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Diagnostic de l’infection virale
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Diagnostic virologique direct

· Détecter le virus par isolement en culture cellulaire

· Détecter des constituants protéiques à la surface du virus

· Détecter le génome du virus 

Diagnostic virologique indirect

Consiste à détecter des molécules qui traduisent la présence du virus ou de son passage dans l’organisme. Pour cela, on recherche une présence d’anticorps anti-virus dans le sang du patient.

 Pour savoir si le virus est encore présent dans l’organisme, il faudra très souvent revenir sur du diagnostic direct.

Exemple : Détection des anticorps (Ac) anti-virus de l’hépatite C positive (VHC+)

Dans 60 à 80% des cas, on a une infection chronique au VHC. Ce qui signifie que dans 20 à 40% des cas, on aura affaire à une infection aiguë ; tout en sachant que dans les infections virales aigues, le virus ne persiste pas dans l’organisme. Pour savoir ceux qui ont le virus de ceux qui ne l’ont pas, on doit faire une détection du virus entier.

Le fait d’avoir des Ac anti-VHC ne donne pas toutes les réponses.

Cas particuliers

· Chez 90% des sujets vaccinés, il apparaît des Ac anti-HBs. Ce sont des Ac produits par l’organisme infecté et dirigés contre les protéines de surface du virus de l’hépatite B. C’est une protéine de l’enveloppe appelée HBs.

Comment savoir si on le virus ou pas ?

· Si on est infecté avant la vaccination, on détectera d’autres marqueurs que l’Ac anti-HBs

· Si on n’est pas infecté avant la vaccination, on détectera uniquement la protéine utilisée pour le vaccin. Le vaccin n’a pas de virus atténué. C’est une protéine virale dans lequel il n’y a pas de génome, produit par des levures.

· Exemple : J’ai des Ac anti-VIH, la question est de savoir combien de virus j’ai en moi ?

On sait que si on a beaucoup de virus et que l’on est sous traitement anti-HIV, on a beaucoup plus de risques de transmettre le virus dans les sécrétions sexuelles ou le sang. Le fait d’être traité contre une infection comme le VIH limite la diffusion du virus. Ce qui est intéressant dans ce cas-là est de quantifier le nombre de virus que l’on a.

· Exemple : éruption très “bizarre“ chez un sujet immunodéprimé.

Dans ce cas, on cherche à identifier le virus qui est lié à cette éruption. 

    Est-ce un Herpes ? Pour le savoir, il faut isoler complètement le virus et rapidement.

En effet, un herpès ou une varicelle qui survient dans une unité de pédiatrie où 50% des enfants sont sous immunodépresseurs pour cause de leucémie, le grand risque est qu’il y ait de la varicelle partout dans les lits de patients.

Autrefois, lorsqu’on parlait de virus, on y pensait après avoir éliminé les infections bactériennes. Il était trop tard car soit les patients étaient morts, soit ils étaient déjà sortis de l’hôpital.

C’est la mise en place de toutes ces méthodes que nous allons voir ici.

Diagnostic virologique direct

A. Isolement en culture

C’est vrai surtout pour les Herpes. On verra qu’il existe 8 virus d’herpes. Pour 4 d’entre eux, l’isolement viral est intéressant :

· HSV1 : Herpes Simplex virus de type 1, oral

· HSV2 : Herpes Simplex virus de type 2, génital

· VZV : Varicelle et Zona

· CMV : Cytomégalovirus, responsable d’une maladie grave chez le tout petit et l’immunodéprimé.

Les cellules qui peuvent être infectées utilisées au laboratoire sont : 

· Des lignées continues de cellules de rein de singe = cellules VERO, qui sont des cellules d’organisme qui ressemble à l’homme

· Des lignées embryonnaires. On utilise très souvent les fibroblastes isolés de poumons embryonnaires humains et  régulièrement utilisés au laboratoire sur lesquels Herpes et CMV peuvent pousser. 

1. Méthode lente

A la surface du fond d’un petit flacon, on place les petites cellules visibles au microscope les unes à côté des autres. 

