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Liste des abréviations

ACV : Aciclovir

ADN : Acide désoxyribonucléique
ARNmM : Acide ribonucléique messager
CDV : Cidofovir

CMH : Complexe Majeur
d’Histocompatibilite

CMV : Cytomégalovirus

CNR : Centre national de référence
CPA : Cellule présentatrice d’antigéne
EBV : Epstein Barr Virus

FR : Facteur rhumatoide

FOS : Foscarnet

GAG : Glycosaminoglycanes a héparane
sulfate

GCSH : Greffe de Cellules Souches
Hématopoiétiques

gB : Glycoprotéine B

gH : Glycoprotéine H

gl : Glycoprotéine L

gM : Glycoprotéine M

gN : Glycoprotéine N

GCV : Ganciclovir

HAS : Haute Autorité de Santé

VIH : Virus de 'immunodéficience humain
HSV-1 : Herpés simplexe de type 1
HSV-2 : Herpés simplexe de type 2
HHV5 : Human Herpes Virus 5
HHV6 : Human Herpes Virus 6
HHV7 : Human Herpes Virus 7
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HSV : Virus Herpés simplex

IgG : Immunoglobuline de type G
IgM : Immunoglobuline de type M
LA : Liquide amniuotique

LCR : Liquide céphalorachidien
MBYV : Maribavir

MCP : Protéine de capside majeure
mCP : Protéine de capside mineure

mCP-BP : Protéine mineure de liaison a la
mCP

NK : Natural Killer
pAP : Protéine d'assemblage

PCR : Réaction de polymérisation en
chaine

pPR : Précurseur de la protéase
SCP : Petite protéine de capside
SEN : Sensibilité

SIDA : Syndrome d’immunodéficience
acquis

SNC : Systéme nerveux central
SPE : Spécificité

TNFa : tumor necrosis facteur alpha
UA : unité arbitraire

VACYV : Valaciclovir

VGCV : Valganciclovir

VPP : Valeur prédictive positive
VPN : Valeur prédictive négative

WB : Western Blot
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Introduction

Le cytomégalovirus humain (CMVH) est un virus & ADN double brin de la famille des
Herpesviridae, pathogéne pour 'Homme. Chez I'immunocompétent il se traduit par une
infection le plus souvent bégnine spontanément résolutive tandis que chez I'immunodéprimé,
il est responsable d’'infections graves notamment de rétinites ou de pneumopathies. Dans le
cadre d’infection congénitale, il est responsable de malformations foetales parfois sévéres
responsables d’avortements ou de troubles neurosensoriels irréversibles.

Le diagnostic de cette infection est principalement clinico-biologique, et s’appuie sur des
méthodes de diagnostic virologiques comme la biologie moléculaire ou la sérologie.

La biologie moléculaire a supplanté au cours de ces derniéres années la culture virale pour la
détection du CMVH, et permet de détecter et de quantifier avec une excellente spécificité et
une grande sensibilité le génome viral dans diverses matrices (sang, urine, liquide amniotique
(LA)) afin d’établir un diagnostic d’infection 8 CMVH.

La sérologie virale repose sur la détection de la réponse immune humorale de I'h6te infecté
par le CMVH via le dosage des immunoglobulines de type M (IgM) et de type G (IgG) a l'aide
de techniques immunoenzymatiques. En cas d’infection récente, I'avidité des IgG est mesurée
en condition dénaturante et permet une datation approximative de I'infection. De nombreuses
trousses commerciales sont actuellement disponibles sur le marché et chacune d’entre elles
présente ses spécificités. Comme toute technique de dépistage, ces méthodes se doivent de
présenter une sensibilité élevée vis-a-vis des différentes souches et variants du CMVH au
risque de manquer de spécificité.

Le centre national de référence (CNR) des Herpésvirus du centre hospitalo-universitaire
(CHU) de Limoges est fréequemment sollicité pour son activité d’expertise pour des profils
sérologiques de CMVH d'’interprétations délicate.

L’objectif de ce travail est d’évaluer 'apport d’'un immunoblot comme technique de confirmation
dans I'arsenal diagnostic d’'un laboratoire expert.

Pour ce faire, nous chercherons a travers une étude rétrospective a évaluer 'immunoblot
recomLine CMV MIKROGEN® afin de caractériser les profils sérologiques d’interprétation
difficile notamment en cas de présence isolée d’IgM ou de faible taux d’'lgG, puis a évaluer
l'immunoblot recomLine CMV MIKROGEN® dans la datation d’une infection 8 CMVH.
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l. Etude bibliographique

I.1. Cytomégalovirus humain

1.1.1. Taxonomie

Le cytomégalovirus humain (CMVH) ou human cytomegalovirus ou Human Herpes Virus 5
(HHV5) est un virus a acide désoxyribonucléique (ADN) de la famille des Herpesviridae, sous
famille des Betaherpesviridae. [1]

Les Betaherpesviridae se distinguent par un cycle de reproduction long dans les cellules
infectées qui deviennent souvent hypertrophiées (cytomégalie). Ces virus peuvent se
maintenir sous forme latente dans les glandes sécrétoires, les cellules lymphoréticulaires, les
reins et d'autres tissus. La sous-famille des Betaherpesvirinae inclut les genres
cytomégalovirus humain, human herpesvirus 6 (HHV-6) et human herpesvirus 7 (HHV-7)
infectant 'homme ; de nombreux autres cytomégalovirus pouvant infecter les animaux ;
chacun ayant une stricte spécificité d’héte. [2]

1.1.2. Historique

C’est en 1881 que Ribbert décrit pour la premiére fois des cellules contenant des inclusions.
En 1921, Goodpasture et Talbert sont les premiers a suggérer que la « cytomégalie » pourrait
étre causée par un agent viral. En 1950, Smith et Vellios ont démontré que l'infection pouvait
survenir in utero. En 1956, Smith, ainsi que Rowe et ses collégues, ont isolé indépendamment
des souches humaines de CMVH, suivi par Weller et al. en 1957. C’est finalement en 1960
que Weller et al. proposent le terme de « cytomégalovirus » et isolent ensuite le CMVH dans
l'urine de nourrissons atteints d'une maladie généralisée. [3]

1.1.3. Epidémiologie

La séroprévalence mondiale du CMVH est de 83 % en population générale, de 86 % chez les
femmes en age de procréer et de 86% chez les donneurs de sang ou d'organes. [4]

En France la séroprévalence de l'infection a CMVH pour des individus 4gés de 15 a 49 ans
est de 41,9 %. Les estimations sont plus élevées chez les femmes que chez les hommes
(respectivement 45,6% et 39,3%). Les personnes nées dans un pays non occidental sont plus
susceptibles d'étre séropositives au CMVH que celles nées en France ou dans un autre pays
occidental (93,7% contre 37,7%). |l est a noter qu'en régle générale, les groupes
socioéconomiques défavorisés ont une incidence plus élevée d'exposition au CMVH et les
pays a ressources limitées ont également des niveaux de séroprévalence plus élevés (de 84
% a 100 %), l'infection étant souvent acquise tot dans la vie (Figure 1). [5] [6]

Concernant l'incidence du CMV congénital (CMVc), elle a été estimée a 0,37%. Le risque
d'accoucher d'un enfant infecté aprés une primo-infection était accru chez les femmes plus
jeunes, nullipares, nées dans des pays a ressources élevées et issues de groupes a revenus
plus élevés. Le risque d'accoucher d'un enfant infecté était 4 fois plus élevé chez les femmes
séronégatives avant leur grossesse. La prévalence de primo infection est estimée a 0,37%, le
taux d’infections congénitales est estimé quant a lui a 0,12 %. [7] [8]
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Figure 1 : Niveaux mondiaux de séroprévalence du CMVH et incidence de l'infection
congénitale a CMVH [9]

Il est a noter que la prévalence globale de I'excrétion du CMVH est de 51,9 % chez les enfants
issus de créches ce qui témoigne que le jeune enfant est le réservoir principal et une source
majeure d’infection. [10]

1.1.4. Génome viral

Le génome est constitué d'une molécule d’acide désoxyribonucléique (ADN) linéaire
bicaténaire, enroulée autour d’un noyau protéique appelé « core ». Ce génome constitué de
plus de 230kb code plus de 208 génes. |l s’agit de I'un des plus longs et des plus complexes
des Herpesviridae connus a ce jour et est organisé en deux segments, long (L) et court (S),
chacun d’eux étant flanqués de répétitions inversées (internes : IRL, IRS et terminales TRL et
TRS). Il est également connu pour étre celui ayant le plus haut niveau de diversité génétique.
(110111 112]

Comme pour d'autres Herpésvirus, I'expression des génes viraux au cours d'une infection
productive se produit dans une cascade temporelle ordonnée, avec une cinétique immédiate-
précoce (IE ou a), retardée-précoce (E ou B) et tardive (L ou y). [1]

L’évolution génomique du CMVH est fagonnée par deux processus distincts, une dérive
génétique probable se produisant au sein de populations géographiquement distinctes et une
sélection équilibrante qui contrecarre la dérive génétique, afin de maintenir une diversité
similaire dans des régions multialléliques variables, indépendamment de la situation
géographique. [13]

Bien que les génomes des CMVH présentent la plus grande variabilité parmi les herpéesvirus
humains, de larges parties du génome restent conservées. Une étude a identifié 74 régions
trés variables dans le génome du CMVH, chacune avec 2 a 8 alléles, et a révélé deux profils
: 32 régions variables montrent une structure de population géographique (regroupement
africain ou européen), tandis que 42 régions variables ne présentent pas de structure liée a
un regroupement géographique, suggérant une importance fonctionnelle due a leur
enrichissement en génes immunomodulateurs. Ces avancées pourraient fournir des
informations précieuses pour le développement de vaccins a I'échelle mondiale et
l'identification de nouvelles cibles thérapeutiques. [13]
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1.1.5. Structure

Le CMVH est un virus de grande taille (150-200nm). Il s’agit d’'un virus enveloppé, avec une
capside a géométrie icosaédrique et un génome a ADN double brin linéaire. L’enveloppe est
composée d’'une bicouche phospholipidique dans laquelle s’insérent les glycoprotéines. Le
génome du CMVH code environ 54 protéines dont au moins 25 glycoprotéines membranaires
qui sont présentes dans l'enveloppe du virion. [1] [14] [15]

Glycoprotéines d’enveloppe

Tégument
Génome a ADN

Capside

Figure 2 : Schéma du cytomégalovirus humain (CMVH) (Servier medical art)

Outre les virions infectieux, il existe deux autres types de particules virales produites par les
cellules infectées par le CMVH : les particules enveloppées non infectieuses et les corps
denses. Ces particules sont trés similaires aux virions infectieux et contiennent un assortiment
essentiellement identique de protéines d'enveloppe, de tégument et de capside, mais n'ont
pas de génomes viraux emballés dans la capside icosaédrique. Les corps denses sont des
protéines de tégument enveloppées qui n'‘ont pas ni capside ni génome. lls sont composés en
grande partie de la protéine virale pp65. Actuellement I'importance de ces particules dans les
infections par le CMVH n'est pas bien comprise. [16]

1.1.5.1. Glycoprotéines d’enveloppe

Le CMVH possede plus de 25 glycoprotéines membranaires ancrées dans la bicouche
phospholipidique. L'entrée dans les cellules nécessite au moins deux glycoprotéines
membranaires principales : la glycoprotéine B (gB) et le complexe glycoprotéine H et L (gH/gL)
qui forment le mécanisme de fusion primordial et central. Ces deux glycoprotéines forment
des complexes stables et préformés dans des virions extracellulaires et sont essentielles a
I'entrée du virus et pourraient avoir des implications majeures en termes de conception de
vaccins contre le CMVH. [17] [18]

1.1.5.1.1. gH/gL et gH/gL/UL128-131

Il avait d’abord été suggéré que le CMVH utilise différentes formes de gH/gL, un trimére de
gH/gL/gO pour former un tétramere a liaison disulfure et un pentamére de gH/gL/UL128-131
pour se lier a des récepteurs distincts et cela favoriserait la fusion d'entrée médiée par gB. [19]
[20] Mais d’autres données ont démontré que gO agit comme protéine chaperonne pour
promouvoir l'exportation du réticulum endoplasmique et l'incorporation de complexes gH/gL
dans l'enveloppe du CMVH. De plus, ces données suggérent que c'est gH/gL, et non
gH/gL/gO, qui est présent dans les virions et qui est nécessaire a l'infection des fibroblastes
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et des cellules épithéliales et endothéliales. De plus, gH/gL et gH/gL/UL128-131 sont tous
deux nécessaires a I'entrée dans les cellules épithéliales/endothéliales ce qui differe des
modeéles d’autres béta et gamma herpésvirus qui utilisent 'un des deux complexes pour
pénétrer selon le type cellulaire. Combinées aux preuves que les mutants CMVH gO
produisaient de petites plaques sur les fibroblastes in vitro, les données suggérent un modéle
dans lequel gH/gL/UL128-131 assure l'entrée dans les cellules épithéliales/endothéliales et
gH/gL/gO assure l'entrée dans les fibroblastes. gO agit pour favoriser le transport
intracellulaire de gH/gL vers les sites d'assemblage du virus, mais se dissocie avant la
formation du virus. Sans gO, il y a sensiblement moins de gH/gL dans les particules virales et
les particules ne parviennent pas a pénétrer dans les fibroblastes et, également, dans les
cellules épithéliales et endothéliales. [21] [22] [23]

En conclusion, gH/gL et gH/gL/UL128-131 sont tous deux nécessaires a l'entrée dans les
cellules épithéliales et endothéliales, alors que seul gH/gL est nécessaire a l'entrée dans les
fibroblastes.

gH/gL/

\ UL128-131
receptor receptor
Flbroblasts hellz;I/Endothalal cells

Current Opinion in Virology

Figure 3 : Schéma des glycoprotéines de surface et récepteurs d'entrée du CMVH [23]

1.1.5.1.2. gB et gM/gN

La glycoprotéine M (gM) forme un hétérodimeére a liaison disulfure avec glycoprotéine N (gN).
Le complexe de glycoprotéine gM/gN assurent l'adsorption initiale du CMVH sur les
glycosaminoglycanes a héparane sulfate (GAG), un processus qui augmente probablement
les concentrations du CMVH a la surface cellulaire et favorise d'autres interactions. [24] [25]
Des anticorps neutralisants anti-gM et anti-gN ont été décrits [26].

La gB agit en aval de la liaison GAG, c'est-a-dire qu'elle interagit avec les récepteurs cellulaires
qui déclenchent la fusion d'entrée. Ces récepteurs comprennent le récepteur du facteur de
croissance épidermique (EGFR), le récepteur a du facteur de croissance dérivé des plaquettes
(PDGFRa) et des intégrines. [25] Une analyse de génotype de la glycoprotéine gB du
cytomégalovirus a été conduite sur 31 immunodéprimés et a montré une prévalence de
38,70% de gB1, 25,80% de gB2, 16,12% de gB3 et 19,35% de gB4 témoignant de la variabilité
génétique de la gB du CMV. [27]

L'expression a la fois de gB et de gH/gL du CMVH est nécessaire a la fusion cellule-cellule
impliquant les cellules épithéliales ARPE-19, les cellules endothéliales ombilicales humaines
(HUVE) et les fibroblastes MRC-5. Avec ces trois types de cellules, aucune fusion cellule-
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cellule spontanée n'a été observée en I'absence de glycoprotéines du CMVH et aucune fusion
n'a été observée lorsque gB ou gH/gL était exprimé seul. [28] [29]

Ainsi, il semble que gH/gL, en coopération avec gB, assurent la fusion, et sont définis comme
étant la machinerie de fusion minimale du CMVH. Bien que gO soit nécessaire a l'incorporation
efficace de gH/gL dans I'enveloppe du virion et que UL128-131 soit nécessaire a une entrée
efficace dans les cellules épithéliales et endothéliales.

1.1.5.2. Protéines du tégument

La couche tégumentaire des virions est définie comme I'espace limité par I'enveloppe lipidique
et la capside protéique. Elle est considérée comme non structurée ou amorphe [30].

Les protéines virales du tégument du CMVH jouent des rbles importants dans I'entrée virale,
I'expression génétique, I'évasion immunitaire, I'assemblage et la sortie. Outre les protéines
virales, environ 70 protéines cellulaires ont été trouvées dans la couche tégumentaire des
virions du CMVH, sans pour autant que leurs rbles spécifiques n’aient été complétement
identifiés. [15]

M pp65
& puL47
O puL48
A pp150
O pp28
&3 pp71

Figure 4 : Schéma des différentes protéines tégumentaires du CMVH [31]

1.1.5.3. pp65

La phosphoprotéine pp65 est une protéine matricielle phosphorylée d’un poids moléculaire
apparent de 65kDa. Elle est codée par la partie 5’-terminale d’'un acide ribonucléique messager
(ARNm) abondant de 4kb, transcrit a partir du géne UL83. [32] [33]

pp65 est la protéine tégumentaire majeure du CMVH. [15] Elle est délivrée aux noyaux des
cellules permissives tels que les polynucléaires neutrophiles (PNN) au début de I'infection et
est retrouvée dans la circulation avant méme le début du cycle de réplication viral. [34]

pp65 est impliquée dans la lutte contre la réponse immunitaire innée et adaptative. Elle médie
la phosphorylation des protéines virales |IE, bloquant leur présentation par les molécules du
complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) de classe I. [35] Elle est également impliquée
dans l'accumulation et la dégradation des molécules de HLA-DR conduisant a une
accumulation de CMH de classe Il dans les lysosomes. [36] A noter qu’en plus des altérations
de 'immunité adaptative, la pp65 protége les cellules infectées de 'immunité innée en inhibant
la cytotoxicité des cellules NK par interaction avec le récepteur activateur NKp30. [37]

pp65 possede des propriétés immunogeénes et est la cible de 'immunité humorale et cellulaire,
en particulier de la réponse T cytotoxique. [38]
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L’ensemble des données montre que la pp65 est une protéine majeure du CMVH, impliquée
dans la protection de la réponse immunitaire innée et adaptative.

11.5.4. pp150

La phosphoprotéine pp150 est une protéine phosphorylée de 150kDa constituée de 1048
acides aminés organisés en multiples feuillet béta plissés en grappes hydrophiles pouvant
expliquer ses capacités immunogénes, codée par le géne UL32. [39]

pp150 est la deuxiéme protéine tégumentaire la plus abondante (aprés pp65). [15] Des
analyses de mutants viraux ont démontré que pp150 est essentielle a la réplication productive
du CMVH. [40] Il a été montré que pp150 permet la maturation du virion en jouant un réle
essentiel dans la direction des capsides vers le site d'enveloppement final. [41]

L'ensemble des données montre que pp150 joue un réle essentiel dans la direction des
capsides vers le site d'enveloppement final. Cependant, on ne sait pas encore si ce réle est
limité au compartiment cytoplasmique ou s'il a une composante nucléaire.

1.1.5.5. pp71

La protéine pp71 est une phosphoprotéine de 71kDa codée par le géne UL82 situé a coté du
géne UL83 codant pour pp65 et partage une homologie avec lui. [16] [33]

Bien que pp71 ne soit pas considérée comme essentielle, elle est nécessaire a une réplication
virale efficace. [42] pp71 augmente I'expression des protéines immédiates précoces IE1 et
IE2. Elle facilite également I'expression tardive des génes, la transmission du virus aux cellules
adjacentes et la formation de plaques in vitro. [43] [44] Cette propriété est due a I'inhibition de
la répression de hDaxx sur les génes /E du CMVH. [45]

Un autre rOle de pp71 se trouve dans la régulation du cycle cellulaire de la cellule infectée. En
effet la pp71 cible les formes phosphorylées des protéines suppresseurs de tumeurs Rb pour
leur dégradation via le protéasome. En dégradant les protéines Rb, pp71 stimule la
progression du cycle cellulaire. [46] [47]

11.5.6. pp28

La protéine pp28 est une phosphoprotéine hautement immunogéne présente dans les virions,
les particules enveloppées non infectieuses et les corps denses, exprimée selon une cinétique
tardive. [48] Il s’agit d’'une phosphoprotéine de 25kDa longue de 190 acides aminés et codée
par le gene UL99. [49]

Dans les cellules infectées par le CMVH, la pp28 se trouve avec d'autres glycoprotéines
tégumentaires et virales au niveau de structures juxta nucléaires probablement dérivées de
I'appareil de Golgi qui représentent vraisemblablement le site d'assemblage viral et
d'enveloppement final. [50]

Ainsi, la localisation de pp28 au site d'enveloppement final est nécessaire a la production de
particules virales.
1.11.5.7. ppUL47 et ppUL48

L'UL48 est une protéase de désubiquitination fonctionnellement compétente inhibant la
dégradation protéasomale des protéines virales a leur entrée, leur permettant ainsi d'exercer
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leurs effets individuels sur les cellules nouvellement infectées ainsi que d'empécher leur
présentation au systéme immunitaire. [51]

De son c6té ppUL47 est nécessaire a la traduction efficace ou, plus probablement, a la stabilité
de ppULA48, et semble faciliter au sein d’'un complexe protéique la libération efficace de 'ADN
viral de la capside. [52]

UL47 et/ou UL48 jouent probablement un ou plusieurs réles supplémentaires et encore non
caractérisés dans l'infection par le CMVH, peut-étre pendant la maturation et/ou la sortie du
virus.

