Sapanet VIRO-ANA-EXT-031 (B19G) et VIRO-ANA—EXT-OSZ (B19M) et
au mode opératoire « Mode d'utilisation quotidienne de I'automate LIAISON XL (DiaSorin)».

Cf : VIRO-MAT-MO-012.

4.3.Mode opératoire

Se référer au mode opératoire « Mode d'utilisation quotidienne de l’auto[hate LIAISON XL (Diasorin) »
VIRO-MAT-MO-012. % %

4382Resultats
ANALYSES , RESULTATS  INTERPRETATION

<09 " Négatif
lr:g:\(/:le 0,0 << 14 %%, Douteux
>1,1 P POSITIF
<0,9. ) Négatif
IGC gy 0,9 << 1)1 Douteux

Indice ¢ ’
n, > 11 POSITIF

Re-tester une fois les échantillons douteux :
. — Si Positif : rendre POS
> SiNégatif : rendre NEG
— SiDouteux : rendre DTX et demander un autre prélevement dans un délai d’'une semaine
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4.4.Interprétation biologique

Les résultats transmis au SIL sont a I'état « disponible ». lls sont ensuite confirmés par les techniciens ce qui
entraine une interprétation programmeée dans GLIMS que récapitule le tableau suivant.

4.4.1. Interprétation d’une 1°° détection

e Code résultat S
Age spécifique Interprétation
IgM lgG
SERNEG Profil sérologique en faveur de I’abse’rjce d’infection.
Cependant, en cas de contact récent, la sérologie peut
Neg Neg étre encore négative. :
2c Envoyer un deuxiéme sérum dans 2 semaines pour
contrdle. |
> 6 mois Neg POS B19AN Profil sérologique en faveur d’une infection ancienne.
Z'Bimdis Neg POS ACMAT Anticorps probablémé}jt d’origine maternelle. #
PRIMO Profil sérolcgiqUe en faveur d’une primo-infection.
FXPOSM Cependant ur{e stimulation polyclonale ou une fausse
réactivité des IgM ne peuvent étre exclues.
POS Neg ; & 5
‘| Priére d'envoyer un deuxiéme ' sérum pour suivre
2EVOL I’évolution.
PCVR Recherche génomique par PCR en cours.
r '",PIARC Profil sérologicjué en faveur d'une infection active,
£ 4 récente ou en cours.
POS POS Cependant ‘une stimulation polyclonale ou une fausse
i ) FXPOSM réactivité des IgM ne peuvent étre exclues.
PCR Recherche génomique par PCR en cours.
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-

PErythrovirus B19

4.4.2. Interprétation tenant compte de résultats antérieurs

ave Bl Code résultat I -
spécifique nterprétation
IgM 1gG IgM 1gG
Neg Neg Neg Neg B19NEG Profil sérologique en faveur de l'absence d'infection a
Erythrovirus B19.
Neg POS Neg Neg ACTP Anticorps probablement transmis passivement.
POS Neg Neg Neg PRIMO Profil sérologique en faveur d’'une primoinfection.
FXPOSM Cependant une stimulation polyclonale ou une fausse
réactivité des IgM ne peuvent étre exclues.
PCR Recherche génomique par PCR en cours
POS POS POS Neg PRIMO Profil sérologique en faveur d’'une primoinfection.
PCR Recherche génomique par PCR en cours
POS POS Neg Neg PRIMO Profil sérologique en faveur d’une primoinfection.
PCR Recher’ck:yhe:'génomique par PCR en cours

hd

VY V'V

Les autres cas sont interprétés, en fonction du contexte clinique, par les biologistes.

4.5.Stockage des prélevements .

Les sérums ou plasmas sont conservés entre 2 et 4°C, 1 semaine maximum puis congelés a —20°C.