Si on inocule avec HSV, on va voir apparaître des cellules qui souffrent, qui se décrochent de la nappe cellulaire et qui deviennent arrondies en se séparant du fond cellulaire. On aura alors des foyers de cellules qui souffrent. On parle alors d’un effet cytopathogène.

En fonction du temps d’apparition de l’effet cytopathogène et de la façon dont les cellules se mettent les unes à côté des autres, on pourra différencier HSV de VZV et du CMV.

Les Herpès poussent en 72h, les VZV en 1 semaine et les CMV en un mois.

L’intérêt aujourd’hui d’isoler les virus est d’avoir accès à la souche virale en entier et de voir si elle est résistante ou non au médicament que l’on donne. Dans des services d’hémodialyses ou chez les transplantés rénaux, le CMV peut donner des infections sévères. Il est donc nécessaire de vérifier si le virus est sensible au traitement que l’on donne.

Cependant, c’est une méthode lourde qui demande tout un appareillage spécial, des conditions de travail très propres (pour ne pas contaminer les selles avec des bactéries), il faut du sérum de veau fœtal…

Par conséquent, il faut trouver des méthodes plus simples et plus rapides pour accélérer le diagnostic.

2. Méthode rapide

A partir des cultures cellulaires, lorsque le CMV (enveloppé) pénètre dans la cellule, il y aura une fusion de la membrane de la cellule et celle du virus. A ce moment-là, il y a des constituants du virus qui pénètrent. La capside rentre aussi et le génome viral rentre dans le noyau de la cellule.

L’une des protéines du tégument (=enveloppe) va activer la fabrication des ARNm viraux,  cette protéine est un transactivateur. 

Il faut 1 mois pour abîmer les cellules malades. Alors on utilise le fait qu’au bout de 6h, on a déjà des protéines fabriquées grâce à la fixation du transactivateur sur des séquences génomiques cibles. Ces protéines virales nouvellement produites vont se mettre dans des inclusions à l’intérieur de la cellule.

D’ailleurs, l’une des caractéristiques de l’effet cytopathologique du CMV est qu’il y a des inclusions dans la cellule.

Dès lors, à l’aide d’anticorps marqués par des molécules fluorescentes dirigées contre la protéine virale, on peut détecter la présence du virus.

En détail, il faut perméabiliser la membrane cellulaire avec un détergent (Tween).

Dans la réaction antigène/anticorps, les protéines virales ont des zones de reconnaissance des Ac appelés épitopes.  Il existe des Ac spécifiques de telle ou telle protéine du CMV.

Cas  d’un effet cytopathologique à 72h, le but est de savoir si on est face à un HSV1 ou 2 :

Sur une petite lame à immunofluorescence formée de petits puits séparés. On gratte les cellules abîmées du foyer cytopathologique (très fort à 72h). On les sort et on les dépose dans les petits puits. Sur le puits 1,  je dépose un Ac anti-HSV1, sur le puits 2 l’Ac anti-HSV2 et sur le puits 3 l’Ac anti-VZV. On lave les cellules et on réussit à décrocher les Ac anti-HSV2 et anti-VZV qui ne sont pas fixés aux cellules. Pour savoir si l’Ac anti-HSV1 est bien fixé, on utilise l’immunogénicité.  

On injecte des protéines d’Herpès au lapin puis son système immunitaire se met à fabriquer des Ac de lapin anti-Herpès. Dans ces Ac, le fragment Fc est spécifique du lapin. On peut alors fabriquer des Ac anti-anticorps de lapin. On prend le sérum de lapin qu’on injecte à une chèvre. Elle fait à son tour une réaction immunitaire et fabrique des Ac anti- anticorps de lapin.

 On peut comme ça faire des échafaudages par étapes. On va utiliser comme révélateur un Ac de chèvre anti-lapin marqué à la fluorescence. A la lecture, on envoie des rayons UV en dessous de la lame puis apparaît une lumière fortement fluorescente sur les cellules infectées.