1.1.5.8. ppUL44 et pUL57

La phosphoprotéine ppUL44 (également appelée p52) du CMVH est nécessaire a la
réplication virale, elle permet a la sous-unité catalytique de I'ADN polymérase pUL54 de se
fixer a I'ADN, assurant ainsi son efficacité. [53]

Une protéine recombinante de fusion CM2 a été mise au point, elle contient deux copies de la
portion C-terminale de pUL44 (ou p52) et une copie d'un fragment hautement réactif de la
principale protéine de liaison a I'ADN, pUL57. [54] [55]

1.1.5.9. Protéines de capside

Les capsides du CMVH sont des structures icosaédriques dans lesquelles la protéine de
capside majeure (MCP) est organisée en 150 hexons et 11 sommets formés de pentons. Le
douziéme sommet est construit par le portail dodécamérique (pUL104) a travers lequel le
génome viral est transloqué dans la capside. Les hexons et les pentons sont liés au plancher
de la capside par les protéines triplex constituées de deux copies de la protéine de capside
mineure (mCP) et d'une copie de la protéine mineure de liaison a la capside mCP (mCP-BP).
La petite protéine de capside (SCP) est fixée aux extrémités des molécules de MCP et est la
protéine de capside la plus divergente au sein des Herpesviridae, a la fois structurellement et
fonctionnellement. [56]

Dans le cytoplasme, la MCP interagit avec la SCP et les protéines d'échafaudage (le
précurseur de la protéine d'assemblage (pAP) et le précurseur de la protéase (pPR)), ces
derniéres fournissant un signal de localisation nucléaire (NLS). De plus, le triplex, composé de
deux copies de la mCP et d'une copie de la mCP-BP, se forme également dans le cytoplasme.
Lors de l'importation nucléaire, les procapsides s'assemblent, puis mdrissent en capsides C
contenant ’ADN apreés I'encapsidation du génome. Le clivage de I'échafaudage (pAP — AP)
coincide avec I'empaquetage du génome et I'angularisation de la capside. Si I'encapsidation
du génome est incompléte ou si la stabilisation des capsides contenant 'ADN échoue, cela
conduit a la formation de capsides A vides, tandis que l'angularisation spontanée des
procapsides produit des capsides B, qui conservent |'échafaudage mais ne contiennent pas
d'ADN viral. SCP et pp150 sont en contact étroit avec les hexons et les pentons, et dans
environ la moitié des capsides (celles dérivées de virions extracellulaires), quelques molécules
pp150 au niveau des pentons sont remplacées par les protéines spécifiques du vertex de la
capside, pUL77/pUL93. [57] [58]
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Figure 5 : Schéma de I'assemblage de la capside du CMVH, illustrant la formation des
procapsides et leur maturation en capsides complétes avec '’ADN viral, ainsi que la
disposition des protéines SCP, pp150, pUL77 et pUL93. [58]

1.1.5.10. Protéines matricielles

La protéine IE1 (immediate early 1) de 72 kDa codée par le géne UL123 du CMVH est un
régulateur nucléaire de la transcription virale et cellulaire. IE1 présente deux régions
séparables interagissant avec les histones avec des spécificités de liaison différentielles pour
H2A-H2B et H3-H4 dans des domaines de fixation de la chromatine. IE1 se lie a la poche
acide d'une maniere similaire a celle de I'antigéne nucléaire associé a la latence d’'HHV-8. Il
s’agit d’'un régulateur viral clé, ancré aux chromosomes humains qui identifie la poche acide
nucléosomale comme une cible de latence. [59]

Les deux protéines IE majeures (IE1 p72 et IE2 p86) sont exprimées suite a I'épissage
alternatif d'un seul transcrit d'ARNm du locus MIE (major immediate-early). |E2 p86 est
considérée comme la principale protéine activatrice de la transcription du CMVH et est
également responsable de l'autorégulation négative du promoteur majeur immediate-early
(MIEP). [60]

1.1.6. Cycle viral

Le CMVH est capable d'infecter plusieurs types de cellules, comme les cellules endothéliales,
les cellules épithéliales, les cellules musculaires lisses, les fibroblastes, les leucocytes et les
cellules dendritiques. [61] [62] [63]

Comme nous avons vu précédemment, le contact initial du virion avec la cellule fait intervenir
gM/gN qui se lie a I'héparane-sulfate, a la surface cellulaire. L'attachement du virion a son
récepteur, par l'intermédiaire de la gB, est trés rapidement suivi de la fusion de I'enveloppe
avec la membrane cellulaire, dans laquelle interviennent les glycoprotéines gB et gH. Les
protéines du tégument sont libérées dans le cytoplasme. La nucléocapside est immédiatement
transportée vers le noyau et I'ADN viral est libéré au niveau des pores nucléaires.

Dés sa pénétration, le virus bloque le cycle cellulaire en inhibant la transcription des cyclines
A et E, et séquestre dans le noyau les protéines cellulaires nécessaires a sa réplication. La
transcription et la traduction des génes viraux se déroulent en trois phases coordonnées en
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cascade : trés précoce ou immediate early (IE), précoce ou early (E) et tardive ou /ate (L). La
phosphoprotéine du tégument ppUL82 apportée par le virion stimule la transcription des génes
IE. Cet ensemble de génes est transcrit dans les quatre heures suivant l'infection. Les régions
IEl et IE2 (80% des génes IE) sont abondamment transcrites a partir d'un promoteur-activateur
puissant (major immediate early promoter). Les protéines trés précoces majeures, IE86, IE72
et IESS, sont impliquées dans I'activation et la répression des génes viraux et cellulaires, et
régulent leur propre expression. La phase précoce correspond a la synthése des protéines
nécessaires a la réplication du génome, notamment 'ADN polymérase UL54 et sa protéine
accessoire UL44 (antigéne CM2), une hélicase et une DNAse. La synthése de I'ADN viral
s'effectue selon le modéle du cercle roulant, a partir d'une origine de réplication unique. Les
génomes sont empaquetés dans le noyau. Pendant la phase tardive, qui suit le début de la
réplication de [I'ADN viral, sont synthétisées les protéines structurales du virion.
L'encapsidation a lieu dans le noyau par formation des procapsides et leur maturation en
capsides compléte contenant 'ADN viral. Les protéines du tégument sont acquises quant a
elles dans le cytoplasme. L'enveloppe définitive et les protéines virales de I'enveloppe sont
acquises au niveau de I'ergastoplasme et/ou de I'appareil de Golgi et la particule enveloppée
sort de la cellule par fusion des membranes des vésicules intracellulaires avec la membrane
de la cellule. [1] [58]

Le CMVH peut établir une infection latente en réprimant I'expression des génes lytiques via le
promoteur précoce immédiat majeur (MIEP). Ce mécanisme de latence est régulé par des
facteurs cellulaires, notamment la structure de la chromatine et les voies de signalisation
spécifiques aux types cellulaires, qui contrélent I'activité du MIEP. La réactivation ultérieure du
virus peut entrainer des pathologies, surtout chez les individus immunodéprimés, ou le
manque de réponse immunitaire robuste permet une réactivation et une réplication virale
incontrélées. [64]

1.1.7. Réponse immunitaire

1.1.7.1. Réponse immunitaire innée

L'infection primaire par le CMVH débute par une réplication dans I'épithélium muqueux.
Ensuite le virus se propage aux cellules monocytaires et les cellules hématopoiétiques CD34",
ou il établit une infection latente. L'expression des génes viraux dans ces cellules infectées de
maniéere latente est limitée et nettement différente de l'infection lytique. Les génes qui sont
abondamment exprimés dans l'infection lytique ne sont exprimés que de maniére transitoire
et faible dans les modéles expérimentaux in vitro de latence. [65]

Lorsque le CMVH pénétre dans une cellule, celle-ci active plusieurs mécanismes et voies de
la réponse immunitaire innée. Il s'agit notamment des cytokines inflammatoires, de I'lFN de
type | et de la régulation positive des molécules costimulatrices qui sont cruciales pour ralentir
le pathogéne et ensuite amorcer une réponse immunitaire adaptative de haute qualité. [66]

Une autre voie activée au cours de la réponse est celle du toll like receptor 2 (TLR2) qui
reconnait les gB et gH du CMVH, conduisant a I'activation d'une voie de transduction du signal
dépendante de NF-kB. [67]

Les mécanismes d'évasion immunitaire que le CMVH met en ceuvre pour empécher l'activation
des NK indiquent leur importance dans la réponse dirigée contre ce dernier. [68]
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1.1.7.2. Réponse immunitaire adaptative

Apres I'établissement de l'infection primaire 8 CMVH, les particules virales ou les corps denses
associés au virus sont traitées par des cellules présentatrices d’antigéne (CPA), qui stimulent
la réponse immunitaire humorale et cellulaire de type 1. [69]

Au cours d'une infection par le CMVH, des anticorps spécifiques de plusieurs protéines du
CMVH sont produits chez I'hnéte. Ces immunoglobulines produites par les plasmocytes au
cours de la réponse humorale sont dirigées contre des protéines structurelles du tégument
(par exemple, pp65 et pp150), des glycoprotéines d'enveloppe (principalement les complexes
multimériques gB et gH et gH/gL) ainsi que des protéines non structurelles telles que la
protéine IE1. Le role de ces anticorps est essentiel afin de limiter la dissémination de la maladie
et les manifestations cliniques. [62] [70]

La réponse cellulaire engagée contre le CMVH est une réponse immunitaire de type 1 médiée
par des lymphocytes CD4 appelés également T helper (Th) régit par I'interféron gamma (IFN)
et le tumor necrosis facteur alpha (TNFa). Cette signature cytokinique Th1 est permanente
pour les cellules T spécifiques du CMVH a la fois aux stades précoce et tardif. Contrairement
a d'autres infections virales, le pool de mémoire ne se contracte pas aprés I'élimination du
virus, mais continue de gonfler et finira par dominer le compartiment mémoire des cellules T.
Bien que le phénotype des cellules T CD8 spécifiques du CMVH pendant la latence soit
typique de la différenciation terminale, ces cellules peuvent se développer davantage et
produire des cytokines Th1 comme si elles étaient des effecteurs au repos pouvant étre
responsable d’inflammation a bas bruit. [71]

1.1.7.3. Mécanismes d’évasion immunitaire

De nombreuses études ont montré que le CMVH développe des stratégies pour contrer
diverses réponses immunitaires.

Ces stratégies lui permettent d'établir des infections latentes et de réinfecter des individus déja
porteurs malgré une réponse immunitaire active, notamment par I'expansion des cellules T
spécifiques au CMVH, qui peuvent représenter plus de 10 % des cellules T. Parmi ces
mécanismes immunomodulateurs, le CMVH cible la présentation de I'antigéne par le complexe
majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe |, empéchant ainsi le chargement et la
présentation aux cellules T CD8 des antigénes viraux a la surface des cellules infectées. De
maniéere similaire, la présentation des antigénes par le CMH de classe Il aux cellules T CD4+
est entravée, notamment par I'expression d'un homologue viral de l'interleukine-10 (IL-10), qui
favorise la régulation négative de ces molécules. Enfin, le CMVH imite des cytokines pour
influencer les cellules immunitaires et code des protéines qui s'opposent aux réponses
immunitaires innées comme les NK qui pourraient autrement détecter la perte du CMH de
classe | via le mécanisme du « soi manquant ». Pour ce faire, le virus induit I'expression du
récepteur inhibiteur HLA-E et produit plusieurs protéines qui désactivent les récepteurs
activateurs des cellules NK tout en régulant a la hausse leurs récepteurs inhibiteurs.
Néanmoins, chez les individus immunocompétents, l'infection ou la réactivation du CMVH
provoque rarement des maladies graves, ce qui suggére que ces mécanismes d'évasion sont
essentiels pour la persistance du virus, mais insuffisants pour contrecarrer totalement la
surveillance immunitaire. [72] [73] [74]

La réponse a l'interféron, un élément clé de la défense antivirale, est bloquée a plusieurs
étapes du cycle de vie viral. Le CMVH interféere notamment avec les voies de détection de

Thibaut Lutz | These d’exercice | Université de Limoges | 2024 27
Licence CC BY-NC-ND 3.0



I'ADN viral, inhibant ainsi l'activation de I'immunité innée. Des protéines virales comme pp65
et US28 bloquent les détecteurs d'’ADN IFI16, tandis que d'autres protéines comme UL31 et
pp71 inhibent la voie cGAS-STING. De plus, la signalisation de l'interféron est altérée par
l'interaction de la protéine virale IE72 avec le facteur de transcription STAT. Le CMVH module
également l'activité des cytokines en exprimant des récepteurs de 3-chimiokines, qui se lient
et séquestrent les cytokines de I'héte. Il code également plusieurs a-chimiokines qui imitent
l'activité des cytokines CXCL1 et CXCL2, influengant ainsi le recrutement et I'activité des
cellules immunitaires au site de l'infection. Les cellules T spécifiques du CMVH peuvent
reconnaitre ces cellules avec réactivation ou les cellules nouvellement infectées disséminées.
Les cellules B produisent des anticorps neutralisants ou non neutralisants qui ciblent les
antigénes viraux a la surface des cellules en réactivation ou des cellules infectées, favorisant
ainsi le recrutement de fonctions effectrices dépendantes des anticorps pour éliminer ces
cellules infectées. [75]

On suppose également qu'un deuxieme site de persistance virale se trouve dans les cellules
endothéliales résidentes dans les tissus, bien qu'il soit difficile de déterminer si ces cellules
sont contaminées par des progéniteurs infectés latents ou par une infection directe. Ces
cellules endothéliales, une fois activées par un stimulus inconnu, peuvent alors entrer en
réactivation virale, étre reconnues par les réponses immunitaires médiées par les cellules T et
les cellules B. Dans le contexte de l'immunosuppression, les réponses des cellules T
préexistantes sont affaiblies, ce qui conduit a un contréle réduit de la réactivation virale et a
une augmentation des manifestations cliniques chez les individus séropositifs. Chez les
individus séronégatifs, l'immunosuppression réduit la génération de nouvelles réponses
immunitaires T et B, limitant ainsi le contréle de la réplication virale dans les cellules
permissives. L'inflammation, qu'elle soit due a des lymphocytes T allogéniques ou a une co-
infection, peut exacerber ces processus, augmentant la réactivation virale chez les individus
séropositifs et favorisant la réplication virale chez les individus infectés séronégatifs. [75]
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1.1.8. Thérapeutiques

1.1.8.1. Molécules antivirales

Le ganciclovir (GCV) est un analogue nucléosidique qui, une fois phosphorylé en ganciclovir
triphosphate, inhibe de maniére préférentielle la polymérase virale UL54. [76] La premiére
phosphorylation est catalysée par la kinase pUL97 du CMVH, tandis que les phosphorylations
ultérieures sont réalisées par des kinases cellulaires. Cette phosphorylation initiale spécifique
au CMVH permet une sélectivité du traitement pour les cellules infectées plutét que pour les
cellules non infectées. [77] [78] Un dérivé du GCV, le valganciclovir (VGCV), administré par
voie orale, est couramment utilisé en prophylaxie chez les receveurs de greffe d'organes
solides et en traitement de I'infection a CMVH. [79] Le traitement par GCV est responsable de
toxicité (neutropénie et thrombocytopénie), ainsi que d’effets secondaires graves observés
lors d'études animales, tels que l'infertilité temporaire ou permanente. La neutropénie induite
par le GCV peut augmenter la morbidité due a des infections bactériennes ou fongiques, et
ses effets myélosuppressifs peuvent nuire a la reconstitution du systéme immunitaire aprés
une greffe de cellules souches hématopoiétiques. De plus sa toxicité foetale le contre indique
ainsi que le VGCV chez la femme enceinte. [80] [81] Des mutations de résistance au GCV et
au VGCV apparaissent fréequemment dans les génes du CMVH codant pour UL97 et UL54 et
peuvent étre responsables d’échappements thérapeutiques. [82]

Le valaciclovir (VACV) est une prodrogue de I'aciclovir (ACV), un analogue nucléosidique. Une
fois absorbé, le valaciclovir est rapidement hydrolysé en aciclovir. L'aciclovir est converti
intracellulairement en aciclovir monophosphate par une thymidinekinase (TK) spécifique du
virus de I'nerpés (virus de I'herpés simplex de type 1 et 2 (HSV-1 et HSV-2) et le virus de la
varicelle et du zona (VZV). Le virus d'Epstein-Barr (EBV) a une activit¢ TK minimale, mais
reste sensible. Le CMVH ne produit pas de thymidine kinase, mais utilise la kinase pUL97 pour
monophosphoryler I'aciclovir. Les kinases cellulaires de [I'hdte réalisent les deux
phosphorylations restantes pour former l'aciclovir triphosphate, forme active de l'aciclovir.
L'aciclovir triphosphate agit comme un substrat pour 'ADN polymérase virale, entrant en
compétition avec la 2'-désoxyguanosine endogene, ce qui met fin a la réplication virale. Bien
gue possédant une activité antivirale contre le CMVH, 'aciclovir reste moins efficace dans le
traitement de cette infection, en comparaison aux autres herpésvirus. En raison de leurs
spécificités accrues vis-a-vis des cellules infectées et de I'absence d’effets indésirables
majeurs, 'ACV et le VACV ne sont pas contre-indiqués au cours de la grossesse. [83]

Le cidofovir (CDV) est un analogue nucléotidique de la cytosine qui a montré une activité large
spectre contre les virus a ADN double brin, et notamment les herpésvirus. Contrairement au
GCV, le CDV est un analogue nucléotidique et ne nécessite donc pas de phosphorylation
initiale par une enzyme virale, les 2 phosphorylations étant assurées par des enzymes
cellulaires. La forme active du CDV agit comme un inhibiteur compétitif de la polymérase virale
de I'ADN et entraine une terminaison prématurée de la chaine lors de la synthése de I'ADN
viral. Le CDV est trés efficace contre le CMVH et se caractérise par une longue demi-vie
intracellulaire, permettant une administration moins fréquente du médicament. Cependant, son
utilisation clinique est limitée en raison de son absorption lente, de sa faible biodisponibilité et
de sa néphrotoxicité sévere. De plus, le cidofovir est carcinogéne et tératogéne d’aprés les
études animales, ce qui en fait un traitement de seconde ligne. [84]

Le foscarnet (FOS) est un analogue du pyrophosphate qui se lie directement au site de liaison
du pyrophosphate sur la polymérase virale de I'ADN. Il inhibe la réplication de I'ADN en
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bloquant la libération du groupe pyrophosphate du nucléoside triphosphate terminal ajouté a
la chaine d'ADN en croissance. Contrairement a d'autres antiviraux, le FOS n'a pas besoin de
modifications chimiques intracellulaires pour étre actif. Cependant, son principal effet
indésirable est l'altération de la fonction rénale. En raison de cette toxicité et du fait qu'il
nécessite d’étre administré par voie intraveineuse quotidiennement, le FOS est réservé aux
traitements de deuxiéme intention. Malgré cela, il est souvent utilisé comme médicament de
recours chez les patients en échec de traitement par le GCV. [85]

Le letermovir une quinazoline qui cible la protéine pUL56 du complexe terminase du CMVH et
posséde une puissance antivirale supérieure celle du GCV. Toutefois, le letermovir interagit
avec les immunosuppresseurs administrés aprés une greffe de cellules souches
hématopoiétiques, comme la ciclosporine A ou le tacrolimus, augmentant leur exposition, et il
influence également la pharmacocinétique de la ciclosporine A. Fait important, le letermovir
n’a pas montré d’effets antagonistes lorsqu’il est combiné a d’autres antiviraux approuvés
contre le CMVH in vitro, ouvrant ainsi la possibilité d’utiliser ces combinaisons dans le
traitement du CMVH. Cependant, linsuffisance rénale ou hépatique peut modifier la
pharmacocinétique du letermovir, ce qui pourrait affecter son utilisation chez les receveurs de
greffes de rein et de foie. Le letermovir a été approuvé pour le traitement prophylactique des
infections liées au CMVH chez les receveurs de greffes de cellules souches hématopoiétiques
aux Etats-Unis, au Canada et dans I'Union européenne. Cette approbation fait suite & des
essais cliniques de phase Il réussis. [86] En France la haute autorité de santé (HAS) a donné
un avis favorable au remboursement compte tenu du fait que le letermovir est le seul antiviral
indiqué pour la prophylaxie de la réactivation et de la maladie a CMVH chez les adultes CMV-
séropositifs recevant une greffe allogénique de cellules souches hématopoiétiques. Le
traitement doit commencer dans les 28 jours suivant la greffe et étre réévalué aprés 100 jours
en l'absence de bénéfice prouvé au-dela de cette période. [87] Plus récemment, son AMM en
prophylaxie de l'infection a CMVH a été étendue aux receveurs d’organes solides. [88]

Le maribavir (MBV), est administré par voie orale et cible la kinase virale UL97, essentielle a
la formation du tégument viral et a la libération du virus. [89] Cependant, il ne doit pas étre co-
administré avec le GCV, car il inhibe I'UL97, nécessaire a l'activation du GCV. L'un des
avantages du MBV est sa toxicité réduite sur le systéme hématologique et rénal par rapport
au GCV et au VGCV. [90] Un essai de phase Il a montré que le MBV avait une efficacité
similaire au VGCV pour la prévention des infections a CMV chez les receveurs de greffes.
Toutefois, un essai de phase lll n'a montré aucune différence entre le MBV (100 mg/jour) et le
placebo dans la prophylaxie post-greffe de cellules souches hématopoiétiques. [91] Le MBV
est également en phase d'évaluation comme traitement pour les patients résistants aux
antiviraux existants (GCV, CDV, FOS). [92]

1.1.8.2. Immunothérapie

Les immunoglobulines hyperimmunes (HIG) sont des préparations d'immunoglobulines
humaines enrichies en IgG anti-CMVH fabriquées a partir de plasma humain provenant de
donneurs sains ayant des titres d'anticorps anti-CMVH élevés, et destinées a I'administration
intraveineuse. L'utilisation des immunoglobulines hyperimmunes est approuvée par la FDA
pour la prophylaxie du CMVH, en combinaison avec le GCV, chez les receveurs de greffes
pulmonaires a haut risque. Ce traitement a également montré son efficacité chez les receveurs
de greffes cardiothoraciques et peut étre particulierement utile pour les patients présentant
des infections compliquées par une résistance aux antiviraux, une faible tolérance au GCV,
ou encore une hypogammaglobulinémie. [93]
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1.1.9. Mesures préventives

1.1.9.1. Prévention primaire

La prévention primaire consiste en un ensemble d’actes visant a diminuer l'incidence d'une
maladie dans une population et donc réduire les risques d'apparition de nouveaux cas. Sont
par conséquent pris en compte a ce stade de la prévention les conduites individuelles a risque,
comme les risques en terme environnementaux ou sociétaux. Une compréhension
approfondie du CMVH et de son mode de transmission est essentielle pour la prévention
primaire, permettant aux femmes en age de procréer et en début de grossesse d'adopter des
mesures d'hygiéne appropriées pour éviter une primo-infection ou une réinfection par le
CMVH. Malgré des progrés en sensibilisation au cours de la derniére décennie, les études
récentes révelent encore des lacunes significatives dans les connaissances des femmes
enceintes, ce qui diminue I'efficacité attendue de la prévention primaire. [96]

En paralléle, les avancées continues dans le développement de vaccins contre le CMVH
pourraient offrir une solution prometteuse pour prévenir les infections maternelles durant la
grossesse dans un avenir proche.

1.1.9.1.1. Mesures hygiéniques

La littérature actuelle montre qu'une amélioration des connaissances et de la sensibilisation
au CMVH et de ses modes de transmission chez les femmes enceintes semble efficace pour
diminuer les risques d'infection. [95]

A partir des recommandations de 2018 du haut conseil de la santé publique frangaise, il est
admis que pour la prévention d’'une infection primaire au cours de la grossesse il faut limiter le
contact avec les urines, la salive et les larmes des jeunes enfants. Il est également
recommandé également d’utiliser un préservatif en cas de changement de partenaires ou si le
conjoint est suspect d’'infection a CMVH (syndrome grippal, fiévre fatigue et céphalées), non
expliqué par une autre infection en cours. Le lavage régulier des mains au savon ou l'utilisation
d’'une solution hydro-alcoolique sont des mesures complémentaires fortement
recommandées. Les mesures d'hygiéne restent la stratégie de prévention la plus efficace,
réduisant le taux d'infection primaire pendant la grossesse. [96] [97]

Il a été démontré un faible niveau de connaissance de la part des patientes concernant le
CMVH. Cependant aprés avoir recu une information, les connaissances ont considérablement
augmentées, avec des améliorations significatives dans la compréhension des modes de
transmission et des mesures préventives. [98]

Ensemble ces données démontrent que les conseils d'hygiéne ne sont pas assez promulgués
a I'heure actuelle, et peuvent réduire significativement l'infection maternelle au CMVH, en
attendant le développement d'un éventuel vaccin.