DOCUMENTS DE REFERENCE

Guide de bonne exéCutioh des analyses : arrétés du 02/12/1994, du 26/11/1999 et du 26/04/2002.
Norme NF EN 1SO 15189.
Ordonnance n°2010-49 du 13 janvier 2010 relative a la biologie médicale.
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Annexe 2

Mode opératoire de la détection de I’ADN du Parvovirus
B19 par PCR au CHU de Poitiers
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Historique

Version

Date

Commentalre

05

Juillet 2014

Ex VIRO-ANA-MO-531

06

Septembre 2016

Extraction EasyMag

Utilisation CFX96

P

4.5.
5.

4.1.

4.2.

i 4.3.

4.4

Documents de référence
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1. OBJECTIFS
Décrire la détection et/ou la quantification de I’ADN Erythrovirus B19 par PCR en temps réel.
2. DOMAINE D’APPLICATION ET PE’RSONNES CONCERNEES

Techniciens de I'Unité de Microbiologie Moléculaire et Séquengage et biologistes de Virologie & Mycobactériologie.

3. DEFINITIONS

LCR: Liquide Céphalo-Rachidien
Pb: Paire de bases
Parvo B19 : Parvovirus B19 ou Erythrovirus B19
QS1aQS4: Standards de quantification
IC: Controle interne
CN: Contrdle d’extraction-inhibition/contréle négatif
GP : Controle positif
CtL. Crossing Threshold
__ Reédaction :  Vérification . __ Approbation
Nom" Prénom Date Nom Prénom Date Nom Prénom Date
GOICHON ~ MCHRISTINE  08/09/2016 | BEBY- Agnés 08/08/2017 LEVEQUE Nicolas 30/08/2017
DEFAUX
GIRAUDEAU Geneviéve 19/04/2017
Signature:

CHASSAT Stéphane 08/09/2016

Signature:

Signature:
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4. DESCRIPTION

La trousse RealStar® Parvo B19 PCR Kit permet la détection et la quantification de 'ADN des trois génotypes (I-111)
de Parvo B19. La charge virale est mesurée grace a une gamme de quantification fournie dans la trousse et définie
par le 2°™ WHO IS (NIBSC 99/802).

La technique employée est celle de la PCR en temps réel aprés extraction de I’ADN viral.

Les deux mélanges d’amplification A et B de la trousse contiennent le tampon d’amplification, les enzymes, les
amorces et les sondes spécifiques pour Parvo B19 et pour le contréle interne amplifiés simultanément.

La detection de la cible Parvo B19 (FAM) et de IC (JOE/VIC) se fait dans le méme puits

Le contrdle interne d’extraction-inhibition (IC) inclus dans la trousse permet de valider I'expérience et de vérifier
que chacun des échantillons est extrait correctement et ne contient pas d’inhibiteurs.

4.1.Préléevements concernés

AhLL Nature RS

- Sérum décanté a partir de sang prélevé dans des tubes secs.
| - Plasma décanté & partir de sang prélevé sur tube EDTA. .-

- Tout liquide biologique (LCR, liquide amniotique...).

- Moélle osseuse prélevée sur tube EDTA.

. Conditions de conservation

| ¢ Sérum, plasma
| Centrifuger le tube de sang 20 mlnutes a 20009 et aliquoter le sérum dans des cryotubes de 4 ml.

Liguides biologiques (LCR, li ulde amniotique...
Aliquoter dans des cryotubes de 1,8 ml.

o Moélle osseuse : 4
Homogénéiser par retournement sur un roller pendant 10 minutes puis transférer dans un cryotube
1,8 ml.

Le volume de prélévement aliquoté doit étre supérieur & 200 pl.

Tous les eéchantillons sont conservés a -80°C si I'extraction des acides nucléiques est différée.