B. Détection des protéines

1. Immunofluorescence

Fait appel à des Ac marqués par des molécules fluorescentes. En pratique, quand le CMV se multiplie dans le sang on parle de virémie.

· Lorsque la virémie à CMV est positive, soit on prend les leucocytes et on les isole de façon classique (1 mois), soit on détecte les protéines virales au bout de 6h.

· Quand les virus pénètrent dans les polynucléaires (par pinocytose ou par fusion libre), il y a fusion des membranes et le tégument entre dans la cellule. Une protéine du tégument va dans le noyau grâce à sa signalisation nucléaire.

En fonction du nombre de virus, on aura plus ou moins de protéines dans le noyau. On est capable de voir directement, dans un prélèvement sanguin périphérique, s’il y a des protéines du CMV qui ont été phagocytées par des polynucléaires. On dénombre les polynucléaires qui ont des protéines virales. On utilise ici une antigénémie et on lui donne le nom de la protéine, ici, la ppCMV.

2. Immunoenzymologie

On utilise des enzymes : Peroxydase ou Phosphatase Alcaline

C’est la même méthode sauf que la révélation sera différente. On aura un substrat qui sera métabolisé par l’enzyme et qui donnera une réaction colorée sur la nappe cellulaire.

3. Détection de protéines solubles

Les Ac sont des protéines solubles que l’on peut détecter par la méthode ELISA.

(Cf annexe 1)

Cas d’un patient infecté par le VIH : 

La protéine de la capside du VIH est la p24 (de 24kDa). Quand un enfant est infecté par le VIH, on est capable de détecter cette protéine-là. On utilise des petites cupules en plastique sur lesquelles il y a des Ac anti-p24 accrochés. 

- On prélève le sang du patient sur tube sec et on récupère le sérum après centrifugation du tube.

Remarque : Sur tube sec on récupère le sérum. Sur tube avec anticoagulant (Héparine ou EDTA) on récupère le plasma. L’héparine bloque certains tests de biologie moléculaire, on utilise donc l’EDTA en virologie.

- Le patient infecté par le VIH a de la p24 dans son sérum qui va se fixer sur les Ac anti-p24.

-  Après un lavage, les antigènes p24 restent fixés aux Ac anti-p24. 

-  Ensuite, on rajoute un conjugué anti-p24 marqué à la peroxydase. Dans le témoin négatif, ce conjugué restera en suspension dans la cupule. 

-  On lave de nouveau les cupules. Dans le cas du patient infecté, les Ac anti-p24 seront accrochés à l’antigène. Cette fixation sera proportionnelle au nombre de protéine p24  présentes. Les Ac anti-p24 marqués à la peroxydase vont rester alors que dans le témoin négatif, les Ac anti-p24 marqués seront éliminés au lavage.

-  Dans la dernière étape d’ELISA, on rajoute le substrat correspondant à l’enzyme. Cela déclenche une réaction colorée spécifiquement dans la cupule où il y avait l’enzyme. On est capable d’envoyer une longueur d’onde qui correspond à une fréquence. Le témoin négatif reste, lui, incolore car il n’y a pas d’enzyme pour changer la structure chimique du substrat.

ELISA = Enzyme Linked Immun Sorban Assay

Remarque : Au moment où on incube le sérum dans la cupule, on traite un peu au détergent (Tween) qui va casser l’enveloppe virale et mettre en évidence la protéine virale. Sinon parfois, lors de la fabrication de la p24, il y a un excès de protéines fabriquées par rapport au besoin de la capside virale. L’excès restera soluble dans le sérum et détectable par ELISA.

On peut détecter des protéines et des anticorps par ELISA.

C. Détecter et quantifier les génomes de virus

La règle de base est que les acides nucléiques sont orientés de l’extrémité 5’ phosphate vers l’extrémité 3’ hydroxyle. Ils peuvent se mettre sous forme double brin (ceux-ci sont antiparallèles).

Il y a un appariement de bases. Les bases C et G sont reliées avec 3 liaisons hydrogènes alors que A et T seulement 2.