1.1.9.1.2. Vaccination

Les anticorps semblent essentiels pour empécher 'acquisition et la transmission du CMVH
chez les personnes séronégatives, tandis que les réponses des lymphocytes T sont cruciales
pour maitriser la réactivation du virus chez les personnes séropositives. Le développement de
vaccins contre le CMVH a débuté dans les années 1970. Deux souches vaccinales atténuées
a partir des souches AD169 et Towne, ont été évaluées dans des essais. [99] [100]
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La souche atténuée AD169 a été rapidement abandonnée, mais la souche atténuée Towne a
fait 'objet de tests approfondis chez des receveurs de greffes d'organes solides et des
volontaires sains de sexe masculin et féminin [101]. Dans une étude multicentrique, les
receveurs de greffes de rein ayant recgu le vaccin a base du virus atténué Towne ont montré
une protection efficace contre les formes graves de maladie a CMVH et le rejet du greffon.
Toutefois, la protection contre l'infection elle-méme n'était pas statistiquement significative.
[101]

Une avancée majeure a été la purification de la gB. Associée a l'adjuvant MF59, cette
glycoprotéine a permis de générer des niveaux élevés d'anticorps neutralisants chez I'homme
apreés trois injections sur une période de six mois. [102] Ce schéma vaccinal a été testé a deux
reprises, en comparaison avec un placebo, chez des jeunes femmes naturellement exposées
au CMVH. Bien qu'une réduction modérée de l'acquisition ait été observée dans les deux
essais, les niveaux d'anticorps et I'efficacité ont rapidement diminué. Une injection de rappel
a permis de rétablir des taux d'anticorps supérieurs. Combinée avec l'adjuvant ASO01
(activateur du récepteur TLR4), il a été observé des niveaux plus élevés et plus durables
d'anticorps anti-gB. Ce vaccin sous-unitaire expérimental gB a montré une protection
significative contre les maladies a CMVH chez les patients transplantés d'organes solides,
soulignant ainsi I'importance des anticorps dans ce contexte. [103]

En 2000, un tournant majeur a eu lieu avec la publication par I'Institute of Medicine (aujourd'hui
National Academy of Medicine) des Etats-Unis d'un rapport sur les priorités vaccinales. Le
CMVH vy a été classé en téte de liste des priorités pour le développement de vaccins, ce qui a
fortement motivé les fabricants de vaccins et les entreprises de biotechnologie a intensifier
leurs efforts dans ce domaine. [104]

En paralléle, une découverte majeure a été réalisée par des chercheurs de l'université de
Princeton, qui ont identifié un complexe pentamérique de protéines a la surface du CMVH. Ce
complexe, constitué des glycoprotéines H (gH) et L (glL), ainsi que des produits des génes
UL128, UL130 et UL131, induisait une production d’anticorps neutralisants beaucoup plus
élevée que celle obtenue avec la glycoprotéine B (gB). [20] Des travaux menés en paralléle
ont montré que chez les femmes enceintes infectées par le CMVH, une réponse rapide au
complexe pentamérique était associée a une protection contre la transmission au foetus. [105]

Divers vaccins candidats exploitent des vecteurs contenant des génes du CMVH, tels que
ceux codant la gB et la pp65. Ces vaccins ont démontré a la fois une immunogénicité et une
sécurité satisfaisante dans certains essais. lls sont congus pour offrir une protection potentielle
tant aux patients ayant recu une greffe qu'aux sujets sains séronégatifs. [106] [107] [108] [109]

Une autre approche intéressante, qui vise a combiner sécurité et immunogénicite, utilise un
virus défectueux pour la réplication. Développé par Merck, ce candidat est produit en culture
cellulaire a partir d'un CMVH modifié, ou deux protéines sont rendues instables par une
combinaison chimique mais stabilisées par un composé appelé Shid 1. En I'absence de Shid
1, le virus ne peut pas former de particules infectieuses, mais il exprime toujours des protéines
capables d'induire une réponse immunitaire. Lors des essais de phase 1, ce virus défectueux
a montré de bonnes réponses immunitaires. [110]

Concernant les vaccins a ADN, actuellement deux sont en phase lll d'essais cliniques. Ces
vaccins sont constitués de plasmides codant pour des antigénes spécifiques du CMV. lls
ciblent les génes codant pour la protéine tégumentaire pp65 et/ou I'enveloppe gB. Lors des
essais de phase |, I'un de ces vaccins a montré une bonne tolérance et a également induit des

Thibaut Lutz | These d’exercice | Université de Limoges | 2024 33
Licence CC BY-NC-ND 3.0



réponses des lymphocytes T spécifiques de I'antigéne ainsi que des anticorps neutralisants
chez les sujets séronégatifs. [111] [112] Un vaccin est actuellement étudié chez les donneurs
et les receveurs de GCSH dans les essais cliniques de phase Il et lll, mais les résultats a ce
jour n'ont pas démontré d'amélioration significative de la survie globale ni de réduction de la
maladie a CMVH. [111]

Plus récemment, des vaccins a ARNm, basés sur un ARNm modifié, encapsulé dans des
nanoparticules lipidiques ou des liposomes ont été développés. llIs ciblent les génes codant la
protéine tégumentaire pp65, la glycoprotéine gB, et/ou le complexe pentamérique, incitant le
systéme immunitaire a déclencher des réponses spécifiques contre les antigénes
correspondants. [113] Deux vaccins a ARNm sont en phase d'essais cliniques. L'ARNmM-1647,
ciblant gB et le complexe pentamérique, et 'ARNmM-1443, ciblant la protéine pp65, ont montré
des réponses immunitaires prometteuses. L'ARNmM-1647 a généré des anticorps neutralisants
six mois apres la troisiéme dose, avec une augmentation notable des titres d'anticorps, surtout
contre les cellules épithéliales, chez les participants CMVH séronégatifs et séropositifs. [111]

1.1.9.2. Prévention secondaire

La prévention secondaire se concentre sur la réduction de limpact des maladies déja
présentes en détectant et traitant le plus t6t possible, afin d'arréter ou de ralentir leur
progression et d'éviter les complications a long terme. [114] Dans le contexte du CMVH, elle
cherche a prévenir ou diminuer le risque de transmission de la meére a l'enfant lorsqu'une
séroconversion CMVH est confirmée chez la mére. [115] Les efforts en prévention secondaire
incluent le dépistage sérologique maternel et les thérapies préventives telles que
I'administration d’immunoglobulines hyperimmunes ou la thérapie antivirale que nous
aborderons dans le cadre de I'infection a CMVH chez la femme enceinte. [116] [117]

I.2. Infections a cytomégalovirus

1.2.1. Infection a cytomégalovirus de 'immunocompétent

La manifestation clinique la plus courante de linfection par le CMVH chez [I'héte
immunocompétent est un tableau proche de la mononucléose infectieuse causée par 'EBV.
La mononucléose due au CMVH est généralement indistinguable de celle due a I'EBV. La
mononucléose a CMVH représente environ 10 % des diagnostics de mononucléose. Les
symptdmes les plus courants incluent la fievre, la fatigue, les myalgies, les céphalées et
I'asthénie. Quelques patients peuvent présenter une splénomégalie, une hépatomégalie, des
adénopathies ou une éruption cutanée (moins fréquemment que lors d’'une primo-infection
EBV). On observe frequemment une lymphocytose, des lymphocytes activés hyperbasophiles
(syndrome mononucléosidique sanguin) et une fonction hépatique anormale. Des preuves de
plus en plus nombreuses suggérent que l'infection par le CMVH est un agent étiologique ou
co-étiologique dans le développement et/ou la gravité des maladies cardiovasculaires
inflammatoires. De plus, la relation potentielle entre I'infection par le CMVH et le cancer fait
I'objet de débats depuis des décennies. Durant cette période, il a été soutenu que le CMVH
est associé a diverses formes de malignités, notamment le glioblastome. [118] [119] [120]

1.2.2. Infection a cytomégalovirus de la femme enceinte

L'infection foetale a CMVH, ou CMVH congénitale (CMVc), peut se produire non seulement en
cas de primo-infection maternelle durant la grossesse, mais également en raison d'une
réactivation du virus ou d'une réinfection de la mére par une nouvelle souche.
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1.2.2.1. Epidémiologie

L'infection primaire au CMVH touche entre 1 a 2% des grossesses, avec des taux de
séroconversion maternelle plus élevés chez les femmes de statut socio-économique inférieur
par rapport a celles des groupes socio-économiques superieurs. [121]

Le CMVc représente un fardeau important, avec une prévalence mondiale de 0,64 % et un
risque de 17 a 20 % d'effets graves a long terme chez les enfants. En raison de la prévalence
élevée du CMVH avant la conception au niveau mondial, trois quarts des cas d’infection
congénitale a CMVH proviendraient d'une réinfection par une nouvelle souche ou de la
réactivation d'un virus latent. Tandis qu’en Europe avec une séroprévalence de 50 a 85% chez
les femmes enceintes, les études ont montré qu’environ la moitié des infections congénitales
surviennent aprés une primo-infection. [122] [123] [124]

Le CMVc est la principale cause virale de malformations congénitales. [125]

1.2.2.2. Physiopathologie

L'infection primaire durant la grossesse ne differe pas de celle dune personne
immunocompétente, elle est asymptomatique dans 75 a 95 % des cas, mais peut aussi se
manifester par une mononucléose légére ou un syndrome grippal avec fievre et fatigue
persistantes. [121]

Le CMVH peut étre transmis de la mére a l'enfant (transmission verticale) pendant la
grossesse, lors de l'accouchement ou par l'allaitement. La transmission intra-utérine semble
se produire lorsque le virus traverse le placenta et se multiplie ensuite au sein du
cytotrophoblaste altérant sa capacité a se différencier et a envahir l'utérus, ce qui pourrait
expliquer les complications fcetales observées. [126]

Le risque de transmission in utero est plus élevé lorsque la mére est infectée par le CMVH
pour la premiére fois pendant la grossesse, comparé a une infection non primaire. [122] Bien
que la gravité des séquelles tende a diminuer a mesure que la grossesse progresse, le risque
de transmission augmente au fil des trimestres, étant plus élevé au troisiéme trimestre en
comparaison aux deux premiers. [127] [128]
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Figure 7 : Taux de transmission en fonction de I'age gestationnel suite a une primo-
infection maternelle, données compilées de 15 études [9]
La ligne pointillée noire représente les données regroupées des 15 études, a
I'exception des données non publiées. Dans le cadre supérieur, les études
référencées, entre parentheses le nombre de patientes inclues.

Aprés la naissance, le CMVH est transmis au nourrisson par le lait maternel, mais aussi par
transmission horizontale. [129] Le systéme immunitaire d'un nourrisson ne se développe
pleinement qu'environ six mois aprés la naissance, ce qui limite sa capacité a répondre
efficacement aux agents pathogénes. Cependant, les anticorps maternels transférés via le
placenta et le lait maternel protégent généralement les nouveau-nés contre les infections au
début de leur vie. Concernant l'infection par le cytomégalovirus (CMVH), les nouveau-nés
peuvent étre infectés in utero, lors de I'accouchement ou par le lait maternel contenant le virus.
Environ 10 % des femmes excrétent le CMVH au niveau vaginal ou cervical, et le taux de
transmission lors de I'accouchement est d'environ 50 %. Le lait maternel est aussi un moyen
courant de transmission du virus de la mére a I'enfant. Environ 40 a 60 % des nourrissons
allaités par des méres séropositives au CMVH sont infectés au cours de leur premiére année.
Cela correspond a des études montrant que prés de 95 % des échantillons de lait maternel
testés contiennent de 'ADN du CMVH. [130] [131] [132]

L’infection postnatale a CMVH dont celles transmises lors de l'accouchement et par
l'allaitement sont habituellement sans gravité chez les nouveau-nés en bonne santé nés a
terme, mais elles peuvent provoquer des complications et des séquelles durables chez les
prématurés. [133]

1.2.2.3. Manifestations cliniques

L'infection primaire durant la grossesse ne differe pas de celle dune personne
immunocompétente, elle est asymptomatique dans 75 a 95 % des cas, mais peut aussi se
manifester par une mononucléose légére ou un syndrome grippal avec fievre et fatigue
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persistantes. En revanche, les infections non primaires présentent moins souvent ces
symptdmes, avec un syndrome grippal observé dans moins de 10 % des cas. [121] [134]

Au cours d’'une infection maternelle durant la grossesse, le CMVH au cours d’une virémie peut
infecter le placenta conduisant a I'altération de ses fonctions nutritives et respiratoires, menant
parfois a une fausse-couche ou un retard de croissance intra- utérin. [135]

Lorsque le CMVH se propage au feetus, il infecte divers organes, avec une affinité particuliere
pour le systéme réticuloendothélial et le systeme nerveux central. Le virus provoque des
Iésions neuropathologiques, surtout dans les régions péri-ventriculaires, en raison de sa
diffusion via le liquide céphalorachidien. Les cellules germinales sub-épendymaires, en pleine
prolifération, sont particuliérement sensibles a l'infection. Par ailleurs, le CMVH peut interférer
avec la migration neuronale, conduisant a des anomalies dans le développement cérébral.
[136] [137]

A la naissance, 90% des nouveau-nés infectés sont asymptomatiques. Chez les nourrissons
atteints d'un CMVc symptomatique, les principales manifestations cliniques incluent les
pétéchies, un ictére néonatal, I'népatosplénomégalie, et la microcéphalie. La moitié des
nourrissons présente un retard de croissance intra-utérin, et 20 % d’entre eux souffrent de
choriorétinite ou d'atrophie optique. Sur le plan biologique, les anomalies les plus fréquentes
sont une élévation des transaminases, une hyperbilirubinémie conjuguée, et une
thrombocytopénie. Prés de la moitié des nourrissons symptomatiques présentent un retard de
croissance pour leur age gestationnel, et environ un tiers naissent prématurément. Alors que
les premiéres données estimaient que prés de 10 % de ces nourrissons mouraient durant la
période néonatale, des données plus récentes indiquent que le taux de mortalité est
probablement inférieur a 5 %. [138]

Les nourrissons présentant des symptémes a la naissance dus a un CMVc sont susceptibles
de développer des handicaps psychomoteurs et perceptifs, tels que la surdité
neurosensorielle, un retard mental avec un Ql inférieur a 70, et la microcéphalie. Les signes
précoces, comme la microcéphalie, la choriorétinite, et d'autres anomalies neurologiques, sont
des indicateurs d'une issue neurologique défavorable. Une étude a identifié les pétéchies et
le retard de croissance intra-utérin comme des facteurs prédictifs indépendants de la perte
auditive. [138]

Concernant les atteintes auditives, il est a noter que parmi les 90 % de nouveau-nés
asymptomatiques a la naissance, environ 10 % développent une surdité, un taux bien plus
élevé que les 0,1 a 0,4 % observés dans la population générale. La moitié de ces enfants
présentent une surdité bilatérale, dont la gravité peut varier. La perte auditive se manifeste
souvent de maniére progressive ou tardive, ce qui nécessite un suivi audiologique prolongé
pour les enfants infectés. [138] [139] [140] [141]

Les nourrissons atteints d'un CMVc¢ peuvent présenter divers degrés de retard psychomoteur
et cognitif, souvent non détectés avant I'age d'un ou deux ans. Une étude sur des enfants
diagnostiqués via un dépistage néonatal universel a montré que 43 % des enfants
symptomatiques a la naissance et 5 % des asymptomatiques développent des déficits
cognitifs. La déficience visuelle, qui touche environ 6 % des enfants symptomatiques et 3 %
des asymptomatiques, peut varier de la cécité a la naissance a une perte partielle de vision
detectée plus tard. L'infection congénitale a CMV est donc une cause majeure d'invalidité
infantile souvent non diagnostiquée. Un dépistage néonatal pourrait améliorer les évolutions
cliniques en permettant une détection précoce et des interventions adaptées, comme les

Thibaut Lutz | These d’exercice | Université de Limoges | 2024 37
Licence CC BY-NC-ND 3.0



traitements antiviraux ou la prise en charge précoce des handicaps. La pathogénése de ces
complications reste mal comprise, ce qui souligne la nécessité d'un suivi continu de tous les
enfants atteints d'une infection congénitale a CMVH. [138] [142]

1.2.2.4. Traitement de I'infection congénitale a cytomégalovirus

Les immunoglobulines hyper-immunes (HIG) sont des préparations d'immunoglobulines
humaines spécifiques du CMVH fabriquées a partir de plasma humain provenant de donneurs
sains ayant des titres d'anticorps anti-CMV élevés, et destinées a I'administration
intraveineuse. Aprés avoir montré des résultats encourageants dans des études non
randomisées, les HIG ont été évaluées dans deux essais cliniques randomisés en 2014 et
2020 qui n’ont pas objective d’efficacité significative de I'administration intraveineuse de 100
Ul/kg d'HIG, lorsqu’elles étaient administrées toutes les 4 semaines pour prévenir la
transmission verticale du CMVH au cours des premier et deuxiéme trimestres. [143] [144] La
posologie et le rythme d’administration choisis dans ces essais randomisés n’ayant pas permis
d’obtenir des résultats satisfaisants, une étude cas-témoins a utilisé des HIG a raison de 200
Ul/kg toutes les 2 semaines chez des femmes enceintes présentant une primo-infection avant
14 semaines d’'aménorrhée, avec une réduction de 70 % des taux de transmission verticale.
[145] Des expérimentations in vitro ont également validé la nécessité d’augmenter la
fréquence d’administration de ces HIG. [146] On pourrait donc envisager d'administrer le plus
tot possible des HIG a raison de 200 Ul/kg toutes les 2 semaines. Néanmoins, cette approche
ne fait pas encore I'objet d’'un consensus.

Plusieurs études ont objectivé depuis 2020 que le VACV, antiviral déja utilisé pour le traitement
de I'infection par 'HSV en cours de grossesse, permettait de réduire de 70% la transmission
verticale du CMVH a la dose de 8g par jour en cas de primo-infection survenant en péri-
conceptionnel ou lors du 1* trimestre de la grossesse. [147] Ces données ont été confirmées
par une méta-analyse en 2023. [148] Il est recommandé de prendre le traitement en 4 prises
de 2g par jour pour améliorer la biodisponibilité et limiter les effets indésirables tel que
l'insuffisance rénale aigle. Par ailleurs, plus le traitement est pris rapidement aprés la primo-
infection, plus il sera efficace, ce qui renforce 'intérét d’'une surveillance sérologique précoce.
Une fois initié, le traitement doit étre poursuivi jusqu’a la réalisation de 'amniocentése. En cas
de PCR sur LA négative, le traitement est arrété et un dépistage est réalisé a la naissance
chez le nouveau-né. En cas de PCR sur LA positive, le traitement est poursuivi jusqu’au terme
de la grossesse et suivi également d’un dépistage chez le nouveau-né. A ce jour, il n'existe
pas d’argument pour traiter une femme enceinte en cas de primo-infection au cours du 2° et
du 3° trimestre de grossesse par valaciclovir.

1.2.3. Infection a cytomégalovirus de 'immunodéprimé

Le CMVH est considéré comme I'un des pathogénes opportunistes les plus courants chez les
patients immunodéprimés. Ces patients sont a risque de développer des infections virales en
raison d'une infection primaire, d'une réinfection (chez un hoéte déja séropositif) ou d'une
réactivation du virus latent. Il a été démontré que plus I'atteinte du systéme immunitaire est
importante, plus le risque de maladies liées au CMVH est élevé. Les patients ayant recu une
greffe de cellules souches allogénique et ceux atteints du syndrome d’immunodéficience
acquis (SIDA) présentent les manifestations les plus sévéres de la maladie. L'infection et les
maladies liées au CMVH sont également observées chez les patients ayant regu une greffe
d'organe solide et chez les patients atteints de cancer ou sous traitement immunosuppresseur.
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Les manifestations cliniques chez ces patients peuvent varier d'une maladie fébrile de courte
durée a l'atteinte de plusieurs organes.

1.2.3.1. Physiopathologie

Comme nous avons évoqués précédemment, I'immunité adaptative et principalement
immunité cellulaire est nécessaire dans la surveillance immunitaire permettant de répondre a
une infection primaire a CMVH et de contenir cette infection sous forme latente. En cas de
déficit de cette derniére, l'infection 8 CMVH s’emballe, se généralise et en raison du tropisme
épithélial du CMVH est responsable d’atteinte systémiques notamment de rétinite et de
pneumopathies séveres.

Une étude a également montré qu'un faible nombre de lymphocytes T CD4 (< 100/uL) et de
lymphocytes T CD8 (< 50/uL) a cette période est corrélé a une faible immunité spécifique
contre le CMVH. [149] Une autre étude a mis en avant que chez les patients ayant subi une
greffe de cellules souches hématopoiétiques (HCT), un faible nombre de lymphocytes,
notamment un taux de lymphocytes T CD4+ inférieur a 50 cellules par microlitre trois mois
apres la transplantation, constitue un facteur de risque important pour le développement d'une
maladie a CMVH a apparition tardive. [150]

La réactivation virale est une cause fréquente d'infection systémique par le CMVH chez les
patients ayant recu une greffe d'organe solide ou de cellules souches, le virus étant
généralement détecté dans le sang ou les sécrétions 4 a 8 semaines aprés la transplantation.
L'infection primaire par le CMVH chez ces patients entraine généralement plus de
complications que celle résultant de la réactivation d'un virus latent ou d'une réinfection chez
une personne séropositive. [151] [152] [153]

Dans I'année suivant la greffe, plus de la moitié des patients greffés présenteront une primo-
infection ou une réactivation a CMVH. Dans le cadre d’'une greffe, le donneur peut étre
séropositif pour le CMVH et le transmettre a I'état latent par le biais du greffon transplanté au
receveur séronégatif ou séropositif (D+/R- ; D+/R+). Le receveur pourra alors présenter une
primo-infection ou une réactivation d’origine exogéne. L’infection chez un receveur séropositif
peut également provenir d’'une réactivation d’'une infection antérieure a la greffe en cas de
donneur séronégatif. Enfin, les patients greffés (D-/R-) ne développeront d’infection a CMV
qu’en cas de primo-infection. [154]

L’infection & CMVH est définie par la présence d’une réplication virale détectable dans le sang.
Lorsque des signes cliniques sont présents, il s’agit d'une maladie a CMVH : on parle de
syndrome CMV en cas de signes tels que la fievre accompagnée ou non d’anomalies
biologiques et d’infection invasive en cas d’atteinte d’organe.