4.2.Réactifs utilisés

4.2.1. Dénomination, références et conservations
Dénomination Référence | Fournisseur Sensenaiion avent | Gonsdivation dpISs
ouverture : ouverture
-156°C/-25°C
RealStar® Parvo -15°C/-25°C Mix : MM1
B19 PCR Kit 1.0 101013 Biocentric Piece des
Altona Diagnostics congélateurs IC: MM3
Contréles : MM4
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4.3.Mode opératoire
4.3.1, | Extraction des acides nucléiques

Microbiologie Moléculaire 3 (préparation et extraction des échantillons)

Lors de I’étape de lyse, un contrdle interne fourni dans la trousse RealStar Parvo B19 est ajouté.
(10% du volume délution). Ne pas I’ajouter directement a I’échantillon mais au mélange
échantillon/TL

2]

EasyMag (Biomérieux) MagNA Pure Compact (Roche)

Ndtilie seliantiiich MMS-MAT-MO-006 MMS-MAT-MO-806

Liquides biologiques Protocole : Generic

agslidiaies Vol. échantillon : 200 pl
Sérum, plasma Vol. élution : 50 pl
FES [CH) Protocole : Total_NA_PIasma_1 00_400

Vol. échantillon : 200 pl

Liquides biologiques Vol. élution’:.50 I

cellulaires

Prélevements cutanés | Protocole : Specific B
en milieu UTM Vol. échantillon : 200 pl
Vol. élution : 50 pl
Moélle osseuse Protocole : DNA_Blood_100_400
Vol. échantillon : 200 pl

Vol. élution : 100 pl

(1) Extraction a privilégier i
(2) Autre protocole a utiliser si urgence technique ou panne.

Si l'amplification n'est pas réalisée aussitét, les produits extraits sont congelés a -80°C.

432 Amplification

On effectue d’abord une recherche qualitative. Si la détection est positive et que le patient est immuno-
déprimé, on procedera alors a une quantification.

e Le contrdle d’extraction-inhibition/contréle négatif : CN
Ce controle est préparé avant I'étape d'extraction par ajout de IC a du PBS (en remplacement de la
matrice échantillon) afin d’obtenir une référence vis-a-vis de I'amplification de IC concomitante a celle
des échantillons.
Il permet aussi de vérifier 'absence de contamination a I'extraction et a I'amplification.

e Le témoin positif QS3 : recherche qualitative

e Lagamme standard : recherche quantitative
La gamme standard est composée de 4 points (QS4, QS3, QS2 et QS1) compris entre 10 et 10000
Ul/ul, soit entre 100 et 100000 UI/PCR.
La prise d'essai d'un extrait sérum correspond a 1/25°™ de ml donc les points de gamme sont
compris entre 2500 et 2500000 Ul/ml
La gamme de quantification est linéaire de 1 a 10° Ul/ul soit de 250 & 250. 10° Ul/ml.
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Microbiologie Moléculaire 1B (Préparation des MIX)

| Utiliser des plaques ou barrettes spécifiques du thermocycleur :
- CFX96 (BIORAD) : disposition en colonnes
- 7500 fast (AB) : disposition en lignes

e Prévoir un puits par échantillon = + CN et CP (QS3) si détection qualitative
= + CN et gamme (4 standards) si détection quantitative

e Décongeler dans I'eau froide les Masters A et B (2 congélations-décongélations maximum) et mettre sur un
support réfrigéré (2 heures maximum a I'abri de la lumiére).

Nb de puits 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Master A 5 10 15 20 25 30 35 40 | 45 50
Master B 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150
Nb de puits 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Master A 55 60 65 70 75 80 | 85 90 95 100
Master B 165 180 195 210 225 240 255 270 285 300

o Distribuer 20 pl de mélange réactionnel dans chacun des puits.

Microbiologie Moléculaire 4 (Distribution des extraits)

e Décongeler dans I'eau froide les échantillons (si nécessaire), le CN, le CP (ou standards) puis vortexer et
centrifuger rapidement. §

e Ajouter en mélangeant délicatement par pipetage dans les puits correspondants.
- 10 pul de CN.

- 10 pl de QS3 (qualitative) ou de chacun des 4 QS (quantitative)
- 10 pl d’extrait échantillon

Microbiologie Moléculaire 4 (CFX96) ou 6 (7500 fast)
Se référer au mode d'utilisation de I'appareil temps réel utilisé.
Prograrrjm’e,de la PCR temps réel :
10 minutes'a 95°C
15 secondes a 95°C / 1 minute a 58°C 45 cycles

L’acquisition des données s’effectue a +58°C.