Si on chauffe la molécule d’ADN, c’est ce qu’on nomme la dénaturation, à faible température on dénature facilement les zones AT et on laisse CG qui garderont leur structure mais A et T seront séparés.

Si on continue de chauffer l’ADN, on va avoir une dénaturation totale à 100 degrés. Dans ce cas, il est possible de rajouter à la solution une sonde nucléique qui est une petite zone que l’on va choisir car on sait qu’il y a une complémentarité avec la séquence correspondante.

Autrefois, on utilisait des sondes radioactives : phosphore32 radioactif qui émet du rayonnement Bêta. 

Aujourd’hui, on utilise surtout des sondes ''froides'' qui sont des molécules marquées de façon non radioactives car c’est plus simple pour les laboratoires de les manipuler en dehors de la radioactivité.

Cette méthode s’appelle l’hybridation : c’est permettre l’appariement d’acides nucléiques complémentaires. (En anglais, annealing)

1. Comment se passe l’hybridation moléculaire ?

A 0 degrés, on a 100% de molécules doubles brins et au fur et à mesure qu’on chauffe, les molécules vont commencer à se séparer donc on va avoir moins de 100% double brin.

Puis à 100 degrés, on aura la totalité des molécules sous forme simple brin.

On peut dire que l’endroit où 50% des molécules sont sous forme simple brin c’est la température de fusion de l’ADN (Tm, en anglais melting temperature)

Quand on veut utiliser une sonde et que des molécules sont plutôt sous forme double brin, on va calculer une température qui sera plus petite que le Tm (Tm – delta t) pour que la sonde soit bien en train de s’hybrider à la molécule complémentaire.

Il faut une température inférieure au Tm car sinon la sonde va rester sous forme simple brin.

On utilise beaucoup cette technique basée sur l’hybridation de petites zones d’ADN : des amorces. Elle permet de recopier les acides nucléiques en grande quantité.

Pour l’hybridation moléculaire, la sensibilité est de l’ordre de 10^5 molécules pour voir un signal en utilisant des sondes radioactives, donc c'est très sensible. Or, certaines virus se multiplient de façon modeste, et on a 10^5 virus/ml, donc ces techniques ne sont pas suffisament sensibles pour pouvoir quantifier le génome du virus.

Pour le virus de l'hépatite B, on monte jusqu'à 10^9 génomes viraux/ml, donc là, on détecte bien. Les premières techniques d'hybridation ont été utilisées sur le virus de l'hépatite.

Pour le VIH, ce n’est pas assez sensible. Il a donc fallu développer des techniques avec une plus grande sensibilité basées sur l'hybridation en utilisant des petites amorces : la PCR (polymerase chain reaction)

2. Polymerase chain reaction (PCR)

La PCR a valu le prix Nobel à celui qui l'a découvert. L'idée a été de se dire '' si j'ai une molécule d'ADN au départ, il suffit que je la dénature, que je permette l'hybridation d'amorce spécifique complémentaire grâce à une polymérase pour recopier, et à partir d'une molécule après un cycle de PCR, j’aurai deux molécules.''

On dénature donc certaines séquences spécifiques et déjà bornées par une amorce. Et en recopiant ainsi de suite, on favorise la fabrication d'une molécule de taille finie au fur et à mesure des cycles avec cette équation : 

                           Yn =  ( 1+e)^n

Yn: nombre de molécules après n cycles

e : efficacité

e = 1 quand on a recopié toutes les molécules d'où Yn=2^n molécules créés

Si l'efficacité est nulle, e=0 donc à la fin j'ai le nombre de molécules que j'avais au départ.

Par la suite, des techniques de quantification ont été mises en oeuvre.

Pour résumer la quantification, au moment où je dénature, je rajoute un troisième constituant donc j'ai une amorce P1 (primer 1), une amorce P2 (primer 2) et j'ai une sonde. La sonde va être une petite zone qui va s'hybrider avec, ici, une fluorescence bloquée.