1.2.3.2. Manifestations cliniques

Chez les patients ayant recu une greffe d'organe, les symptdémes les plus fréquents sont
I'hyperthermie, la leucopénie, I'asthénie, des arthralgies et une éruption cutanée maculaire.
Des complications plus graves, telles que la pneumopathie, des ulcérations gastro-
intestinales, des hépatites, une rétinite, des surinfections fongiques et bactériennes, ainsi
qu'un rejet du greffon, sont également décrites. [152]

Chez les patients ayant recu une greffe de cellules souches, la manifestation la plus courante
de l'infection par le CMVH est une pneumonie interstitielle, avec un taux de mortalité élevé
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(>50%), méme avec un traitement antiviral. D'autres complications, comme une hépatite, une
encéphalite et une rétinite, ont aussi été rapportées. [153]

L'infection par le CMVH est considérée comme I'un des principaux pathogénes opportunistes
chez les patients atteints du SIDA et a été associée a la progression de l'infection par le VIH.
La prévalence sérologique du CMVH dans cette population est élevée, touchant presque tous
les adultes et environ la moitié des enfants séropositifs pour le VIH. Avant l'introduction de la
trithérapie antirétrovirale, environ 40 % des adultes et 10 % des enfants atteints du SIDA
présentaient des manifestations cliniques de la maladie liée au CMVH, telles que la rétinite,
I';cesophagite et la colite. Des cas rapportés ont également documenté d'autres manifestations,
notamment I'encéphalite, la neuropathie, la polyradiculonévrite, la pneumopathie, la gastrite et
des hépatites. [155] [156]

La rétinite a CMVH, peut se manifester par une perte de vision ou par la perception de "corps
flottants" dans le champ visuel, bien qu'elle puisse aussi étre asymptomatique et n'étre
detectée que lors d'un examen clinique. Cette affection est causée par une infection lytique du
CMVH, comme en témoigne I'amélioration clinique avec un traitement antiviral (GCV associé
a du FOS intravitréen en cas de menace immeédiate pour la vue). La guérison se fait par fibrose,
ce qui expose le patient a un risque accru de décollement de la rétine, une cause majeure de
cécité. [157]

La pneumonie a CMVH est la manifestation la plus grave du virus chez les receveurs de greffe
de cellules souches hématopoiétiques, avec un taux de mortalité de plus de 50 %. Elle se
présente souvent par une hyperthermie, une toux non productive, une hypoxie et des infiltrats
interstitiels visibles a la radiographie. [153]

1.2.3.3. Traitement

La prophylaxie correspond a la mise en place d’'un traitement antiviral chez des patients
receveurs et a risque pendant 3 a 12 mois. Le type de prophylaxie est choisi selon le type de
greffe ainsi que le statut sérologique du patient. Généralement, le VGCV est utilisé pour
prévenir les infections a CMVH chez les greffés d’organe solide. La prophylaxie repose sur
'administration de GCV par voie intraveineuse dans les premiers jours suivant la
transplantation, avec un relais par VGCV a dose prophylactique quelques jours plus tard. Chez
les patients receveurs de cellules souches hématopoiétiques séropositif pour le CMV, une
prophylaxie par letermovir est proposée. Avec cette stratégie thérapeutique, il n’est observé
que de trés rares cas de réplication virale.

Le traitement préemptif repose sur la quantification hebdomadaire de ’ADN du CMVH présent
dans le sang des patients. Lorsque la charge virale augmente de fagon significative, un
traitement par VGCV est proposé.

Le traitement de référence de l'infection a CMVH, est le traitement par GCV ou VGCV. Le
VGCYV oral présente une sécurité comparable au GCV |V et a démontré sa non-infériorité pour
le traitement de la maladie a cytomégalovirus chez les receveurs de greffes d'organes. Dans
le cas d’'une pneumopathie a CMV, une association avec les immunoglobulines intraveineuses
(IGIV) peut étre envisagée. Les études ont montré des taux de survie améliorés par rapport
aux cohortes historiques. |l ne semble pas y avoir d'avantage spécifique de I'immunoglobuline
spécifique du CMVH (HIG) par rapport au IGIV. La rétinite a CMVH est généralement traitée
par voie systémique avec du GCV avec ou sans injections ou implants intraoculaires de GCV.
D'autres manifestations de la maladie a CMVH, telles que I'hépatite, la gastrite et I'encéphalite,
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sont rares et sont généralement traitées par GCV intraveineux. La durée du traitement de ces
manifestations n'a pas été bien établie et doit étre adaptée a chaque situation. [153][158] [159]
[160] [161]

En cas de toxicité des antiviraux ou d’émergence de souches résistantes, le FOS était
classiquement utilisé en premiere intention. Le MBV a obtenu son AMM pour la prise en charge
des infections a CMVH réfractaires ou résistantes et présente peu d’effets indésirables
notamment une absence de néphrotoxicité qui limite I'utilisation du FOS.

I.3. Diagnostic d’une infection a cytomégalovirus

Le diagnostic d’'une infection a CMVH est clinico-biologique, reposant comme évoqué
précédemment sur des arguments cliniques inconstants, et arguments biologiques. On
retrouve fréquemment lors d’une primo-infection a CMVH un syndrome mononucléosique
sanguin avec une hyperlymphocytose accompagnée de cellules mononuclées
hyperbasophiles, une élévation des marqueurs d’inflammation (protéine C réactive) et d’'une
cytolyse hépatique révélée par une élévation des transaminases.

Actuellement le diagnostic d’une infection 8 CMVH repose soit sur la mise en évidence direct
du virus soit sur la recherche d’une réponse immunitaire spécifique.

1.3.1. Méthodes directes

1.3.1.1. Culture cellulaire

Initialement, la culture cellulaire était la seule méthode de diagnostic direct. Des cellules de
lignée humaine sensibles, comme la lignée MRC-5 (fibroblastes de poumon d’embryon
humain) étaient inoculées avec des échantillons cliniques (salive, urine...). L’effet
cytopathogéne observé au microscope optique permettait de conclure a la présence de virus
au sein de I'échantillon. Cette méthode non seulement longue (2 a 3 semaines) manquait de
sensibilité. [162] [163]

La mise en place d’'une centrifugation couplée a la détection antigénique précoce par
immunofluorescence a permis de réduire encore le délai de rendu et d’augmenter la spécificité
diagnostique. [164] [165]

1.3.1.2. Antigénémie

La détection d’antigéne viral au sein d’échantillons biologiques appelé antigénémie, a été mise
au point dans les années 80 pour le suivi de linfection a CMVH chez les patients
immunodéprimés. Il permettait de détecter par immunofluorescence la protéine virale pp65 au
sein des polynucléaires neutrophiles isolés a partir d’'un prélévement sanguin. [166]

Bien que présentant une spécificité intéressante, ce test manquait globalement de sensibilité
et ne permet pas de conclure a I'absence d’infection en cas de négativité. [167]

1.3.1.3. Biologie moléculaire

Les techniques de biologie moléculaire par polymérisation en chaine (PCR) ont supplanté les
autres methodes de diagnostic direct. Rapides, reproductibles et hautement sensibles et
spécifiques, elles constituent a I'heure actuelle la technique la plus couramment utilisée. Elle
est réalisable dans de nombreuses matrices : sang, urine, humeur vitrée... [168] [169]
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La PCR quantitative en temps réel (QPCR) permet de déterminer les charges virales (hombre
de copies par unité de volume de matrice) grace a une gamme de quantification. La positivité
du liquide amniotique pour le CMVH peut étre déterminée par culture virale ou PCR, mais la
méthode de référence actuelle estla PCR réalisée aprés 21 semaines de gestation et au moins
6 a 8 semaines apreés l'infection maternelle. [168]

Les techniques de séquencage de nouvelle génération (NGS) permettent une approche
globale en permettant le séquengage de plusieurs génes a la fois avec une plus grande
profondeur d’analyse. Ces méthodes génétiques moléculaires modernes permettent de
génotyper divers agents pathogénes pour améliorer la surveillance épidémiologique
moléculaire. [170] Le NGS ciblé pour tester la résistance au CMVH permet l'analyse
simultanée de plusieurs génes pour identifier les mutations de résistance associées. [171]

Le NGS ne se positionne pas comme une technique diagnostique de I'infection a CMVH mais
plutét du suivi épidémiologique des souches ou bien dans la détermination précoce des
résistances aux antiviraux.

1.3.2. Méthodes indirectes

Les méthodes de sérodiagnostic sont dites méthodes indirectes, car elles se basent sur la
réponse immunitaire de I'héte. C’est par la mise en évidence d'immunoglobulines spécifiques
du pathogéne que I'on peut affirmer ou non un contact plus ou moins récent avec le virus.

Lors d’une infection a CMVH, la réponse immunitaire adaptative se met en place rapidement.
Les premiers anticorps produits sont de type IgM dés la premiére semaine aprés l'infection.
Puis I'apparition d’anticorps de type 1gG, signe d’une séroconversion et d'une commutation de
classe, se déroule au cours de la 2 & 3°™ semaine. A ce stade, ces IgG sont de faible avidité,
cette derniére augmente au cours du temps, témoin de la maturation d’affinité des IgG. Les
IgM disparaissent progressivement dans le temps, au cours des 3 premiers mois pour la
plupart des patients (courbe A), mais peuvent également persister dans le temps (courbe B).
La variation relative des niveaux d'IgM, d'lgG et d'avidité des IgG anti-CMV au fil du temps
aprés une infection primaire a CMV est présentée en figure 8. Chez un individu positif aux IgG
anti-CMV, un résultat positif aux IgM indique une infection survenue environ 3 mois auparavant
si l'individu présente le schéma A des IgM, mais environ 6 mois auparavant si l'individu
présente le schéma B des IgM. En utilisant le test d'avidité des IgG anti-CMV, le temps écoulé
depuis l'infection peut étre déterminé avec plus de précision ; un résultat de faible avidité
indique une infection primaire survenue environ 3 mois auparavant, tandis qu'un résultat de
forte avidité indique une infection primaire survenue plus de 6 mois auparavant. [172]
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Figure 8 : Evolution de la réponse immunitaire humoral dirigée contre le CMVH en
fonction du temps [172]

1.3.2.1. Dosages immunoenzymatiques des immunoglobulines

Les tests sérologiques ont une importance capitale dans le diagnostic de l'infection a CMVH
chez les patients a risque. [173] lls reposent sur des méthodes immunoenzymatiques (ELISA)
automatisées, divergeant en fonction du fournisseur. La détection des IgG ou IgM se fait par
fixation de ces derniéres a un lysat viral de CMVH, révélé en suivant par une immunoglobuline
anti-lgG ou anti-IgM couplée a une enzyme. La révélation se fait par ajout d’'un substrat.
L’utilisation d'une gamme étalon permet de déterminer le taux d’lgG ou IgM présents dans
I’échantillon.

Les tests CMV IgG et CMV IgM sont des outils sérodiagnostic rapides et sensibles. Cependant,
contrairement au test CMV IgG, la sensibilité et surtout la spécificité des tests CMV IgM sont
beaucoup plus variables, notamment en cas d’infection a EBV, de Parvovirus B19 ou bien en
cas de présence d’'un facteur rhumatoide (FR). [174] Les tests conventionnels pour détecter
les anticorps IgM contre le CMVH souffrants de sensibilité ou de spécificité limitées ; des
études ont identifié des protéines virales recombinantes comme antigénes potentiels,
notamment des fragments des protéines p52 et pp150, mais ces derniers n'indiquaient pas
toujours une infection aigué. Des analyses récentes ont révélé que le fragment UL57/3 de la
protéine pUL57, combiné avec p52 et une version tronquée de pp150, offre une meilleure
détection des anticorps IgM. Le test ELISA utilisant cette combinaison a montré une sensibilité
et une spécificité supérieures, surpassant les tests commerciaux actuels pour diagnostiquer
les infections aigués par le CMVH. [175] [176] D’autres résultats ont montré que trois
polypeptides recombinants spécifiques, couvrant des fragments de p150 et p52, permettent
une détection sensible et spécifique des IgM, améliorant ainsi le sérodiagnostic de l'infection
aigué par le CMVH. [177]

Cependant malgré ces avancées en matiére de production d’antigénes recombinants pour la
mise en place de sérologies plus spécifiques, les trousses automatisées utilisent encore les
lysas viraux, probablement pour des raisons économiques.
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Une étude récente a montré que les tests automatisés LIAISON® CMV Il sont comparables a
celles des méthodes de référence, ce qui en fait un outil utile pour le diagnostic des infections
a CMVH et pour évaluer le statut immunitaire. [178]

1.3.2.2. Mesure de ’avidité

Plus 'immunoglobuline est avide plus elle est ancienne, cela est due a la maturation d’avidité
qui est un processus naturel au cours de la réponse immunitaire, reflétant la maturation des
plasmocytes qui produisent des anticorps de plus haute affinité pour I'antigéne correspondant
(figure 8). [172]

Le dosage de l'avidité des IgG se réalise en comparant deux échantillons de sérum, l'un traité
avec un agent dénaturant (urée par exemple) et I'autre sans, en utilisant des tests ELISA. La
différence entre les résultats permet d'évaluer l'avidité des IgG, exprimée sous forme d'indice
ou de pourcentage. Chaque méthode nécessite des seuils d'interprétation propres. En général,
les tests commerciaux définissent un seuil d'avidité élevée, indiquant une infection ancienne
(plus de 3 mois), et un seuil d'avidité faible, suggérant une infection récente (moins de 3 mois).
Si l'avidité se situe entre ces deux valeurs, elle est qualifiée d'intermédiaire et ne permet pas
une datation précise. [179] [172] [180]

L'indice d'avidité des IgG anti-CMV s'est révélé étre un test sérologique efficace pour
diagnostiquer une infection primaire a CMVH. La détection d'anticorps IgM spécifiques du
CMVH couplés a des anticorps IgG de faible avidité est considérée comme un diagnostic
d'infection primaire a CMVH. Dans une étude, cet indice était significativement plus faible chez
les patients atteints de primo infection a CMVH (35 %) par rapport a ceux ayant un CMVH
secondaire (88,3 %). La sensibilité et la spécificité de ce test étaient de 85,7 % et 97,4 %,
respectivement, ce qui en fait un outil intéressant pour le diagnostic d'infection primaire a
CMVH. [181]

L'utilité diagnostique d’un test d'avidité des IgG anti-CMV réflexe sur des échantillons positifs
en IgM anti-CMV provenant de femmes enceintes a été évalué dans une étude. L'utilisation
du test CMV IgM, suivi d'un test d'avidité, permettait un diagnostic plus précis de l'infection a
CMVH chez les femmes enceintes. [182]

Une étude a montré que le test LIAISON® CMV IgG Avidity atteint plus rapidement un statut
d'avidité plus élevé que le test VIDAS® CMV IgG Avidity. Cependant, le test LIAISON® CMV
IgG Avidity Il, identifie des sérums rares avec des valeurs d'avidité positives élevées dans les
séroconversions récentes documentées. Les avantages et les inconvénients de chaque test
doivent étre connus pour une interprétation correcte des résultats. [183] D’autres données ont
permis de suggérer de nouvelles valeurs seuils VIDAS de 0,40 pour une faible avidité et de
0,65 pour une avidité élevée, ce qui augmenterait considérablement les performances du test.
[184]

La mesure du delta d’avidité chez les femmes enceintes pourrait étre utile pour estimer le
risque de transmission du CMVH de la mére au nouveau-né. En effet, une étude s’est
intéressée a la variation de l'indice d’avidité chez des femmes au cours de la grossesse. Le
delta d’indice d’avidité des femmes atteintes d'une CMVc était significativement plus élevé que
celui des femmes non atteintes. L'étude a démontré que I'incidence du CMVc était de 100 %
chez les méres avec une variation d’indice d’avidité élevée (>10%), et de 0% en cas de delta
d’avidité faible (<5%). [185]

Thibaut Lutz | These d’exercice | Université de Limoges | 2024 44
Licence CC BY-NC-ND 3.0



La mesure de l'avidité des anticorps IgG anti-CMV est donc utile pour le diagnostic d’'une
séroconversion récente en cas de suspicion d’infection primaire a CMVH, et I'évaluation des
atteintes foetales au court d'un CMVc. Elle présente cependant certaines limites. Des index
d’avidité faussement bas ou faussement élevés ont été observés lorsque le taux d’IgG est
faible ou tres éleve, et doit donc étre interprété avec précaution. De plus, la variabilité
interindividuelle de la maturation des IgG a pour conséquence la persistance d’une avidité
basse ou intermédiaire chez certains individus, ce qui peut limiter un diagnostic correct voire
générer un diagnostic incorrect. [178] [186] [187] [188]

1.3.2.3. Immunoblot

Les techniques d’'immunoempreinte se caractérisent par la séparation des antigénes viraux
sur une bandelette de nitrocellulose. Le Western blot a été la premiére technique développée.
Cette technique utilise le principe de migration en gel, sous effet d’'un champ électrique, des
protéines virales avant transfert sur membrane de nitrocellulose. L'immunoblot ou dot-blot
correspond au dépdt d’antigénes purifiés en amont sur la membrane de nitrocellulose. Ces
tests permettent de caractériser la réponse immunitaire spécifique a différents antigénes. Ces
techniques hautement spécifiques sont utilisées dans la confirmation d’infections virales
comme le virus de 'immunodéficience humaine (HIV), bactériennes comme la borréliose de
Lyme ou la syphilis, et parasitaire notamment dans le cadre de suspicion de toxoplasmose
congénitale. [189] [190] [191]

Au-dela de leurs spécificités, ces techniques permettent de caractériser la réponse humorale
en déterminant la spécificité des anticorps. Les anticorps anti-CM2 (ou anti-p52) sont
visualisable précocement au cours du premier mois apres une infection primaire, les anti-P150
sont eux retardés jusqu’au deuxiéme mois. [192] Les anticorps spécifiques des glycoprotéines
virales, notamment de la gB, ne deviennent détectables qu'avec un retard considérable par
rapport a la séroconversion du CMVH. Ainsi, I'évaluation des anticorps spécifiques des
glycoprotéines pourrait servir d'indicateur pratique dans la datation d’une infection a CMVH.
Une étude s’est intéressée a la mise en place d’un ELISA IgG spécifique de la gB et a mis en
évidence que ce marqueur était corrélé a une infection ancienne a CMVH. [193]

Le Western blot a été la premiére technique développée pour confirmer le diagnostic du
CMVH. Concernant la détection des IgM, une étude s’est intéressée aux méthodes pour
détecter les IgM spécifiques du CMVH via des tests Western Blot (WB). Deux types de WB
sont comparés : le test conventionnel utilisant des protéines virales structurales et un nouveau
test utilisant des protéines recombinantes (pp150, p52 et p130). Les protéines recombinantes,
obtenues et purifiées, montrent une sensibilit¢ de 95,0% et une spécificité de 92,5%,
surpassant les performances des tests conventionnels. L'étude concluait que les protéines
recombinantes permettent une meilleure détection des IgM spécifiques du CMV, réduisant les
réactions croisées et améliorant la fiabilité du diagnostic. [194]

Les immunoblots IgM et IgG ont rapidement pris la place sur le marché, I'utilisation de
protéines recombinantes permettant la standardisation de la production, et augmentant la
spécificité diagnostique.

Concernant la mesure de I'avidité, une étude a compareé les tests VIDAS® CMV IgG avidity et
recomBlot CMV IgG avec avidité. Le test VIDAS® a révélé que pour un indice d'avidité (1A)
inférieur a 40 %, la sensibilité pour détecter une infection primaire survenue dans les 20
derniéres semaines était de 93,4 %, tandis que pour un IA intermédiaire, la spécificité pour
exclure une infection survenue dans les 12 derniéres semaines était de 88,2 %. Le test
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recomBlot, quant a lui, a montré une sensibilité élevée avec une valeur prédictive positive de
96,9 % pour les infections dans les 14 derniéres semaines, malgré une difficulté
d'interprétation dans 23,4 % des cas. En somme, ces tests d'avidité sont particulierement
efficaces pour dater l'infection primaire lorsqu'ils sont réalisés au premier ou au début du
deuxiéme trimestre de grossesse, offrant ainsi des informations cruciales pour évaluer le
risque de maladie congénitale associée a des infections précoces. [195]

Une autre évaluation des performances des tests immunoblot recomLine CMV IgG® et IgG
Avidité® par rapport au VIDAS CMV IgG Avidité® a montré que la combinaison des tests
immunoblots fournissait une interprétation précise dans 83,1 % des cas et offrait une meilleure
sensibilité pour détecter les infections survenues dans les 14 semaines, avec une sensibilité
de 85,9 % contre 76,9 % pour VIDAS®. En revanche, les tests immunoblots ont donné des
résultats incorrects dans 4,5 % des cas et non concluants dans 12,4 %. De plus, pour les
échantillons présentant une avidité intermédiaire avec VIDAS®, I'évaluation des immunoblots
a permis de fournir des informations supplémentaires sur le moment de l'infection dans 79 %
des cas. [196]

Ainsi, les immunoblots IgM semblent présenter un intérét par une spécificité accrue, de plus
la détermination de l'avidité et le profil de I'immunoblot IgG semblent étre un outil utile pour la
confirmation et la datation plus précise des infections primaires a CMVH.