La sonde Parvo B19 est marquée FAM-none, celle du contrdle interne est marquée JOE-none (ou VIC sur
CFX96)

Le mélange réactionnel contient un fluorochrome de référence passive ROX.
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4.4.Résultats

4.4.1.  Critéres de validation technique =~
Détection
Contréles FAM (B19) JOE / VIC (IC)
CP ou QS * -
CN - +

ermettent de générer une courbe 3 partir de

Si recherche quantitative, les standards de la gamme 5)
doit étre 2 0,98)

laquelle les résultats des échantillons sont quantifiés. (R

Si ces criteres ne sont pas remplis, la série sera refaite & partir des échantillons de départ ou des extraits

déja réalisés. y
4.4.2.  Interprétation des résultats des échantillons

e Chaque échantillon est analysé individuellement.
e Un CT s’affiche pour tous les échantillons positifs
e L'absence de CT correspond & un échantillon négatif ou inhibé et/ou mal extrait

Détection IC CT IC échantillon £ CT IC CN + 3 cycles ' ) CT IC échantillon > CT IC CN + 3 cycles
(Joe/VIC) Echantillon non inhibé et correctement extrait Echantillon inhibé et/ou mal extrait
Dete(gt/l\o%m 7 CT calculé CT non calculé CT calculé CT non calculé
Inerp L eteztlon Echantillon validé positif Echantillon validé négatif | Echantillon validé positif Négatif non validé*
qualitative -
P Echantillon validé positif 'Echantillon validé négatif | Echantillon validé positif Négatif non validé*
Interprétation p
quantitative | Quantification validée - . — -
250 & > 250.10° Ul/ml Quantification a refaire

*Si résultat non valide, refaire 'amplification :
soit a partir ‘d’'un nouvel extrait du prélevement dilué au %
prélevement). Utilisation de PBS comme diluant.
- soit &partir du méme extrait dilué.
Si I'échantillon est toujours inhibé, le résultat est ininterprétable.

(ou plus selon nature du

NB : dans le cas d’'un échantillon positif pour Parvo B19, le signal du contréle interne peut étre diminué ou absent.

4.4.3.  Rendu des résultats des échantillons dans le logiciel Glims

e Renseigner au niveau du paramétre :
- NEG — code « v_neg » : négative
- POS —code «v_pos » : positive
- —s code « inint » : ininterprétable

Si quantification réalisée ; noter la valeur en commentaire interne : 250 & > 250.10° Ul/ml
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4.5. Stockage des échantillons

o Le reste des échantillons est conservé dans la biotheque a —80°C (local congélateurs).

e Les produits extraits sont conservés a -80°C (local congélateurs).

5. DOCUMENTS DE REFERENCE

> Guide de bonne exécution des analyses : arrétés du 02/12/1994, du 26/11/1999 et du 26/04/2002.

» Norme NF EN ISO 15189.

» Ordonnance n°2010-49 du 13 Janvier 2010 relative a la biologie médicale

» Notice de la trousse
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Résumé :

Le Parvovirus B19 (PVB19) est un petit virus a ADN ubiquitaire. La sérologie a la recherche des
IgM et IgG spécifiques est I’examen central du diagnostic de I'infection par ce virus.

Cette étude rétrospective est menée sur les cas positifs d'IgM du PVB19 au CHU de Poitiers sur
une période de 30 mois de novembre 2015 a avril 2018 et utilise la détection de ’ADN viral par
PCR dans le sérum comme critere de preuve de l'infection. Le taux de positivité de cette PCR sur
I’ensemble de I'effectif est de 25%.

Différents criteres associés sont étudiés, parmi lesquels la présence d’IgG spécifiques, une valeur
élevée de l'indice de réactivité des IgM, la présence d’arthralgies chez le patient adulte et la
présence d’'une immunodépression sont associées a un taux de positivité de la PCR
significativement plus élevé. Ces criteres ont vocation a apporter une aide a l'interprétation
souvent délicate de la positivité des IgM du PVB19.
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