Quand je fais ma PCR, j'utilise des enzymes qui polymérisent. Quand elles arrivent devant une zone hybridée, elles ont une activité exonucléasique. Une enzyme peut libérer un à un les nucléotides. Elle avance et elle arrive à la fin au niveau de la zone de fluorescence bloquée. Le fait d'avoir casser un à un les nucléotides libère complètement le blocage de la fluorescence et, au moment où je libère le dernier nucléotide, on va avoir émission de fluorescence.

Donc, quand on recopie une molécule, il va y avoir une molécule de fluorescence et donc le détecteur ne va rien voir, mais comme la raison est de progression géométrique 2^n (si e=1), au bout de n cycles : 

Exemple :    si n = 10, on va avoir 1000 molécules

         si n = 20                   1 000 000 molécules

                   si n = 30                    1 000 000 000 molécules

 Donc, au moment où l'enzyme va passer dans tout mon tube, il y aura 10^9 émissions de fluorescence et ça sera détecté.

On nomme cela la PCR quantitative. 

Et on est capable pour toutes les infections chroniques virales ou autres d'utiliser ces méthodes pour quantifier le nombre de génomes.

Quand je détecte un génome, je détecte une molécule d'acide nucléique et non un virus infectieux. Il faut imaginer être capable, en connaissant le nombre de génomes, de faire une retranscription sur l'équivalent infectieux qui peut être présent dans l'échantillon. Car un virus pour qu'il soit infectieux, il faut qu'il ait sa capside, son génome, son enveloppe avec les glycoprotéines pour aller s'accrocher sur la cellule où il va pénétrer.

Donc en résumé, si j'ai tant de génomes dans mon échantillon, cela ne veut pas dire que j'ai tant de virus infectieux, mais cela donne une idée de la capacité de réplication du génome viral.

Pour conclure, pour chaque infection virale on utilise plutôt telle méthode de diagnostic.

La culture cellulaire c'est difficile, c'est lourd, cela demande du temps, du personnel, c'est cher.

La PCR devient de plus en plus facile à utiliser.

Le séquençage a son intérêt quand on veut faire de l'épidémiologie moléculaire, quand on veut caractériser de nouvelles souches virales, quand on veut les comparer aux autres.

Les tests ELISA : on veut détecter si la personne à rencontrer un virus: virus de l'hépatite B ou C, VIH, CMV, on utilise la sérologie.

Si on veut quantifier une infection virale chez un patient, là on plonge vers des méthodes moléculaires avec des quantifications précises : dans 1 ml de sang à un instant donné, combien y a-t-il de particules virales ? Puis après, il y a tout l'organe infecté: est-ce que c'est le cerveau, le foie? Dans ce cas, il faudra des tests morphologiques en + ( biopsies..). 

Diagnostic virologique indirect

D. Test ELISA de dépistage

(Cf Annexe 2)

Autre approche diagnostique : savoir si on a rencontré le virus HIV. On va donc faire un test ELISA de dépistage.

On achète dans le commerce des cupules et cette fois-ci, au lieu d'avoir des anticorps anti p24 fixés au fond de la cupule, on va avoir des protéines du HIV: gp120, gp41, p24 (protéine de la capside).

On veut détecter des protéines: les Ac dans le sérum. On prélève au patient un tube sec, on laisse la coagulation se faire, on prélève le sérum et on incube avec le sérum.

Si il y a des Ac contre le HIV, ils vont venir se fixer contre les protéines correspondantes.

(La caractéristique commune de tous les Ac humains est d'avoir un fragment Fc).

On va laver pour décrocher tous les Ac non fixés (en parallèle, on a toujours un témoin négatif pour contrôler ce qui se passe dans la réaction). 

Suite au lavage, on va intuber avec un Ac anti Ig humaine (on peut piquer une chèvre avec des Ac humain puis elle va produire des Ac anti Ig humaine).

Quand on veut détecter un Ac humain, le conjugué sera des Ac contre les Ac humains. Ce sont des tests sandwich où on met en sandwich un Ac humain.
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