1.3.3. Diagnostic d’une infection congénitale a cytomégalovirus

Le diagnostic d’'une primo-infection a CMVH chez la femme enceinte repose sur la sérologie.
Bien que le screening sérologique ne soit pas recommandé de fagon systématique, il est
fréquemment réalisé au cours du 1er trimestre de la grossesse. [197]

L'infection primaire maternelle a CMVH pendant la grossesse peut étre confirmée par la mise
en évidence d'une séroconversion (transition d’IlgG anti-CMV négatif a positif sur 2
prélévements successifs) si un échantillon de sérum préconceptionnel ou de la premiére visite
prénatale est disponible. En I'absence de tel échantillon, la présence d'lgG et IgM anti-CMV
peut suggérer une infection primaire récente et doit faire réaliser une mesure d’avidité. En effet
la détermination de la maturité des IgG anti-CMV permet la datation approximative de
l'infection. Les IgG anti-CMV de faible affinité, produits sont progressivement remplacés par
des IgG avec une affinité plus élevée au cours de la maturation. Un indice d'avidité élevé des
IgG anti-CMV exclut une infection primaire récente et, lorsqu'il est détecté avant 12 a 16
semaines de gestation, indique un risque considérablement réduit d'infection congénitale. A
l'inverse, des IgG a faible avidité associés a un IgM anti-CMV réactif étayent fortement le
diagnostic d'une infection primaire maternelle au cours des 3 mois précédents. La présence
d'IlgM anti-CMV réactives, pouvant survenir tant dans les infections primaires que non
primaires et persister plusieurs mois aprés l'infection initiale, n'est pas un indicateur fiable du
risque d'infection congénitale. [198] [199] [200] [201]

Le risque élevé de transmission verticale aprés une infection maternelle primaire rend
nécessaire la réalisation d'un test prénatal invasif. La PCR CMV dans le liquide amniotique est
le test recommandé pour confirmer une infection feetale. Etant donné que l'infection feetale
peut étre détectée seulement 6 a 8 semaines aprés l'infection maternelle, I'amniocentése
devrait étre effectuée entre 20 et 21 semaines de gestation, soit au moins 7 semaines aprés
l'infection maternelle. La sensibilité de la PCR pour le diagnostic prénatal est supérieure a celle
des techniques de culture virale ; lorsqu'elle est effectuée dans les conditions optimales, elle
approche les 100 %. [169] [202]
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Actuellement, il n'existe pas de méthode fiable pour diagnostiquer les infections non primaires.
Dans certains cas, on observe une élévation des IgG, I'apparition d'IgM ou la détection d'une
charge virale dans le sang, tandis que dans d'autres cas, ces paramétres restent inchangés.
La fréquence de ces variations sérologiques ou moléculaires, ainsi que leur relation avec une
réactivation ou une réinfection, demeure incertaine. [203] [204] [205]

Bien que le prélévement de sang feetal soit rarement nécessaire pour diagnostiquer un CMVc,
la présence d’'une thrombocytopénie, d'une anémie hémolytique, d'une élévation des
transaminases hépatiques et d’IgM anti-CMV dans le sang foetal peut indiquer une infection a
CMVH du feetus. [168]

Les premiers signes d'un CMVc peuvent parfois étre détectés lors d'une échographie feetale
de routine a 20 semaines de gestation. L'intestin hyperéchogéne peut constituer le premier
indice d'une infection a CMVH in utero. D'autres signes potentiels incluent des anomalies du
développement cérébral (comme les calcifications et les ventricules élargis), la microcéphalie,
un retard de croissance feetale, des anomalies du liquide amniotique (oligohydramnios ou
polyhydramnios), une hypertrophie du placenta, une hépatosplénomégalie ou des
calcifications hépatiques, ainsi que I'ascite. [206]

La confirmation de l'infection du nouveau-né repose sur la réalisation d’'une PCR sur urine ou
salive dans les 10 jours suivant la naissance. En cas de PCR positive sur salive, une
confirmation doit étre effectuée par une PCR sur urine car la salive peut étre contaminée par
une excrétion virale maternelle dans le lait en cas d’allaitement maternel. La valeur de la
charge virale n’a pas de valeur pronostic sur I'évolution clinique. [169] [179] [198] [202]

Les examens a reéaliser pour les nouveau-nés atteints d'une infection congénitale
symptomatique a CMVH doivent inclure une PCR sanguine, une numération globulaire
compléte, des tests de la fonction hépatique, une audiométrie, un dépistage ophtalmologique
et une imagerie cérébrale. [9]
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I Premiére sérolcgie maternelle CMV : IgG et IgM 3 6-7 semaines si son statut est inconnu ou connu comme négatif ]
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Figure 9 : Algorithme de diagnostic et de prise en charge proposé pour le CMVec.
Faure-Bardon et al. « Diagnostic, pronostic et prise en charge de l'infection congénitale
a cytomégalovirus (CMV) pendant la grossesse ».

1.3.4. Diagnostic d’une infection a cytomégalovirus de 'immunodéprimé

Le dosage des anticorps spécifiques du CMVH (IgG et IgM) est essentiel pour évaluer le risque
d'infection a CMVH aprés transplantation, mais elle ne peut pas étre utilisée pour diagnostiquer
une infection ou une maladie liée au CMVH lors des réactivations ou des surinfections.

La culture du CMVH dans des tissus prend plusieurs semaines, rendant cette technique
obsoléte pour le diagnostic chez les receveurs de greffe.

L’antigénémie pp65 positif est prédictif du développement d'une maladie invasive chez les
patients transplantés mais n’est plus utilisée en pratique courante.

La PCR CMV sur sang est la méthode la plus sensible pour détecter le CMVH. La qPCR
permet I'amplification et la mesure quantitative de I'ADN du CMVH tout en maintenant une
grande spécificité. Elle permet le suivi des patients greffés en post-transplantation. Des
niveaux élevés d'ADN dans le sang (sang total ou plasma) sont un bon indicateur de la maladie
a CMVH chez les receveurs de greffe. Bien que la PCR ait été utilisée sur les liquides de
lavage broncho-alvéolaire (LBA), les seuils de charge virale n'ont pas été définis. Elle peut
également étre réalisée sur différents tissus et liquides biologiques pour faire le diagnostic de
maladie a CMVH. La quantification permet de suivre l'efficacité du traitement antiviral et de
suspecter une éventuelle résistance en cas de baisse non significative de la charge virale.
[153]
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Objectif de I'étude

Au regard de la littérature il apparait clair que la place de la sérologie dans le diagnostic des
infections a CMVH chez les femmes enceintes et les patients immunodéprimés joue
aujourd’hui encore un rble prédominant.

La sérologie automatisée, utilisant les techniques immunoenzymatiques, présente d’excellents
résultats de sensibilité et de spécifier sur les taux d'immunoglobulines élevés en population
générale. Cependant, en cas d’interférences analytiques (infection a EBV ou parvovirus B19,
facteur rhumatoide) ou taux plus faible d'lgG, ces performances diagnostiques semblent plus
limitées. D’autre part la datation d’'un CMVc¢ peut parfois étre délicate. En effet en absence de
sérologie de début de grossesse, la découverte d’'une double positivité IgM/IgG doit faire
suspecter une séroconversion au cours de la grossesse mais des fausses positivités IgM sont
fréquentes.

Les immunoblots sont utilisés pour la confirmation de nombreuses autres infections. De plus
ils permettent d’évaluer la réponse humorale en déterminant la spécificité des anticorps. Cette
évaluation permet selon le profil de préciser la date de I'infection.

L'immunoblot recomLine CMV MIKROGEN® se positionne comme technique de
sérodiagnostic pour la détection des IgM et IgG, ainsi que la mesure de l'avidité.

L’'objectif de ce travail est triple. Premiérement il s’agit d’étudier les performances
diagnostiques globales des immunoblots recomLine CMV MIKROGEN®. Deuxiémement
d’évaluer sa place en technique de confirmation en cas de sérologie douteuse. Et enfin
d’évaluer sa place dans la datation rétrospective d’une infection a CMVH.

Pour ce faire nous avons réalisé une étude rétrospective a partir de la banque de sérum du
laboratoire de virologie du CHU de Limoges. Nous avons sélectionné nos populations d’intérét
puis réalisé les dosages d'immunoglobulines par les trois techniques automatisées disponibles
au sein du laboratoire : ALINITY®, LIAISON® et VIDAS® puis en fonction du contexte nous
avons réalisé un immunoblot recomLine CMV IgG® et/ou un immunoblot recomLine CMV
IgM®.

Thibaut Lutz | These d’exercice | Université de Limoges | 2024 49
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Il. Matériels et méthodes

11.1. Matériel

11.1.1. Echantillons de sérum

Les sérums ont été sélectionnés a partir d’'une extraction de données du logiciel informatique
du laboratoire (SIL) GLIMS® sur une période de trois ans (2021-2023), concernant toutes les
sérologies CMVH réalisées au CHU de Limoges (période correspondant a la durée de
conservation de notre sérotheque). Afin d’affiner notre sélection de patients, I'extraction de
données comportait le service prescripteur, la date de naissance, le renseignement d’'une
éventuelle grossesse en cours, les résultats des sérologies CMVH, et éventuellement EBV et
parvovirus B19 en cas de disponibilité. Les résultats de PCR CMV sur dossiers contemporains
de la realisation de la sérologie CMV ont également été extraits du SIL.

Cette extraction de données a permis d’obtenir 39097 dossiers comportant a minima une
sérologie CMV LIAISON XL® IgG et IgM. A partir de ces données, plusieurs sélections ont été
effectués sur Microsoft EXCEL® afin de sélectionner différentes populations d’études :

- des sérologies CMVH positives en IgM avec un seuil supérieur a 22 Ul/mL et négatives
avec un seuil inférieur a 18 Ul/mL) afin de valider les performances diagnostiques en
population générale des immunoblots IgM.

- des sérologies CMVH positives avec un seuil supérieur a 14 Ul/mL et négatives avec
un seuil inférieur a 12 Ul/mL, afin de valider les performances diagnostiques en
population générale des immunoblots IgG.

- des sérologies négatives en IgG et positives en IgM hors contexte de primo infection a
CMVH (PCR négative ou absence de séroconversion dans le temps) et présentant des
profils sérologiques de primo-infection a EBV ou parvovirus B19 ou la présence d’un
facteur rhumatoide afin d’évaluer la spécificité de 'immunoblot IgM dans ces conditions
analytiques.

- des sérologies IgG CMVH faiblement positives (titre inférieur a 2 fois le seuil de
positivité soit < 28 U/mL) ou équivoque (entre 12 et 14 U/mL) de femmes enceintes
(UF obstétrique ...), et de patients immunodéprimés (UF d’hématologie et de
néphrologie) afin d’évaluer les performances diagnostiques des immunoblots IgG sur
des sérologies d’interprétation parfois difficiles.

- des profils de séroconversion au cours de la grossesse pour apprécier les
modifications de profil des immunoblots IgG au cours du temps et déterminer si les
profils protéiques permettent ou non une datation de l'infection.

Au total 67 patients sont inclus dans notre étude aprés vérification de la non opposition a
I'utilisation de leurs échantillons biologiques résiduels a des fins de recherche, soit 87
échantillons biologiques retenus pour notre évaluation.

1.1.2. Trousses sérologiques automatisées

Afin de pouvoir placer au mieux les immunoblots dans un arbre diagnostique et déterminer
leurs performances diagnostiques nous avons décidé de tester les sérums sélectionnés sur
les trois sérologies automatisées disponibles au laboratoire de virologie du CHU de Limoges :
CMV LIAISON XL® (DiaSorin), CMV ALINITY® (Abbott) et CMV VIDAS® (bioMérieux). Les
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avidités des IgG ont été réalisées sur CMV avidité LIAISON® (DiaSorin) et CMV avidité
VIDAS® (bioMérieux).

Les séries de tests ont été encadrées par des controles fournisseurs (positifs et négatifs). Les
automates étaient calibrés selon les recommandations des fournisseurs en fonction des lots
de réactifs utilisés.

1.1.2.1. CMV LIAISON XL® (DiaSorin)

Le test LIAISON® CMV Il utilise la technologie immunoluminométrique (CLIA) pour la
deétection quantitative des anticorps spécifiques de classe IgG ou IgM dirigés contre le CMV
dans les échantillons de sérum ou plasma humain. L’antigene CMV est utilisé pour revétir des
particules magnétiques (phase solide) et un anticorps monoclonal de souris est lié a un dérivé
de lisoluminol. Lors d’'une premiére incubation, les anticorps anti-CMV se lient a la phase
solide, une étape de lavage permet d’éliminer toute immunoglobuline non fixée, puis une
seconde incubation avec les anticorps conjugués murins se lient aux Ig anti-CMV liés a la
phase solide. Les réactifs starters sont ensuite ajoutés pour déclencher une réaction de
chimiluminescence a partir du 5-chloro-2méthyl-4-isothiazolin-3-one et 2-méthyl-2H-
isothiazol-3-one. Le signal lumineux, proportionnel a la quantité de conjugués anticorps-
isoluminol, est mesuré par un photomultiplicateur en unité relative de luminescence (RLU) et
est un indicatif de la concentration d’IgG ou IgM anti-CMV présente. Une gamme étalon permet
la calibration de 'automate. (Fiche réactif fabriquant : LIAISON® CMV IgG Il (REF : 310745))

Pour la détection d’IgG, le seuil est fixé a 12 U/mL, les échantillons inférieurs sont considérés
comme négatifs. Les échantillons supérieurs a 14 u/mL sont considérés comme positifs. Les
échantillons entre 12 et 14 U/mL sont considérés comme équivoques (douteux). Pour la
détection d’'IgM le seuil de détection est fixé a 18 U/mL, les échantillons inférieurs sont
considérés comme négatifs. Les échantillons supérieurs a 22 U/mL sont considérés comme
positifs. Les échantillons entre 18 et 22 U/mL sont considérés comme équivoques (douteux).
(Fiche réactif fabriquant : LIAISON® CMV IgG Il (REF : 310745))

Concernant le dosage des IgG, la sensibilité annoncée par le fournisseur a été évaluée a 99,55
%, la spécificité quant a elle a 99,74%. (Fiche réactif fabriquant : LIAISON® CMV IgG Il (REF :
310745))

La méthode de détermination de I'avidité des IgG anti-CMVH repose sur un test CLIA comme
pour la mesure des IgG. Des particules magnétiques, recouvertes d'antigenes CMV, servent
de phase solide, tandis qu'un anticorps monoclonal conjugué a un dérivé de l'isoluminol permet
la détection. Pour évaluer l'avidité des IgG, on compare les résultats d'un échantillon non traité
avec ceux du méme échantillon aprés traitement a I'urée, qui élimine les liaisons faibles. Lors
des deux premiéres incubations, les anticorps anti-CMV se fixent a la phase solide, mais dans
I'échantillon traité, seuls les anticorps a forte avidité restent aprés le lavage. Ensuite, un
anticorps conjugué détecte les IgG fixées. Aprés chaque étape, les éléments non liés sont
lavés, et la réaction de chemiluminescence est mesurée en unités de luminescence relative
(RLU), proportionnelles a la quantité d'anticorps présents. L'indice d'avidité est déterminé en
faisant le rapport entre le signal de I'échantillon traité a I'urée et celui de I'échantillon de
référence. (Fiche réactif fabriquant : LIAISON® CMV IgG Avidity Il (REF : 310765))

Les résultats des échantillons pour les IgG anti-CMVH sont interprétés selon l'indice d'avidité
: une valeur inférieure a 0,150 indique une faible avidité, suggérant une infection récente,
tandis qu'un indice entre 0,150 et 0,250 reflete une avidité modérée. Un indice supérieur ou
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égal a 0,250 correspond a une avidité élevée, suggérant une infection ancienne ou stabilisée.
(Fiche réactif fabriquant : LIAISON® CMV IgG Avidity Il (REF : 310765))

11.1.2.2. CMV ALINITY® (Abbott)

Le dosage Alinity CMV est un dosage immunologique microparticulaire par chimiluminescence
(CMIA) utilisé pour la détection qualitative et la détermination semi-quantitative des anticorps
dirigés contre le CMV dans le sérum ou le plasma. Le dosage est réalisé en deux étapes.
Aprés incubation des microparticules paramagnétiques recouvertes de lysat viral de la souche
AD169 et du diluant de dosage, les IgG anti-CMV présentes dans I'’échantillon se lient aux
microparticules. Aprés une étape de lavage, un anticorps murin conjugué a I'acridinium est
ajouté pour former un mélange réactionnel. Aprés un autre cycle de lavage les solutions de
préactivation et d’activation sont ajoutées et la réaction chimioluminescente résultante est
mesurée en RLU proportionnelle a la quantité d’lgG dans le milieu testé. Une gamme étalon
permet la calibration de 'automate. (Fiche réactif fabriquant : ALINITY® CMV IgG Reagent Kit
(REF : 07P4222))

Pour la détection d’'IgG, le seuil de détection est fixé a 6 unités arbitraires par mL (UA/mL), les
échantillons inférieurs sont considérés comme négatifs. Les échantillons supérieurs ou égal a
6 UA/mL sont considérés comme positifs. |l est cependant recommandé par le fabricant de
confirmer les résultats des échantillons présentant des concentrations comprises entre 6.0
AU/mL et 15.0 AU/mL a l'aide d'un dosage CMV IgM ou bien de prélever, dans la mesure du
possible, un deuxiéme échantillon dans un intervalle de temps raisonnable (par exemple dans
les deux semaines) et de I'analyser également & I'aide du dosage Alinity i CMV IgG. (Fiche
réactif fabriquant : ALINITY® CMV IgG Reagent Kit (REF : 07P4222))

Concernant le dosage des IgG, la sensibilité annoncée par le fournisseur a été évaluée a 99,34
%, la spécificité quant a elle a 98,34%. (Fiche réactif fabriquant : ALINITY® CMV IgG Reagent
Kit (REF : 07P4222))

Les interférences potentielles ont été étudiées par le fournisseur. On peut tout d’abord noter
les substances endogénes potentiellement interférentes (triglycérides > 3g/dL, protéines < 12
g/L, bilirubine > 20 mg/dL et hémoglobine > 500 mg/dL). Ensuite d’autres situations de
perturbation potentielle du dosage ont été étudiées : anticorps antinucléaires, facteur
rhumatoide, infection par HSV 1 et 2, EBV, rougeole, VZV a partir d’'une cohorte, la
concordance entre les dosages était de 98,46% montrant une réactivité croisée.

11.1.2.3. VIDAS® CMV IgG (bioMérieux)

Le test VIDAS CMV IgG (CMVG) est un immunodosage fluorescent automatisé (ELFA) congu
pour détecter les anticorps IgG anti-CMV. L'échantillon, aprés une étape de dilution, est traité
a l'aide du dispositif SPR®, qui agit a la fois comme phase solide et pipette pour le test. Les
anticorps IgG spécifiques au CMV présents dans I'échantillon se lient a I'antigéne CMV purifié
a l'intérieur du SPR®. Ensuite, un anticorps anti-lgG humain, conjugué a une enzyme alcaline
phosphatase, est introduit et se fixe aux IgG anti-CMV liées. Aprés un lavage pour éliminer les
composants non liés, un substrat fluorescent, le 4-méthylumbelliféryle phosphate, est ajouté.
L'enzyme liée catalyse la conversion de ce substrat en un produit fluorescent, le 4-
méthylumbelliférone, dont I'intensité est mesurée par un scanner optique intégré a l'instrument.
Cette intensité est proportionnelle a la quantité d'lgG anti-CMV dans I'échantillon. Les résultats
sont interprétés en comparant la fluorescence d'échantillons a une courbe de calibration, avec
des seuils définissant les résultats comme négatifs (< 4 UA/mL), équivoques (4 a < 6 UA/mL),
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ou positifs (= 6 UA/mL) (UA = unité arbitraire). (Fiche réactif fabriquant : VIDAS® CMV IgG
(REF : 30 204-01))

La sensibilité annoncée par le fournisseur a été évaluée a 99,6%, la spécificité quant a elle a
100%. La valeur prédictive positive est annoncée a 100%, la valeur prédictive négative a
99,8%. (Fiche réactif fabriquant : VIDAS® CMV IgG (REF : 30 204-01))

Le principe de ce dosage de lavidité repose sur une méthode immunoenzymatique en
sandwich, réalisée en deux étapes avec une détection finale par fluorescence (ELFA). Un céne
a usage unique sert de phase solide et de systeme de pipetage, tandis que les réactifs sont
déja préts a l'emploi dans une cartouche. Toutes les étapes du test sont automatisées et
impliquent des cycles d'aspiration et de refoulement du milieu réactionnel. Les I1gG anti-CMV
présentes dans I'échantillon forment des complexes avec I'antigéne fixé sur la phase solide.
Aprés un lavage pour éliminer les anticorps non spécifiques, seuls les anticorps spécifiques
restent fixés. Lorsqu'un tampon a base d'urée est utilisé, seuls les anticorps de forte avidité
restent liés, tandis que ceux de faible avidité sont éliminés. Ensuite, des anticorps anti-IgG
humaines couplés a une enzyme (phosphatase alcaline) se fixent aux IgG présentes. Aprés
élimination des anticorps non liés, le substrat fluorescent est ajouté. L'enzyme catalyse
I'nydrolyse du substrat en un produit fluorescent, dont l'intensité mesurée est proportionnelle
a la quantité d'anticorps dans I'échantillon. A la fin du test, I'indice d'avidité est calculé & partir
d’un ratio entre les valeurs de fluorescence obtenues avec et sans tampon urée. (Fiche réactif
fabriquant : VIDAS® CMV IgG Avidity (REF : 30 203))

11.1.3. Immunoblot recomLine CMV IgG et IgM ®

Les tests recomLine CMV IgG ou IgM sont des tests de détection qualitative des anticorps IgG
ou IgM contre le CMVH dans le sérum ou le plasma humain. Il s’agit d’'un immuno-essai en
ligne basé sur des antigénes recombinants du CMV.

Contrairement aux test ELISA, les immuno-essais permettent I'identification des anticorps
spécifiques des antigénes du CMVH individualisés a savoir: IE1, CM2, p150, p65, gB1 et gB2.
Les antigénes recombinants du CMVH sont hautement purifiés et fixés sur des bandelettes en
membrane de nitrocellulose.

Les bandelettes sont incubées avec I'échantillon (sérum ou plasma) dilué au centiéme, les
anticorps spécifiques se lient aux antigénes purifiés sur la bandelette du test. Les anticorps
non liés sont éliminés par une étape de lavage. Lors d’'une deuxiéme étape, les bandelettes
sont incubées avec des anticorps de lapin anti-lg humaines conjugués a la peroxydase de
raifort. Les anticorps conjugués non liés sont éliminés par une autre étape de lavage. Enfin la
réaction de coloration est déclenchée en ajoutant le substrat chromogéne a base de
tétraméthylbenzidine (TMB), une bande sombre apparait a 'emplacement correspondant si la
réaction a lieu, témoin de la présence d’anticorps spécifiques. A noter que le tampon de lavage
contient une poudre de protéine de lait permettant de saturer les sites non spécifiques.

La bandelette se présente de la maniére suivante : un contrdle de réaction situé sous le
numéro de la bandelette doit indiquer une réaction pour chaque échantillon, les contréles de
conjugués permettent de définir quelle classe d’lg est testée, le contrble « Cut-off » permet de
définir le seuil de positivité du test (Figure 10).

Un réactif supplémentaire permet de déterminer l'avidité des IgG sur 'immunoblot recomLine
CMV IgG. Malheureusement ce kit n’étant pas commercialisé en France nous n’avons pas pu
I'évaluer. En absence de ce test nous utiliserons l'avidité mesurée par VIDAS et/ou LIAISON.
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Concernant la détection des 1gG, la sensibilité annoncée par le fournisseur a été évaluée a
100 %, la spécificité quant a elle a 98,4%. Concernant la détection des IgM, la sensibilité
annoncée par le fournisseur a été évaluée a 100 %, la spécificité quant a elle a 96,9%. (Fiche
réactif fabriquant : MIKROGEN® recomLine CMV IgG / IgM (REF : 5572, 5573))

Les test recomLine CMV IgG et IgM répondent aux normes élevées de la directive CE
98/79/CE sur les dispositifs médicaux de diagnostic in vitro.

1gG IgM
React. Control — =
/I-( Y{ 1% incubation : Une bandelette de test chargée en N
antigénes CMV est incubée avec sérum ou plasma dilué IgM -
! ' | [ ! : dans une plaque d'incubation pendant 1 heure. Cutoff Control
afaTali] 3 Lavages de 5 minutes
I[E1 ==y =
2%me incubation : un anticorps anti-lg humaine conjugué a M2 =t
la peroxydase est ajouté. Incubation pendant 45 minutes. ©
P150 e -
3 Lavages de 5 minutes o
p — —

AddH Réaction de coloration : 8 minutes aprés I'ajout de la
solution de coloration, des bandes colorées insolubles
T W1 sedéveloppent sur le site chargé en antigéne sur la
bande. GB2 e

Figure 10 : Schémas de la réaction immunochimique de I'immunoblot, et des positions
des différents antigénes du CMVH sur la bandelette (a partir de : recomLine CMV
MIKROGEN® (REF : CE 0483))

Antigéne Géne / Fonction Poids moléculaire Cinétique IgG
Protéine

IE1 UL132/ IE1 Protéine précoce intermédiaire 53 Trés précoce

CM2 UL44, UL57 | Fixation a ’ADN / Réplication 45 Précoce
p52 virale

p150 UL32/ pp150 Protéine du tégument 50 Tardif

p65 UL83/ pp65 Protéine du tégument 31 Précoce

gB1 UL55/ gB Glycoprotéine de membrane 25 Tres tardif

gB2 UL55/ gB Glycoprotéine de membrane 18 Tres tardif

Tableau 1 : Synthese des différentes protéines présentes sur Iimmunoblot recomLine
CMV MICKROGENR® et de la cinétique d’apparition des IgG spécifiques associés
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I.2. Protocole expérimental

1.2.1. Pré-analytique

Le prélevement biologique est réalisé sur tube sec, puis une centrifugation rapide a 1000rpm
pendant 10min est réalisée pour récupérer le sérum a tester.

Le tube est conservé a +4°C jusqu’a réalisation de la sérologie CMVH dans le cadre de
I'activité de routine puis les échantillons sont conservés a -20°C pendant 3 ans. A noter qu’il
faut éviter de répéter les cycles de congélation décongélation pouvant nuire a la qualité des
échantillons. L’échantillon est amené a température ambiante avant d’étre testé sur les
techniques automatisées complémentaires et en immunoblot le méme jour.

1.2.2. Analytique

11.2.2.1. Protocole

1.

Mettre les réactifs a température ambiante (18-25°C) pendant au moins 30 min.

2. Placer a I'aide d’'une pince les bandelettes du test dans 2mL de tampon de lavage A
(prét a 'emploi) dans leur puit.

3. Incubation des échantillons : a I'aide d’'une pipette de 20uL distribuer I'échantillon dans
le puit (dilution 1/100). Recouvrir avec le couvercle plastique d’incubation et laisser
incuber pendant 1 heure sur plateau rotatif.

4. Lavage:

a. Retirer prudemment le couvercle d’incubation

b. Aspirer avec précaution le sérum dilué des différents puits

c. Pipeter 2mL de tampon de lavage A dans chaque puits, laisser agir pendant 5
min sur plateau rotatif, puis aspirer le tampon de lavage A. Répéter 3 fois le
lavage

5. Incubation avec le conjugué : ajouter 2 mL de solution de conjugué prét a I'emploi,
recouvrir avec le couvercle plastique d’incubation, incuber pendant 45 min sur plateau
rotatif.

6. Lavage:

a. Retirer prudemment le couvercle d’incubation

b. Aspirer avec précaution le sérum dilué des différents puits

c. Pipeter 2mL de tampon de lavage A dans chaque puits, laisser agir pendant 5
min sur plateau rotatif, puis aspirer le tampon de lavage A. Répéter 3 fois le
lavage

7. Réaction du substrat : ajouter 1,5mL de solution de conjugué préte a 'emploi durant 8
min sur plateau rotatif.

8. Arrét de la réaction : laver au moins 3 fois a I'eau désionisée

9. Séchage : sortir les bandelettes a I'aide d’'une pince et laisser sécher les bandelettes
pendant 2h entre deux feuilles de papier absorbant
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1.2.2.2. Enregistrement des résultats

Les bandelettes sont récupérées une fois séchées et placées sur la feuille de résultats fournis
dans la trousse. L’interprétation visuelle est réalisée immédiatement au vu du risque de
diminution de coloration dans le temps.

Une fois la lecture effectuée, la feuille de résultat est scannée pour archivage numérique du
résultat.

11.2.3. Post analytique

L’interprétation du test est réalisée par I'opérateur, les bandes colorées sont notées de 0 a 3
croix de positivité, 0 étant inférieur au cut-off, 1 étant égal au cut-off et a considérer comme
positif, 2 et 3 étant de plus en plus colorées et donc considérées comme positives fortes.

Chaque antigéne positif apporte un nombre de points, la somme de ces points permet de
déterminer si 'immunoblot est positif ou négatif.

Concernant 'immunoblot recomLine IgM CMV®, I'antigéne IE vaut 1 point, 'antigéne CM2
vaut 5 point, I'antigéne P150 vaut 6 points, I'antigéne P65 vaut 1 point, les antigénes gB1 et
gB2 valent 1 point chacun. L'immunoblot est rendu négatif si la somme est inférieure ou égale
a 2, douteux si la somme est égale a 3 points et positif si la somme est supérieure a 3 points.

Concernant 'immunoblot recomLine IgG CMV®, I'antigéne IE vaut 1 point, 'antigéne CM2
vaut 3 point, I'antigéne P150 vaut 4 points, I'antigéne P65 vaut 2 point, les antigénes gB1 et
gB2 valent 1 point chacun. L'immunoblot est rendu négatif si la somme est inférieure ou égale
a 1, douteux si la somme est entre 2 et 5 points et positif si la somme est supérieure a 6 points.

Le profil des antigénes permet de dater l'infection. Les profils comportant les protéines
précoces (IE1, CM2 et p65) en IgG associées a une avidité faible, et des IgM positives sont
en faveur d’une infection de moins de 6 a 8 semaines. Les profils comportant les protéines
précoces et tardives (p150 et gB) associé a une avidité forte et a des IgM encore positives
sont en faveur d’une infection de moins de 14 semaines. Les profils comportant les protéines
précoces et tardives associé a une avidité forte et sans IgM détectables sont associés a une
infection de plus de 12 semaines. Enfin les profils comportant les protéines tardives
uniquement associées a une avidité forte et sans IgM sont en faveur d’'une infection ancienne
de plus de 24 semaines. (Figure 14)

Il est a noter que les cas de réinfection ou de réactivation virale n’ont pas été décrits par le
fournisseur.
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Suspicious of infection < 6 - 8 weeks

IgM Cutoff
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Figure 11 : Interprétation du test inmunoblot recomLine CMV MIKROGEN® (a partir
de recomLine CMV MIKROGEN® (REF : CE 0483))

11.3. Analyse des données

L’analyse des données est réalisée principalement de maniére descriptive, le faible nombre
d’échantillons par population d’étude ne permettant pas la réalisation de statistiques
conventionnelles.

Une évaluation des performances diagnostiques en cas de sérologies faiblement positives des
immunoblots recomLine CMV MIKROGEN® sera reéalisée. L’échantillonnage de 30 patients
nous a permis la détermination de la sensibilité, spécificité des méthodes automatisées et des
immunoblots.
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lll. Résultats

ll.1. Evaluation des performances diagnostiques générales

lll.1.1. Immunoblot IgM

Les 8 sérums de primo-infection a CMVH (patient 1 a 8) ont été sélectionnés a partir d’'une
présence d’'IgM associée a une PCR CMVH positive dans le sang, I'absence d’lgG ou une
avidité faible en 1gG. Des sérologies de contrdle dans le temps avaient été réalisées et
témoignaient d’'une séroconversion a CMVH.

Les positivités de la p150 et la CM2 étaient constantes (100%), fréquemment associées a une
positivité de la p65 (87,5%). La positivité en IE1 était retrouvée moins frequemment (25%).
Les gB1 et gB2 n’ont pas montré de positivité (0%).

Dans tous les cas, 'immunoblot a conclu a la positivité de I'échantillon test, la sensibilité est
donc évaluée a 100%. Les protéines précoces étaient frequemment positives et les
glycoprotéines n’ont pas montré de positivité.

Le contréle positif du fournisseur a donné un résultat positif sur les antigénes CM2 et p150 de
'immunoblot, en conformité avec ce qui est attendu.

Antigéne IE1 CM2 p150 p65 gB1 gB2

Positivité 25% 100 % 100 % 87,5 % 0 % 0 %

Tableau 2 : Pourcentage de positivité vis-a-vis des différents antigénes de I'immunoblot IgM en
cas de primo infection avérée au CMVH (n=8)

Patient | Age | Sexe [ Grossesse | |-IlgM | L- [ Avidit¢ | PCR | Immunoblot recomLine CMV IgM MIKROGEN®
e cMmV

Ctrl + cowmor | | 1

1 32 |F | Oui >140 | 72,3 | 0,25 | 2,97 | om0z | I [ |

2 22 |F | Oui >140 | 21,4 2,37 | st 1 )

3 23 |F | Oui >140 | 83,5 | 0,01 |2,06 | o wos I | ) Bl Eiciacis. i
4 32 |F |Non >140 | 14,6 | 0,07 | 3,06 | “owmos | T T Tl

5 45 |H |Non >140 | <12 Lommos | I I 1 e
6 53 |H |Non 65,5 | 47,7 | 0,05 iemmor | I i ] o |

7 23 |F Non 58 |12,2 tommos | I I 1

8 21 |F |NR 26,7 | <12 cmos | I [ |

Tableau 3 : Profil des immunoblots IgM en cas de primo infection avérée au CMVH.
IgM Liaison (L-IgM) : négatif < 18 U/mL ; équivoque 18-22 U/mL ; positif > 22 U/mL.
19G Liaison (L-IgG) : négatif < 12 U/mL ; équivoque 12-14 U/mL ; positif > 14 U/mL.
Avidité Liaison : faible < 0,150 ; intermédiaire 0,150-0,250 ; forte > 0,250.
PCR CMV exprimée en Log copie/mL.
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lll.1.2. Immunoblot IgG

Les 9 sérums (patients 20 & 28) d’infection ancienne 8 CMVH ont été sélectionnés sur la base
d’une positivité en IgG a titre élevé (> 70 U/mL) depuis plus de 3 mois et en I'absence d’IgM

associées.

La positivité de la p150 était constante soit 100%, celle de CM2 et de p65 était de 44%, celle

de IE1 était évaluée a 11%. Les gB étaient toujours positives avec une répartition différente,
100% de positivité de la gB1 contre 55% de la gB2.

Dans seulement 5 cas sur 9 'immunoblot permettait de conclure a la positivité ancienne de

I'infection, sans nécessité de réaliser un test d’avidité. Dans tous les cas, 'immunoblot a conclu
a la positivité de I'échantillon test, la sensibilité est donc évaluée a 100%.

Le contrble positif du fournisseur a donné un résultat positif sur chacun des antigénes de

'immunoblot, en conformité avec ce qui est attendu.

Antigéne

IE1

CM2

p150

p65

gB1

gB2

Positivité

11 %

44 %

100 %

44 %

100 %

55 %

Tableau 4 : Pourcentage de positivité vis-a-vis des différents antigénes de l'immunoblot IgG en

cas d’infection ancienne au CMVH (n=9)

Patient | Age | Sexe | Grossesse |  |gM [s[¢] Immunoblot recomLine CMV IgG MIKROGEN®
CMV | CMV
Liaison | Liaison

Ctrl + tovats || | 1

20 28| F | Oui | <18 | 113 | ‘owere | | I

21 40 | F | Oui | <18 | 111 | temert | | 1

22 35| F Oui | <18 | 78 tevezo | | I

23 62 | H Non | <18 | 111 | towess | | I 1

24 21| F | Non | <18 | 127 | towsor | | [

25 29| F Oui | <18 | 122 | ioweos | | 1

26 46 | F Non <18 | 111 || | |

27 3| F Oui | <18 | 140 | toveos | | |

28 42| F | Non | <18 | >180 | toweos | | |

Tableau 5 : Profil des immunoblots IgG en cas d’infection ancienne au CMVH.
IgM Liaison : négatif < 18 U/mL ; équivoque 18-22 U/mL ; positif > 22 U/mL.
IgG Liaison : négatif < 12 U/mL ; équivoque 12-14 U/mL ; positif > 14 U/mL.
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ll.2. Evaluation de la spécificité des immunoblots IgM en présence d’interférence

111.2.1. Primo-infection EBV

Les 4 sérums (patients 10 a 13) ont été sélectionnés pour leur positivite IgM CMVH et IgM
VCA (EBV). La primo-infection a 'EBV a été confirmée par une séroconversion EBV et
I'absence de séroconversion CMVH contemporaine.

Les positivités vis- vis de la p150 et CM2 étaient constantes (100%), associées dans la moitié
des cas a une positivité de la p65 (50 %). IE1 et les gB1 et gB2 n’ont pas montré de positivité
(0%). Dans tous les cas, 'immunoblot a conclu a la positivité de I'échantillon testé.

Antigéne IE1 CM2 p150 p65 gB1 gB2

Positivite 25% 100 % 100 % 87,5 % 0 % 0 %

Tableau 6 : Pourcentage de positivité vis-a-vis des différents antigénes de I'immunoblot IgM en
cas de primo infection EBV confirmée (n=4)

lll.2.2. Primo-infection parvovirus B19

Les 4 sérums (patients 14 a 17) ont été sélectionnés pour leur positivité en IgM parvovirus B19
et CMVH. La primo-infection au parvovirus a été confirmée par PCR sur sang total.

La positivité a la p150 n’a été observé qu’'une fois (25%) et avec une faible intensité. Les
antigénes p65, IE1 et les gB1 et gB2 n’ont pas montré de positivité (0%). L'immunoblot a donc
conclu a la positivité d’'un seul échantillon testé.

Antigéne IE1 CM2 p150 p65 gB1 gB2

Positivite 0 % 0 % 25 % 0 % 0 % 0 %

Tableau 7 : Pourcentage de positivité vis-a-vis des différents antigénes de I'immunoblot IgM en
cas de primo infection parvovirus B19 confirmée(n=4)

111.2.3. Présence d’un facteur rhumatoide

Les 2 sérums (patient 18 et 19) ont été sélectionnés pour leur positivité en IgM CMVH sans
séroconversion observée et la présence connue d’un facteur rhumatoide.

La positivité de p150 était constante (100%), associée dans la moitié des cas a une positivité
de CM2 et de gB2 (50 %). IE1, p65 et gB1 n’ont pas montré de positivité (0%). Dans tous les
cas 'immunoblot a conclu a la positivité de I'échantillon testé.

Antigéne IE1 CM2 p150 p65 gB1 gB2

Positivite 0 % 50 % 100 % 0 % 0 % 50 %

Tableau 8 : Pourcentage de positivité vis-a-vis des différents antigénes de I'immunoblot IgM en
présence de facteur rhumatoide (n=2)
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Patient | Age | Sexe | Grossesse | [gM [ IgG |IgM |IgG | EBNA [ IgM | IgG | Immunoblot recomLine CMV IgM MIKROGEN®
CMV | CMV | VCA | VCA B19 | B19

Sérologies de primo-infection a EBV

10 5 F Non 24,9 | <12 |>160 | 0,47 | 0,01

11 22 F Non 52,4 | <12 |>160 (4,96 | 0,02

12 11 F Non 54,5 | <12 |>160 | 1,01 | 0,01

13 16 |F Non 32,6 | <12 |>160 (1,26 | 0,01

Sérologies de primo-infection a parvovirus B19

14 8 F Non 36,9 | <12 |>160 (0,08 | 0,02 |>48 |<0,9 mﬂ’rf—’('

15 |14 |F |Non [586 |<12|>160(637 |0,05 |>48 |83 ||[icuime ] I S

16 |37 |F |Non 185 |<12|139 |59,88| 16,95 |>48 (585 | HEmmnd. 1. . . | —
17 |30 |H |Non 38,9 | <12|>160 2273|1269 (>48 |16 |[GMEl . Ll

Facteur rhumatoide positif

18 |29 |F | Oui 238 (<12 | 97,8 [5069 | 16,81 | >48 | 665 | Tgme 1 1. L 0L
19 39 |F |Non 19,1 | 84,8 | <10 | 238 | 03 |<01 (<01 [FEmEET @1 —=

Tableau 9 : Profils des immunoblots IgM en présence d’interférence (EBV, B19 et FR).
IgM Liaison : négatif < 18 Ul/mL ; équivoque 18-22 Ul/mL ; positif > 22 Ul/mL.
1gG Liaison : négatif < 12 Ul/mL ; équivoque 12-14 Ul/mL ; positif > 14 Ul/mL.
Avidité liaison : faible < 0,150 ; intermédiaire 0,150-0,250 ; forte > 0,250.
IgM VCA : négatif < 1 Ul/mL ; positif > 1 Ul/mL.
IgG VCA : négatif < 1 Ul/mL ; positif > 1 Ul/mL.
19G EBNA : négatif < 1 U/mL ; positif > 1 U/mL.

IgM parvovirus (IgM B19) : négatif < 0,9 Ul/mL ; équivoque 0,9-1,1 Ul/mL ; positif > 1,1 Ul/mL.
19G parvovirus (IgG B19) : négatif < 0,9 Ul/mL ; équivoque 0,9-1,1 Ul/mL ; positif > 1,1 Ul/mL.
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111.3. Evaluation des performances diagnostiques des immunoblots IgG sur sérologies
équivoques

Les différents sérums ont été sélectionnés a partir de notre population d’intérét, a savoir les
femmes enceintes et les immunodéprimés, a partir de trois services principaux : la
gynécologie, 'hématologie et la néphrologie. Les sérums retenus comportaient un taux faible
d’'lgG (< 50 U/mL) sur LIAISON XL® et avaient été rendus équivoques ou positifs faibles
(annexe : patients 29 a 58).

La détermination du statut sérologique de ces patients est réalisée sur les trois techniques
automatisées de sérologie, CMV IgG LIAISON XL® (DiaSorin), CMV IgG ALINITY® (Abbott)
et VIDAS® CMV IgG (bioMérieux).

Les avidités ne sont pas mesurées car en cas de faible taux d’lgG, elles sont ininterprétables.

La positivité d’'un échantillon est déterminée lorsqu’au moins 2 deux techniques automatisées
donnent un résultat positif. Les sérums sont alors considérés comme séropositifs ou
séronégatifs pour le CMVH. Puis nous évaluons les performances diagnostiques de chacun
des tests automatisés et des immunoblots recomLine CMV MIKROGEN® pour notre
population d’étude (a I'exception du CMV IgG Liaison XL®, les échantillons ayant été
sélectionnés exclusivement sur la base d’'une positivité par cette technique).

A partir du tableau de contingence obtenu, nous avons déterminé la sensibilité, la spécificité
ainsi que les valeurs prédictives positives et valeurs prédictives négative des techniques
sérologiques VIDAS®, ALINITY® et de I'immunoblot recomLine CMV®.

Liaison XL® VIDAS® Alinity® Immunoblot recomLine®

VP 21 14 21 20

FP 9 0 1 0

VN 0 6 8 9

FN 0 10 0 1

SEN NA 58 % 100 % 95 %

SPE NA 100 % 88 % 100 %

VPP NA 100 % 95 % 100 %
VPN NA 37,5 % 100 % 90 %

Tableau 10 : Tableau de contingence pour I'évaluation des performances diagnostiques des
techniques sérologiques LIAISON®, VIDAS®, ALINITY® et de 'immunoblot recomLine CMV® en cas
de faible taux d’lgG (< 50 U/mL) (VP : vrai positif, FP : faux positif, VN : vrai négatif, FN : faux négatif,
SEN : sensibilité, SPE : spécificité, VPP : valeur prédictive positive, VPN : valeur prédictive négative,
NA : Non applicable) (n=30)
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Patient | Age | Sexe | Grossesse | IgM CMV IgG CMV | IgG Vidas | IgG Alinity Immunoblot recomLine CMV 1gG MIKROGEN®
Liaison Liaison
29 32 F Oui <18 13,4 <4 <6 LCMG 06 I |
30 20 F Oui <18 14,1 <4 <6 tevao ||
31 33 F Oui <18 14,2 <4 <6 LOMG 01 ' I
32 27 F Oui <18 17,5 <4 <6 | EonaiE
33 35 F Oui 19,4 50 15 137,5 | Tloweos | I | 11
3 | 21| F Oui <18 14,4 <4 2,1 oo
35 32 F Oui <18 16 <4 15,1 Toveo2 :I I 1 1
36 21 F Oui <18 13,2 <4 41 e T T
37 | 41 F oui <18 22,7 10 21,7 | EEETl— T =]
38 32 F Oui <18 21,5 12 211 LCMG 05 l| | T T
39 25 F Oui <18 20,1 7 22,3 LOMG 06 'l I ]
40 29 F Oui <18 20,3 <4 3,3 Lmﬁ I
41 33 F Oui <18 13,4 <4 4 oweos T 1
42 29 F Oui <18 24,2 15 29,3 LOMG 08 i I 1 |
43 29 F Oui <18 13,8 7 13,8 LCMG 10 i I I

Tableau 11 : Profil des immunoblots IgG en cas de sérologie a faible taux d’lgG issues du service de
gynécologie-obstétrique, chez des patientes enceintes. IgM Liaison : négatif < 18 U/mL ; équivoque 18-22
U/mL ; positif > 22 U/mL. IgG Liaison : négatif < 12 U/mL ; équivoque 12-14 U/mL ; positif > 14 U/mL. IgG

VIDAS : négatif < 6 UA/mL ; équivoque 6-12 UA/mL ; positif > 12 UA/mL. IgG Alinity : négatif < 6 U/mL ;
positif > 6 U/mL.

Patient | Age | Sexe | Grossesse | [gMCMV | IgGCMV | IgG Vidas | IgG Alinity Immunoblot recomLine CMV 1gG MIKROGEN®
Liaison Liaison

43 29 F Oui <18 13,8 7 13,8 oueto T 1 T

44 31 F Non <18 21 6 14 [temett ||

45 53 H Non <18 15,5 8 19,9 | [Iewera [

46 47 | H Non <18 12,9 <6 149 | EESERIEI I

47 55 | M Non <18 26,4 11 15,4 SR . | |

48 70 | H Non <18 324 19 227 |EEEEE 1 1

49 70 H Non <18 25,9 12 71 weveis | | I 1 I

50 71 F Non <18 28,9 17 42,4 towe 17 [ 1 I | |

51 75 | H Non <18 12,7 <6 98 ||EEE I

52 69 H Non <18 32,4 15 19,7 | Eovesel [T 1 | I |

53 48 F Non <18 24,4 15 32,3 jovezo | | = ) Gis)

Tableau 12 : Profil des immunoblots IgG en cas de sérologie a faible taux d’lgG issues du service
d’hématologie. IgM Liaison : négatif < 18 U/mL ; équivoque 18-22 U/mL ; positif > 22 U/mL. IgG Liaison :
négatif < 12 U/mL ; équivoque 12-14 U/mL ; positif > 14 U/mL. IgG VIDAS : négatif < 6 UA/mL ; équivoque
6-12 UA/mL ; positif > 12 UA/mL. IgG Alinity : négatif < 6 U/mL ; positif > 6 U/mL.
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Patient | Age | Sexe | Grossesse | IgM CMV | IgGCMV | IgG Vidas | IgG Alinity Immunoblot recomLine CMV IgG MIKROGEN®
Liaison Liaison
54 27 H Non <18 15,4 <6 13 tevets | | |
55 64 | H Non <18 12 <6 71 [ CICTE |
56 66 | H Non <18 13,5 <6 7 BT 1 I
57 61 | H Non <18 16,8 <6 13,2 [tomets [ |
58 68 F Non <18 12,6 <6 13 Eeet2 | 1 | T

Tableau 13 : Profils des immunoblots IgG en cas de sérologie a faible taux d’lgG issues de services de
Néphrologie. IgM Liaison : négatif < 18 U/mL ; équivoque 18-22 U/mL ; positif > 22 U/mL. IgG Liaison :
négatif < 12 U/mL ; équivoque 12-14 U/mL ; positif > 14 U/mL. IgG VIDAS : négatif < 6 UA/mL ; équivoque
6-12 UA/mL ; positif > 12 UA/mL. IgG Alinity : négatif < 6 U/mL ; positif > 6 U/mL.
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lI.4. Etude de I’évolution des profils des immunoblots au cours de séroconversions

Différents patients ont été sélectionnés sur des profils de séroconversion afin d’évaluer
I'évolution du profil des immunoblots au cours du temps et de déterminer si ces profils sont
bien en lien avec la cinétique de l'infection, a savoir : une réponse immunitaire précoce dirigée
contre IE1, CM2 et p65 puis une réponse plus tardive dirigée contre p150, gB1 et gB2.

l1l.4.1. Profil 1

Une patiente enceinte de 28 ans (patiente 59), présente un premier prélévement réalisé dans
le cadre d’un suivi, a 2 mois de grossesse. La présence d’'IgM a 68,3 U/mL et d'lgG a 57,8
U/mL associé a une avidité forte en LIAISON® mais intermédiaire en VIDAS®. Le profil de
limmunoblot IgM révéle la présence d’anti-CM2, d’anti-p150 et d’anti-p65. Le profil de
l'immunoblot IgG révele la présence d’anti-CM2 et d’anti-p65. Ces profils sont en faveur d’'une
infection de moins de 6 a 8 semaines.

La sérologie suivante réalisée 3 mois plus tard, montre la diminution des IgM a 21,9 U/mL
avec une augmentation du taux d’'lgG a 95,3 U/mL, de forte avidité sur les deux techniques.
Le profil de I'immunoblot IgM révele la présence d’anti-CM2, d’anti-p150. Le profil de
limmunoblot IgG révéle la présence d’anti-IE1, d’anti-CM2, d’anti-p150 et d’anti-p65. Ces
profils sont en faveur d’'une infection de plus de 12 semaines.

Enfin la derniére sérologie réalisée a 8 mois de grossesse, montre la disparition des IgM,
inférieures a 18 U/mL et la persistance des IgG a 101 U/mL, de forte avidité. L’immunoblot
réalisé révéle la persistance d’anti-IE1, d’anti-CM2, d’anti-p150 et d’anti-p65, toujours en
faveur d’'une infection de plus de 12 semaines.

Ensemble ces profils permettent d’évaluer la primo-infection aux alentours du premier mois de
grossesse, confirmant la séroconversion au cours de la grossesse.

Patient | Age | Sexe | Date de IgM IgG | Avidité | 1gG | Avidité | 1gG Immunoblot recomLine CMV MIKROGEN®
grossesse | CMV CMV | Liaison | Vidas | Vidas | Alinity
Liaison | Liaison
‘Lommot | | L1
2 mois 68,3 57,8 0,38 11 0,64 | 109,6
. FE—
toveos | ] 2]
Loz | | | |
59 28 F 5 mois 21,9 95,3 0,37 30 0,83 | 202,7
- I O [
8 mois <18 101 0,34 25 0,87 | 183,8
‘LoMG 08 ‘ ) |

Tableau 14 : Profils des immunoblots de la patiente 59 lors de sa séroconversion CMVH.
IgM Liaison : négatif < 18 U/mL ; équivoque 18-22 U/mL ; positif > 22 U/mL.
IgG Liaison : négatif < 12 U/mL ; équivoque 12-14 U/mL ; positif > 14 U/mL.
Avidité liaison : faible < 0,150 ; intermédiaire 0,150-0,250 ; forte > 0,250.
IgG VIDAS : négatif < 6 UA/mL ; équivoque 6-12 UA/mL ; positif > 12 UA/mL.
Avidité VIDAS : faible < 0,4 ; intermédiaire 0,4-0,6 ; forte > 0,6.
IgG Alinity : négatif < 6 UA/mL ; positif > 6 UA/mL.
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111.4.2. Profil 2

Une patiente enceinte de 38 ans (patiente 60), présente un échantillon avant le début de sa
grossesse neégatif pour le CMVH, dans les trois techniques immunoenzymatiques et en
immunoblot IgG.

Un an plus tard, un échantillon de suivi de grossesse a 4 mois, témoigne d’une séroconversion
vis-a-vis du CMVH avec des IgM a 49,9 U/mL associés a des IgG a 70,6 U/mL d’avidité forte
sur LIAISON® et intermédiaire sur VIDAS®. Le profil de 'immunoblot IgM révéle la présence
d’anti-CM2, d’anti-p150 et d’anti-p65. Le profil de 'immunoblot IgG révele la présence d’anti-
IE1, d’anti-CM2, d’anti-p150, d’anti-p65 et d’anti-gB1. Ces profils sont en faveur d’'une infection
de moins de 14 semaines.

Un dernier prélevement 5 mois plus tard, montre une persistance de la positivité des IgM,
malgré une avidité élevée cette fois ci dans les deux techniques LIAISON® et VIDAS®. Le
profil de 'immunoblot évolue avec perte des anti-IE1 et apparition des anti-gB2 en faveur d’'une
infection de plus de 12 semaines. Ces profils sont en faveur d’une infection de plus de 12
semaines.

Ensemble ces profils permettent d’évaluer la primo-infection aux alentours du début de
grossesse, sans pour autant nous permettre de déterminer si celle-ci a eu lieu avant ou
pendant. Dans I'absolu, une séroconversion au cours de la grossesse ne peut étre exclue.

Patient | Age | Sexe | Date de IgM IgG | Avidité | 1gG | Avidité | 1gG Immunoblot recomLine CMV MIKROGEN®
grossesse | CMV CMV | Liaison | Vidas | Vidas | Alinity
Liaison | Liaison

<18 | <12 <4 15 —
LOMG 09 l' |
Ecwoali 1 11
60 38 F 4 mois 49,9 70,6 0,31 38 0,57 | 125,7
Lcmeul | i Jeal e 1
Lommos [ |
9 mois 33,8 41,4 0,57 16 0,84 | 100,7
wveor | | T . B

Tableau 15 : Profils des immunoblots de la patiente 60 lors de sa séroconversion CMVH.
IgM Liaison : négatif < 18 U/mL ; équivoque 18-22 U/mL ; positif > 22 U/mL.
IgG Liaison : négatif < 12 U/mL ; équivoque 12-14 U/mL ; positif > 14 U/mL.
Avidité liaison : faible < 0,150 ; intermédiaire 0,150-0,250 ; forte > 0,250.
IgG VIDAS : négatif < 6 UA/mL ; équivoque 6-12 UA/mL ; positif > 12 UA/mL.
Avidité VIDAS : faible < 0,4 ; intermédiaire 0,4-0,6 ; forte > 0,6.
IgG Alinity : négatif < 6 UA/mL ; positif > 6 UA/mL.
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111.4.3. Profil 3

Une patiente enceinte de 33 ans (patiente 61), présente un échantillon de suivi de grossesse
a 7 mois, positif pour le CMVH en IgM a 64,3 U/mL mais négatif dans les trois techniques et
en immunoblots pour les IgG. Le profil de 'immunoblot IgM révele la présence d’anti-p150 et
d’anti-p65. Ce profil est en faveur d’une infection dans les 3 derniére semaines.

Un mois plus tard, un nouvel échantillon confirme la séroconversion vis-a-vis du CMVH par la
présence d’'IgM a 73,3 U/mL associées a des IgG a 22,2 U/mL d’avidité faible sur les deux
techniques et associé a une virémie (PCR CMV positive). Le profil de 'immunoblot IgM révéle
la présence d’anti-CM2, d’anti-p150 et d’anti-p65. Le profil de I'immunoblot IgG révéle la
présence d’anti-lE1, d’anti-CM2, d’anti-p150, d’anti-p65 avec prédominance des anti-CM2 et
des anti-p65 en faveur d’'une infection récente, de moins de 14 semaines.

Ensemble ces profils permettent d’évaluer la primo-infection aux cours du 6°™ mois,
confirmant la séroconversion au cours de la grossesse.
Patient | Age | Sexe | Date de IgM I9gG | Avidité | IgG | Avidité | IgG Immunoblot recomLine CMV MIKROGEN®
grossesse | CMV CMV | Liaison | Vidas | Vidas | Alinity

Liaison | Liaison

LOMM 05 |" 1 1
7mois | 64,3 | <12 <4 15 —
LOMG 10 1 | F
61 33| F —
Lowmos | 1 L1
8mois | 73,3 | 222 | 0,11 9 | 0,13 | 355
jeme i [ | -
Tableau 16 : Profils des immunoblots de la patiente 61 lors de sa séroconversion CMVH.
IgM Liaison : négatif < 18 U/mL ; équivoque 18-22 U/mL ; positif > 22 U/mL.
IgG Liaison : négatif < 12 U/mL ; équivoque 12-14 U/mL ; positif > 14 U/mL.
Avidité liaison : faible < 0,150 ; intermédiaire 0,150-0,250 ; forte > 0,250.
IgG VIDAS : négatif < 6 UA/mL ; équivoque 6-12 UA/mL ; positif > 12 UA/mL.
Avidité VIDAS : faible < 0,4 ; intermédiaire 0,4-0,6 ; forte > 0,6.
IgG Alinity : négatif < 6 UA/mL ; positif > 6 UA/mL.
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lll.4.4. Profil 4

Une patiente enceinte de 26 ans (patiente 62), présente un échantillon avant le début de sa
grossesse négatif pour le CMVH dans les trois techniques immunoenzymatiques et en
immunoblot IgG.

Deux ans plus tard, un échantillon de suivi de grossesse a 7 mois, montre une séroconversion
vis-a-vis du CMVH avec présence d'IgM a 50,3 U/mL associées a des IgG a 29,1 U/mL
d’avidité faible en LIAISON® et intermédiaire en VIDAS®. Le profil de 'immunoblot IgM révéle
la présence d’anti-CM2, d’anti-p150. Le profil de 'immunoblot IgG révéle la présence d’anti-
IE1, d’anti-CM2, d’anti-p150, d’anti-p65 et d’anti-gB1. Ce profil est en faveur d’une infection de
moins de 14 semaines.

L’échantillon suivant a 8,5 mois de grossesse, ne montre pas d’évolution de profil des
immunoblots, avec une avidité intermédiaire sur les deux techniques. Ce profil est toujours en
faveur d’'une infection de moins de 14 semaines.

Ensemble ces profils permettent d’évaluer la primo-infection aux cours du 4°™ mois,
confirmant la séroconversion au cours de la grossesse.

Patient | Age | Sexe | Date de IgM IgG | Avidité | 1gG | Avidité | 1gG Immunoblot recomLine CMV MIKROGEN®
grossesse | CMV CMV | Liaison | Vidas | Vidas | Alinity
Liaison | Liaison

62 | 26| F | 7mois | 503 | 291 | 0,14 | 8 | 041 | 814

8,5mois | 514 76,3 0,18 32 0,42 | 156,7

Tableau 17 : Profils des immunoblots de la patiente 62 lors de sa séroconversion CMVH.
IgM Liaison : négatif < 18 U/mL ; équivoque 18-22 U/mL ; positif > 22 U/mL.
IgG Liaison : négatif < 12 U/mL ; équivoque 12-14 U/mL ; positif > 14 U/mL.
Avidité liaison : faible < 0,150 ; intermédiaire 0,150-0,250 ; forte > 0,250.
IgG VIDAS : négatif < 6 UA/mL ; équivoque 6-12 UA/mL ; positif > 12 UA/mL.
Avidité VIDAS : faible < 0,4 ; intermédiaire 0,4-0,6 ; forte > 0,6.
IgG Alinity : négatif < 6 UA/mL ; positif > 6 UA/mL.
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1l1.4.5. Profil 5

Une patiente enceinte de 29 ans (patiente 63), présente un échantillon de suivi au cours de la
grossesse a 7 mois, témoin d’'une séroconversion pour le CMVH avec présence d’IgM a 51,4
U/mL et des IgG a 76,3 U/mL d’avidité intermédiaire en LIAISON® et en VIDAS®. Le profil de
limmunoblot IgM révéle la présence d’anti-CM2, d’anti-P150 et d’anti-p65. Le profil de
limmunoblot IgG révele la présence d’anti-IE1, d’anti-CM2, d’anti-p150 et d’anti-p65. Ce profil
est en faveur d’une infection de moins de 12 semaines.

Deux mois plus tard, un échantillon montre la présence d’IgM a 44,2 U/mL et des IgG a 70,4
U/mL d’avidité faible en LIAISON® et intermédiaire en VIDAS®. Le profil de 'immunoblot IgM
révéle la présence d’anti-CM2 et d’anti-p150. Le profil de 'immunoblot IgG révéle la présence
d’anti-IE1, d’anti-CM2, d’anti-p150, d’anti-p65 et d’anti-gB1. Ce profil est en faveur d’'une

infection de moins de 14 semaines.

Ensemble ces profils permettent d’évaluer la primo-infection aux cours du 5°™ mois,
confirmant la séroconversion au cours de la grossesse.

Patient | Age | Sexe | Date de IgM IgG | Avidité | IgG | Avidité | IgG Immunoblot recomLine CMV MIKROGEN®
grossesse | CMV CMV | Liaison | Vidas | Vidas | Alinity
Liaison | Liaison
Lemmos | 1 I |
7 mois 51,4 76,3 0,16 32 0,26 | 156,7
LoMG 15 | | |
63 29 F
emmio [ 1 11
9 mois 442 70,4 0,12 23 0,42 161
'LcMG'15| | L LT |

Tableau 18 : Profils des immunoblots de la patiente 63 lors de sa séroconversion CMVH.
IgM Liaison : négatif < 18 U/mL ; équivoque 18-22 U/mL ; positif > 22 U/mL.
IgG Liaison : négatif < 12 U/mL ; équivoque 12-14 U/mL ; positif > 14 U/mL.

Avidité liaison : faible < 0,150 ; intermédiaire 0,150-0,250 ; forte > 0,250.

IgG VIDAS : négatif < 6 UA/mL ; équivoque 6-12 UA/mL ; positif > 12 UA/mL.
Avidité VIDAS : faible < 0,4 ; intermédiaire 0,4-0,6 ; forte > 0,6.

IgG Alinity : négatif < 6 UA/mL ; positif > 6 UA/mL.

Thibaut Lutz | These d’exercice | Université de Limoges | 2024

Licence CC BY-NC-ND 3.0

69



111.4.6. Profil 6

Une patiente enceinte de 22 ans (patiente 64), présente un échantillon avant le début de sa
grossesse négatif pour le CMVH, dans les trois techniques immunoenzymatiques et en

immunoblot IgG.

Un an plus tard, un échantillon & 2 mois de grossesse objective une séroconversion vis-a-vis
du CMVH avec présence d’'IgM a 81,7 U/mL associées a des IgG a 105 U/mL d’avidité forte
en LIAISON® et en VIDAS®. Le profil de 'immunoblot IgM révéle la présence d’anti-CM2 et
d’anti-p150. Le profil de I'immunoblot IgG révele la présence d’anti-IE1, d’anti-CM2, d’anti-
p150, d’anti-p65 et d’anti-gB1. Ce profil est en faveur d’'une infection de plus de 12 semaines.

Les échantillons suivants montrent la disparition progressive des IgM ainsi que des IgG

spécifiques des protéines précoces avec une augmentation de l'avidite.

Ensemble ces profils permettent d’évaluer la primo-infection avant le début de la grossesse,

permettant d’exclure une séroconversion au cours de la grossesse.

Patient | Age | Sexe | Date de IgM IgG | Avidité | IgG | Avidité | IgG Immunoblot recomLine CMV MIKROGEN®
grossesse | CMV CMV | Liaison | Vidas | Vidas | Alinity
Liaison | Liaison
<18 <12 <4
vy e I I
LCMM 12 ' | L1
2 mois 81,7 105 0,24 42 0,58 | 143
LoMG 18 I | j i) () [V | I
64 22 F
Lomati | | 1
3 mois 35,1 117 0,34 52 0,69 | 204,2 —
Lwé{n‘i'l ) ) [ T Ve Ve i W
8 mois <18 113 0,56 39 0,80 | >250 - -
3 o I )

Tableau 19 : Profils des immunoblots de la patiente 64 lors de sa séroconversion CMVH.

IgM Liaison : négatif < 18 U/mL ; équivoque 18-22 U/mL ; positif > 22 U/mL.
IgG Liaison : négatif < 12 U/mL ; équivoque 12-14 U/mL ; positif > 14 U/mL.
Avidité liaison : faible < 0,150 ; intermédiaire 0,150-0,250 ; forte > 0,250.
IgG VIDAS : négatif < 6 UA/mL ; équivoque 6-12 UA/mL ; positif > 12 UA/mL.
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Avidité VIDAS : faible < 0,4 ; intermédiaire 0,4-0,6 ; forte > 0,6.
IgG Alinity : négatif < 6 UA/mL ; positif > 6 UA/mL.
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1.4.7. Profil 7

Une patiente enceinte de 28 ans (patiente 65), présente un échantillon avant le début de sa
grossesse négatif pour le CMVH, dans les trois techniques immunoenzymatiques et en
immunoblot IgG.

L’échantillon suivant montre une séroconversion apparente vis-a-vis du CMVH en IgM a faible
taux sans séroconversion en IgG sur LIAISON® mais sur VIDAS® et ALINITY®. Cette
potentielle séroconversion avec de faible taux d’lgM LIAISON® et IgG ALINITY® ou VIDAS®
a été adressée au CNR de Limoges pour expertise, et plusieurs prélévements sur une période
de 8 mois vont présenter ce méme profil.

L’absence d’évolution de profil au cours de plusieurs mois est en faveur d’'une fausse positivité
des IgM et IgG sur les techniques immunoenzymatiques. Cette fausse positivité est confirmée
en immunoblot IgM et IgG.

Cependant, au 9°™ mois de grossesse, la présence d’'IgM & > 140 Ul/ml et d’IgG & 100 Ul/mL
avec une faible avidité sur les deux méthodes est observée. Le profil de I'immunoblot IgG
révéle la présence d’anti-IE1, d’anti-CM2, d’anti-p150 et d’anti-p65. Ce profil est en faveur
d’une infection de moins de 14 semaines.

Ensemble ces profils permettent d’évaluer la primo-infection aux cours du 8°"™ mois,
confirmant la séroconversion au cours de la grossesse.
Patient | Age | Sexe | Date de IgM IgG | Avidité | 1gG | Avidité | 1gG Immunoblot recomLine CMV MIKROGEN®
grossesse | CMV CMV | Liaison | Vidas | Vidas | Alinity
Liaison | Liaison
<12 <18
eveos,., | |
Lomm13 | |
1 mois 14,5 <18 <4 9,7
Lovaot | |
LOMM 14 . e
3 mois 23,3 <18 6 17
[temaoz | 1
65 28 F
Lowmts | 1 - aeeics
5 mois 23,5 <18 5 15,5
LCMG 03 I |
LOMM 16 | By o
7 mois 245 <18 6 20,4
woveos | |
9 mois 140 100 0,1 36 0,08 | >250
Levats | | [ T [ e |

Tableau 20 : Profils des immunoblots de la patiente 65 lors de sa séroconversion CMVH.
IgM Liaison : négatif < 18 U/mL ; équivoque 18-22 U/mL ; positif > 22 U/mL.
IgG Liaison : négatif < 12 U/mL ; équivoque 12-14 U/mL ; positif > 14 U/mL.
Avidité liaison : faible < 0,150 ; intermédiaire 0,150-0,250 ; forte > 0,250.
IgG VIDAS : négatif < 6 UA/mL ; équivoque 6-12 UA/mL ; positif > 12 UA/mL.
Avidité VIDAS : faible < 0,4 ; intermédiaire 0,4-0,6 ; forte > 0,6.
IgG Alinity : négatif < 6 UA/mL ; positif > 6 UA/mL.

Thibaut Lutz | These d’exercice | Université de Limoges | 2024 71
Licence CC BY-NC-ND 3.0



111.4.8. Profil 8

Une patiente enceinte de 22 ans (patiente 66), présente une suspicion de séroconversion a 7
mois de grossesse, avec une présence d’'IgM a 23,4 U/mL et des IgG a 141 U/mL associés a
une forte avidité. Le profil de I'immunoblot IgM n’est pas positif malgré une faible accroche sur
p150. Le profil de 'immunoblot IgG révéle la présence d’anti-IE1, d’anti-CM2, d’anti-p150, et

d’anti-gB1 et d’anti-gB2. Ce profil est en faveur d’'une infection de plus de 12 semaines.

Conjointement, ces profils ne permettent pas d’exclure une primo-infection au cours de la
grossesse. Cependant I'absence de positivité de 'immunoblot IgM associé a un marquage fort
de p150, gB1 et gB2 sont en faveur d’'une infection ancienne.

Patient | Age | Sexe | Date de IgM IgG | Avidité | IgG | Avidité | 1gG Immunoblot recomLine CMV MIKROGEN®
grossesse | CMV CMV | Liaison | Vidas | Vidas | Alinity
Liaison | Liaison
66 22 F 7 mois 23,4 141 0,9 39 0,8 | >250 LM“J =E
1
[tomeor | | | 1 | S
9 mois <18 156 36 >250
ficveos [ 1 I 1 1

Tableau 21 : Profils des immunoblots de la patiente 66 lors de sa suspicion de séroconversion CMVH.

IgM Liaison : négatif < 18 U/mL ; équivoque 18-22 U/mL ; positif > 22 U/mL.
IgG Liaison : négatif < 12 U/mL ; équivoque 12-14 U/mL ; positif > 14 U/mL.
Avidité liaison : faible < 0,150 ; intermédiaire 0,150-0,250 ; forte > 0,250.
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IgG VIDAS : négatif < 6 UA/mL ; équivoque 6-12 UA/mL ; positif > 12 UA/mL.
Avidité VIDAS : faible < 0,4 ; intermédiaire 0,4-0,6 ; forte > 0,6.
IgG Alinity : négatif < 6 UA/mL ; positif > 6 UA/mL.
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111.4.9. Profil 9

Une patiente enceinte de 36 ans (patiente 67), présente une suspicion de séroconversion au

premier mois de grossesse avec la présence d’'IgM a 18 U/mL et des IgG a 97 U/mL associées
a une avidité forte. Le profil de 'immunoblot IgM révéle la présence, d’anti-p150. Le profil de
l'immunoblot IgG réveéle la présence d’anti-IE1, d’anti-CM2, d’anti-p150, et d’anti-gB1 et d’anti-

gB2. Ce profil est en faveur d’'une infection de plus de 12 semaines.

Conjointement ces profils permettent d’exclure une séroconversion au cours de la grossesse
mais la disparition progressive des anti-IE1, anti-CM2, et anti-p65 au 7 et 8°™ mois de
grossesse sont en faveur d’'une primo-infection ayant probablement eu lieu dans les 3-4 mois

précédant la grossesse.

Patient | Age | Sexe | Date de IgM IgG | Avidité | IgG | Avidité | 1gG Immunoblot recomLine CMV MIKROGEN®
grossesse | CMV CMV | Liaison | Vidas | Vidas | Alinity
Liaison | Liaison
LOMM 19 !‘;
1 mois 18 97 0,49 66 0,83 | 158,6
[ | 1 o o R
LCMM 20 I l
67 36 F 7 mois 22,4 95,5 0,56 39 0,9 | 1753 _
[evero | 1 I ==
8 mois 28,6 85,7 0,45 43 0,97 | 1954
[Love oo | 1 I 1

Tableau 22 : Profils des immunoblots de la patiente 67 de sa suspicion de séroconversion CMVH.

IgM Liaison : négatif < 18 U/mL ; équivoque 18-22 U/mL ; positif > 22 U/mL.
IgG Liaison : négatif < 12 U/mL ; équivoque 12-14 U/mL ; positif > 14 U/mL.
Avidité liaison : faible < 0,150 ; intermédiaire 0,150-0,250 ; forte > 0,250.
IgG VIDAS : négatif < 6 UA/mL ; équivoque 6-12 UA/mL ; positif > 12 UA/mL.

Avidité VIDAS : faible < 0,4 ; intermédiaire 0,4-0,6 ; forte > 0,6.

Thibaut Lutz | These d’exercice | Université de Limoges | 2024

Licence CC BY-NC-ND 3.0

IgG Alinity : négatif < 6 UA/mL ; positif > 6 UA/mL.
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111.4.10. Synthése des profils de séroconversions

A partir de I'étude bibliographique réalisée, et de [I'évaluation des cinétiques des
séroconversions que nous avons pu tester, avec les immunoblots recomLine CMV
MIKROGEN®, nous proposons un récapitulatif de la cinétique de la réponse immunitaire
humorale au cours d’'une séroconversion a CMVH. Elle prendra en compte la mesure du taux
des IgM, des IgG, de l'avidité des IgG ainsi que les profils des immunoblots IgM et IgG.

Lors d’'une primo-infection, au cours des 3 premiéres semaines on observe une apparition
d’IgM associée a une absence d’lgG. L’'immunoblot IgM révéle la présence d’IgM anti-CM2 et
anti p150 associé ou non a des IgM anti-IE1 et anti-p65. L'immunoblot IgG est négatif.

Entre la 3 et la 8°™ semaine, on note I'apparition d’lgG de faible avidité. Les immunoblots IgM
révélent la présence d’lgM anti-CM2 et anti-p150. Les immunoblots IgG révélent la présence
d’'IgG anti-CM2 et anti-p65 associés a une faible avidité.

A partir de la 8°™ semaine, il y a une persistance des IgM et des IgG d’avidité faible ou
intermédiaire et on note l'apparition d’lgG anti-p150. Les immunoblots IgM révelent la
présence d’IlgM anti-CM2 et anti-p150. Les immunoblots I1gG révelent la présence d’IgG anti-
CM2, anti-p150 et anti-p65 associés a une avidité faible a intermédiaire.

A partir de la 12°™ semaine, les IgM disparaissent chez la plupart des individus et les IgG
sont d’avidité intermédiaire a élevée. C’est a ce moment-la que I'on observe I'apparition des
IgG anti-gB1. Les immunoblots IgM se négativent chez la plupart des patients, en cas de
persistance des IgM, on peut observer la présence d’IgM anti-p150. Les immunoblots IgG
révélent la présence d’lgG anti-CM2, anti-p150, anti-p65 et anti-gB, associés a une avidité
intermédiaire a élevée. Au cours de cette période l'intensité de positivité des anti-p150
dépasse celle des anti-CM2 et anti-p65.

Au-dela de la 24°™ semaine, il n’y a plus d'IgM chez la totalité des patients, et il y a
persistance des IgG d’avidité élevée. Les immunoblots IgM sont négatifs. Les immunoblots
IgG révelent la présence d’anti-p150 et d’anti-gB.
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Profil IgM | IgG | Avidité IgG Immunoblot recomLine CMV MIKROGEN® IE1 CM2 | P150 | P65 | gB1 | gB2
oM | o : . = . = 2
Négatif - -
196 | [T | ) . s . & =
IgM [ 1 | B ] [l | -+ + ++ -+ - -
<3 : i
Semaines 19G r | [P - - s - = s
6-8 | + | + Faible igM | R [ o - + + + - -
Semaines
1gG | T/ 1 I+ + 2 ++ g g
8-12 + | o+ Faible / IgM | | L1 - + + + - -
Semaines J
Intermédiaire B .
IgG 17711 1 | | | -1+ ++ + ++ - -
-1+ + Faible / IgM | 1 | I | - + + -+ = s
inefmodinie 19G 11 1 1 1 11 -1+ ++ ++ ++ - -
12-24 - | + [ Intermédiaire | IgM | | s = . . . :
Semaines / Forte
19G 1] | ) [ [ | -+ + +++ + ++ ++
- | + | Intermédiaire | IgM B - - - - - -
/ Forte
19G l | " ) [ e | [ I+ -+ +4+4 -+ ++ +
>24 S|+ Forte IgM i | s @ s % s -
Semaines
19G | | 1 1 | . I T v | e
Tableau 23 : Cinétique de la réponse humorale au cours d’une primo-infection a CMVH et évolution
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des profils des immunoblots recomLine CMV®
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Discussion

L’infection congénitale a CMVH est aujourd’hui la premiére cause de surdité non génétique et
une cause importante de retard mentaux a la naissance. Son impact au niveau de la santé
publique est important et est sujet a de nombreuses questions et débats. Le dépistage
sérologique systématique n’est toujours pas recommandé au cours de la grossesse et ne
posséde pas le remboursement en France hors contexte de primo-infection (Nomenclature
des Actes de Biologie Médicale). Les évolutions vaccinales récentes ainsi que les nouvelles
thérapeutiques disponibles dans cette indication comme les HIG ou le VACV, rendent d’autant
plus pertinentes la réalisation de sérologie pré-conceptionnelles et au cours de la grossesse
afin de dépister les femmes séronégatives et celles en cours de primo-infection. Cependant,
la sérologie CMVH dans un contexte de grossesse est un examen de plus en plus prescrit,
notamment en cas de suspicion d’infection récente.

Le CMVH est considéré comme I'un des pathogénes opportunistes les plus courants chez les
patients immunodéprimés, aprées une infection primaire, une réinfection ou une réactivation du
virus latent. Il a été démontré que plus la suppression du systéme immunitaire est forte, plus
le risque de maladies liees au CMVH est élevé. Les patients ayant recu une greffe de cellules
souches allogénique et ceux atteints du syndrome d’'immunodéficience humain acquis (SIDA)
présentent les manifestations les plus sévéres de la maladie. L'infection et les maladies liees
au CMVH sont également observées chez les patients ayant regu une greffe d'organe solide
et chez les patients atteints de cancer sous traitement immunosuppresseur. Les
manifestations cliniques chez ces patients peuvent varier d'une maladie fébrile de courte durée
a l'atteinte de plusieurs systémes d'organes parfois mortelles. Afin de prévenir I'infection et la
maladie a CMVH, des traitements prophylactiques peuvent étre mis en place en post-
transplantation. Cependant, le choix de la stratégie va dépendre du statut sérologique CMV
du donneur et du receveur. Il est donc essentiel de disposer d’outils diagnostiques
performants.

Dans la majorité des cas, les sérologies sont simples d’interprétation et ne posent pas de
difficultés. Deux profils majoritaires se dégagent, les profils naifs de toute infection (IgM et IgG
négatifs) ou les profils d’infection ancienne (IgM négatives et IgG positives). Cependant il n’est
pas rare que des profils plus délicats d’interprétation, notamment en cas de profil d’'infection
trés récente (IgM positives et IgG négatives) ou récente (IgM positives et IgG positives),
nécessitent I'expertise du biologiste et que des examens complémentaires puissent trouver
leur intérét.

Apres analyse de la littérature, il apparait clair que les sérologies automatisées présentent
d’excellents résultats en matiere de sensibilité et spécificité sur la détection des IgG mais
manque de spécificité sur les IgM. Dans ce cadre, nous avons cherché a évaluer la place des
immunoblots recomLine CMV MIKROGEN® en technique de confirmation. Les obijectifs
étaient d’évaluer leur performances diagnostiques en population générale et de les comparer
aux données de la littérature, puis de s’intéresser aux populations cibles dans des contextes
d’interprétation délicate.

En population générale, les immunoblots recomLine CMV MIKROGEN® ont montré une
sensibilité de 100 % en IgM et IgG. Ces résultats bien qu’évalués sur un faible échantillonnage
permettent de confirmer les données de la littérature et les données fournisseurs.
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Concernant les profils de primo-infection des immunoblots recomLine CMV IgM®, les
IgM étaient principalement dirigées contre les protéines tégumentaires et matricielles : IE1,
CM2, et p150. Aucune IgM dirigée contre les glycoprotéines d’enveloppe n’a été retrouvée
(Tableau 2). La réponse immunitaire humorale précoce induit donc une production d’IgM anti-
p150 et anti-CM2 principalement, pouvant étre associée a des IgM anti-IE1 et des IgM anti-
p65, mais pas d’IgM anti-gB. Ces observations rejoignent ce qui a précédemment été décrit
dans la littérature. [55] [194]

Concernant la spécificité des immunoblots recomLine CMV IgM® en présence
d’interférences analytiques, les profils de positivité sont variés et différent en fonction du type
d’interférence potentielle (infection a un autre herpésvirus ou présence d'un facteur
rhumatoide). Dans le cadre des primo-infections a EBV, on note une réactivité croisée
marquée sur tous les antigénes tégumentaires et matriciels mais pas ceux de I'enveloppe
(Tableau 6). Bien que CM2 soit plus marqué que les autres, notamment que la p150, ce profil
se retrouve en cas de primo-infection a CMVH et ne peut étre discriminant. Dans le cadre d’'un
facteur rhumatoide, une réactivité croisée est également mise en évidence et s’observe sur
p150 et CM2 (tableau 8). En revanche les immunoblots ont montré une meilleure spécificité
en cas de primo-infection a parvovirus B19 avec seulement un marquage sur p150 (Tableau
7). Finalement dans ces deux derniers cas, on pourrait étre tenté de les considérer comme
négatif car ils présentent une faible positivité et on note une absence de marquage p65 qui est
constamment présent sur les profils de primo-infection a CMVH. La patiente 9 s’intégre
également dans ce cadre-la : il s’agit d’'une patiente enceinte présentant des IgM faiblement
positifs isolés, dont le sérum a été adressé au CNR pour expertise. L'immunoblot révéle une
faible positivité en CM2 et p150 sans p65 associée ce qui oriente vers une fausse positivité
chez cette patiente. De méme les patientes 65 et 66 ont été évaluées pour suspicion de primo-
infection car elles présentaient des IgM. La réalisation d’un immunoblot IgM a permis de
conclure a une fausse positivité. Le faible nombre d’échantillons testés ne permet qu'une
estimation limitée de la spécificité des immunoblots recomLine CMV IgM. Cependant cet
examen semble présenter une bonne valeur prédictive négative sur les échantillons testés.

Les profils d’infections anciennes des immunoblots recomLine CMV IgG® en population
générale (patient 20 a 28), ont montré des profils variés. La positivité de la p150 et des gB
était constante mais était frequemment associée a une positivité des anticorps dirigés contre
des protéines précoces comme CM2 et p65 et plus rarement IE1 (Tableau 4). L’étude de ces
profils permettait la conclusion dans seulement 55% des cas a une infection ancienne.
Plusieurs hypothéses peuvent étre faites, la premiére serait une persistance des IgG dirigées
contre les protéines précoces, la deuxiéme est une infection ancienne entre 12 et 24 semaines,
et enfin une réinfection avec une autre souche ou réactivation virale. Dans tous les cas,
I'association de ces profils avec une avidité élevé conduirait a classer les infections comme
infections anciennes de plus de 12 semaines. Afin de pouvoir explorer le potentiel de ces
immunoblots dans le cadre de réactivation/réinfection, il faudrait pourvoir disposer en paralléle
de résultats de biologie moléculaire en faveur d’une réplication virale avec typage des souches
pour différencier la réinfection de la réactivation ou d’'une sérologie discriminante permettant
de différencier les réponses en fonction de souches impliquées.

Concernant la spécificité des immunoblots recomLine CMV IgG®, nous avons souhaité
évaluer celle-ci chez les patients (femmes enceintes et patients immunodéprimés des services
d’hématologie ou de néphrologie) présentant un faible taux d’IgG (< 50 Ul/mL). La sensibilité
mesurée a 95% en raison de la fausse négativité du patient 44 est satisfaisante et comparable
aux trousses sérologiques évaluées. En revanche la spécificitt mesurée a 100% est
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supérieure a celle des différentes trousses sérologiques. L’'immunoblot recomLine CMV IgG®
semble donc présenter un intérét comme technique hautement spécifique dans la confirmation
d’'une infection a CMVH en cas de sérologie équivoque ou faiblement positive dans les
contextes cliniques a risque notamment chez 'immunodéprimé en hématologie pour la
prévention de la réactivation virale par letermovir chez les receveurs séropositifs pour le CMVH
ou en greffe d’'organe pour la détermination du statut immunitaire donneur/receveur et ainsi
mettre en place la prophylaxie adaptée . Dans le cadre du dépistage de l'infection maternelle
au cours de la grossesse, il est également essentiel de pouvoir disposer d'un test de
confirmation spécifique pour caractériser le statut sérologique négatif ou positif des patientes
sachant que les femmes séronégatives sont exposées a un risque de primo-infection au cours
du premier trimestre de la grossesse.

Concernant la place des immunoblots recomLine CMV MIKROGEN® dans la datation
d’une infection a CMVH, nous avons étudié la cinétique de 9 séroconversions en cours de
grossesse. Nous avons déterminé que I'immunoblot permet de déterminer efficacement la
datation de I'infection. Les profils comportant des IgM associés a des IgG anti-CM2 et anti-p65
et de faible avidité étaient en faveur d’infections récentes de moins de 6-8 semaines. Les
profils avec des IgG anti-CM2, anti-p150, anti-p65 associés a une faible avidité en IgG et la
présence plus ou moins constante d’'IgM étaient en faveur d’infections récentes de moins de
12 semaines. Les profils avec CM2, p150, p65 et gB1,une forte avidité et sans IgM associée,
étaient en faveur d’infection de plus de 12 semaines. Les profils avec IgG anti-p150 associés
a des IgG anti-gB d’avidité fortes sont en faveur d’'une infection de plus de 24 semaines. Les
IgG présents initialement et spécifiques des antigénes précoces disparaissent
progressivement au profit des IgG spécifiques des antigénes tardifs (Tableau 17). Il est a noter
que les IgG anti-IE1 n’étaient pas toujours présents, et pouvaient se retrouver dans plusieurs
profils différents, notamment en persistant au cours du temps. lls ne semblent donc pas
présenter d’intérét dans la détermination de la cinétique. Il est intéressant de noter a nouveau
que le patient 61 a présenté un signal faible bien qu’inferieur au cut-off sur les antigénes CM2,
p150 et p65 dans un contexte de primo-infection avec IgM positives et IgG négatives, ce qui
laisse a penser que 'immunoblot IgG pourrait se positiver plus précocement que les sérologies
automatisées standards. L’évaluation de la cinétique des IgM n’a pas apporté d’information
supplémentaire pour la datation, mais a permis d’infirmer certaines sérologies IgM faussement
positives. L’ensemble des résultats observés pour ces cinétiques est en accord avec ce qui
avait été précédemment décrit dans la littérature. [192] [193] [194] [196]

Concernant les résultats d’avidité des IgG observés dans notre étude, le test LIAISON® CMV
IgG Avidity atteint plus rapidement un statut d'avidité élevée que le test VIDAS® CMV IgG
Avidity. En effet, le test LIAISON® CMV IgG Avidity Il, identifie parfois des sérums (ex :
patiente 60) avec des valeurs d'avidité élevées dans les séroconversions récentes
documentées. [183]

L'immunoblot recomLine CMV MIKROGEN® présente des caractéristiques diagnostiques
fortes et supérieures aux sérologies automatisées ce qui en fait un outil fiable dans la
détermination du statut sérologique.

Une datation de l'infection par I'immunoblot recomLine CMV MIKROGEN® est réalisable au
vu des cinétiques évaluées. Elle serait encore plus aisée avec la commercialisation du réactif
d’avidité qui n’est actuellement pas disponible en France. En I'absence de ce réactif, une
alternative peut consister en la détermination de l'avidité par les trousses automatisées
LIAISON® ou VIDAS®. A lissue de cette évaluation, nous pouvons proposer un arbre
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décisionnel pour le sérodiagnostic en cas de suspicion de primo-infection chez la femme
enceinte (figure 12). En raison du colt élevé de cet examen mais également du temps
technique nécessaire a la réalisation d’'un immunoblot, cet examen n’a pas de vocation a étre
utilisé en routine pour la détermination du statut immunitaire des patients mais il présente un
intérét dans la confirmation et I'expertise de sérologies délicates d’interprétation. Dans ce
cadre-la, il pourrait permettre de diminuer la répétition des sérologies, la réalisation d’examen
de biologie moléculaire sur liquide amniotique, colteux et non dénués de risque pour le foetus
afin de mieux évaluer le risque de transmission foetale.

Sérologie CMVH chez la femme enceinte

|
I I l |

IgM -/ 1gG - IgM + / 1gG - IgM +/ I1gG + IgM -/ 18G +
[ [
Immunoblot IgM A"iditf MV
Contréle a 3
semaines I_l_\ | | |
Néatif positi Faible Intermédiaire Forte
legatl 'OSITr’
[I I_‘ I_|
Contréle a 3
| (g ontrole d Immunoblot IgG Immunoblot IgG
IgG- IgG- | [ | l [
IgM+ IgM+ IE1/CM2/ P65
IgG- lgG+ IE1/ CM2 / P65 P150/ g8 P150/gB —
Absence Faux Infection Infection Infection Infection
d’infection positif | | <6 semaines 3-8 semaines 8-12 semaines | | > 12 semaines

Figure 12 : Arbre décisionnel pour la datation d’une infection a CMVH chez la femme
enceinte
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Conclusion

Cette étude rétrospective portant sur 67 sérums de patients issus de la banque de sérums du
CHU de Limoges nous a permis de mieux définir la place de I'immunoblot CMV dans
différentes situations diagnostiques.

Les immunoblots recomLine CMV IgM® ont montré une valeur prédictive négative supérieure
a la méthode immunoenzymatique LIAISON XL IgM®, malgré certains faux positifs en cas
d’infection a EBV ou de facteur rhumatoide.

Les immunoblots recomLine CMV IgG® présentent une sensibilité (95%) et une spécificité
(100%) supérieures aux sérologies automatisées en cas de faible taux d’IgG (<50Ul/ml)
(n=30).

Les immunoblots recomLine CMV® ont également montré un intérét dans la datation d’'une
infection 8 CMVH au cours de la grossesse.

Ces données suggérent que les immunoblots recomLine CMV® IgM et IgG de MIKROGEN®
ont leur place dans I'arsenal diagnostic du CNR des Herpésvirus du CHU de Limoges.
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Evaluation de I'immunoblot recomLine CMV® dans le cadre du diagnostic sérologique
du cytomégalovirus

Le cytomégalovirus humain (CMVH) est responsable d’infections sévéres chez les sujets
immunodéprimés. Au cours de la grossesse il peut étre responsable d’infections congénitales
graves pouvant conduire au décés in utero ou bien a de sévéres atteintes neurosensorielles.
Actuellement, la détermination du statut immunitaire des patients a risque de réactivation de
CMVH et le diagnostic d’'une infection congénitale a CMVH sont réalisés par sérologie. Les
méthodes immunoenzymatiques automatisées présentent un avantage en termes de co(t et
de rapidité mais peuvent manquer de spécificité, en particulier pour la détection d’IgM et en
cas de faible taux d’lgG. De plus, ces méthodes ne permettent pas toujours de dater une
infection 8 CMVH en I'absence d’antériorité. Dans ce contexte, nous avons cherché a évaluer
les performances diagnostiques d’'une méthode de confirmation : les immunoblots recomLine
CMV IgM/IgG MIKROGEN®. Nous avons compareé, dans une étude rétrospective, les résultats
de trois méthodes immunoenzymatiques automatisées (LIAISON XL®, VIDAS® et ALINITY®)
avec les immunoblots recomLine CMV IgM/IgG® pour la détermination du statut sérologique
de 67 patients. Les immunoblots recomLine CMV IgM® ont montré une valeur prédictive
négative supérieure a la méthode immunoenzymatique LIAISON XL IgM®, malgré certains
faux positifs en cas d’infection a EBV ou de facteur rhumatoide. Les immunoblots recomLine
CMV IgG® présentent une sensibilité (95%) et une spécificité (100%) supérieures aux
sérologies automatisées en cas de faibles taux d’IgG (<50Ul/ml) (n=30 sérums). Les
immunoblots recomLine CMV® ont également montré un intérét dans la datation d’une
infection a CMVH au cours de la grossesse. Ces données suggerent que les immunoblots
recomLine CMV® ont leur place dans 'arsenal diagnostic du centre national de référence des
Herpésvirus.

Mots-clés : Cytomégalovirus, Immunoblot, recomLine, MIKROGEN®

Evaluation of recomLine CMV® immunoblot for serological diagnosis of
cytomegalovirus

Human cytomegalovirus (HCMV) is responsible for severe infections in immunocompromised
hosts. During pregnancy, it could be responsible for serious congenital infections that can lead
to death in utero or severe neurosensory damages. Currently, serology is used to determine
the immune status of patients at risk of CMVH reactivation, and to diagnose congenital CMVH
infection. Automated enzyme-linked immunosorbent assays (EIAs) offer advantages in terms
of cost and speed, but may lack specificity, particularly for IgM detection and in cases of low
IgG levels. Moreover, these methods don't always make it possible to date a CMVH infection
in the absence of history. In this context, we set out to assess the diagnostic performance of a
confirmatory method, MIKROGEN®'s RecomLine CMV IgM/IgG® immunoblots. In a
retrospective study, we compared the results of three automated enzyme-linked
immunosorbent assays (LIAISON XL®, VIDAS® and ALINITY®) with RecomLine CMV
IgM/IgG® immunoblots to determine the serological status of 67 patients. RecomLine CMV
IgM® immunoblots have shown superior negative predictive value to the LIAISON XL IgM®
enzyme immunoassay, despite some false positives in cases of EBV infection or rheumatoid
factor. RecomLine CMV IgG® immunoblots have a higher sensitivity (95%) and specificity
(100%) than automated serologies in cases of low IgG levels (<50IU/ml) (n=30 sera).
RecomLine CMV® immunoblots have also proved useful for dating CMVH infection during
pregnancy. These data suggest that RecomLine CMV® immunoblots have a place in the
diagnostic arsenal of National Herpesvirus Reference Center.

Keywords : Cytomegalovirus, Immunoblot, recomLine CMV MIKROGEN®



