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Résumé Plusieurs centaines de virus respiratoires différents peuvent étre détectés chez les

MOTS CLES patients atteints d’une infection virale respiratoire et hospitalisés dans un service de
Diagnostic ; réanimation : virus influenza, virus respiratoire syncytial, virus para-influenza, adénovirus,
Virus respiratoires ; coronavirus, rhinovirus, entérovirus, métapneumovirus humain, bocavirus... La recherche de
Réanimation ces virus doit étre effectuée sur un prélévement nasal ou trachéobronchique, riche en cellules

épithéliales. Chez les patients immunodéprimés, il faut ajouter un lavage bronchoalvéolaire
pour rechercher le cytomégalovirus et les adénovirus. La mise en évidence d’antigénes viraux
par immunofluorescence (IF) ou technique immunoenzymatique dans les cellules infectées est
en théorie la méthode la plus simple et rapide a utiliser. Comme pour toutes les techniques de
diagnostic, la qualité du prélévement est un déterminant majeur de son efficacité. Cette
méthode est malheureusement peu sensible dans les infections respiratoires chez ’adulte. La
recherche virale en culture, compliquée et de réponse tardive, peut étre utile dans ce cas en
raison de son efficacité. Les méthodes PCR sont plus efficaces : elles peuvent identifier les
virus non détectés par les techniques conventionnelles et elles augmentent isolement des
virus classiques. Elles permettent aussi d’identifier les sous-types viraux, d’étudier par
séquencage la variabilité génétique des souches et de quantifier la charge virale respiratoire.
Les techniques multiplex recherchant plusieurs virus directement dans les prélévements sont
les plus adaptées au diagnostic en raison du nombre de virus a rechercher. Des méthodes PCR
en temps réel, fournissant un résultat rapide, ont été récemment développées. La richesse en
cellules et le transport du prélevement sont moins critiques pour les recherches virales en PCR
que pour les techniques conventionnelles d’IF et de culture. De plus, les acides nucléiques
persistent plus longtemps que les virus infectieux, permettant ainsi un diagnostic plus tardif.
Néanmoins, dans un laboratoire de virologie clinique ou la rapidité, le colit modéré et la sim-
plicité des techniques sont des exigences prioritaires, le meilleur choix est d’utiliser séquen-
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Introduction

tiellement UIF et les PCR multiplex. Le développement des outils de PCR multiplex en temps
réel est la priorité majeure du futur.
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Abstract Hundred viruses can be isolated in patients suffering from respiratory virus infections
and hospitalised in intensive care unit (ICU): influenza virus, respiratory syncytial virus, para-
influenza virus, adenovirus, coronavirus, rhinovirus, enterovirus, human metapneumovirus,
bocavirus... Nasal or tracheobronchial specimens, which contain many epithelial cells will be
used to isolate these common viruses. In immunocompromised patients a bronchoalveolar
lavage has to be added to these specimens in order to detect cytomegalovirus and some ade-
novirus. The immunofluorescence or immunoenzymatic assays, which detect viral antigens in
the infected cells are the easiest and fastest diagnostic methods, theoretically. As with other
techniques, specimen quality is a major determinant of their performance. Unfortunately, the
sensitivity of the antigen detection assays is low in respiratory infections in adults. Then the
virus recovery by cell culture, which is usually more sensitive than the antigen detection
assays, can be helpful. Many studies have reported more respiratory virus detections using
nucleic acid testing such as PCR. They detect viruses, which are missed by conventional meth-
ods and increase the detection of common respiratory virus. Multiplex PCR assays have been
developed, and these can simultaneously detect several viruses directly in clinical specimens.
Nucleic acid testing can subtype viruses using subtype-specific primers, and analyse strain var-
iation through genetic. It can be used also to quantify the viral load in clinical specimens.
More recently real-time RT-PCR assays have been developed to get more rapidly the results of
the nucleic acids assays. Specimen quality, timing and transportation conditions may be less
critical for nucleic acid testing than for culture or antigen detection, as viable virus and intact
infected cells need not to be preserved. Moreover, viral nucleic acids are detectable for sev-
eral days longer into the clinical course than is cultivable virus, potentially allowing a diagno-
sis to be made in late-presenting patients. However, in a clinical virology laboratory, where
the speed, low cost, and high sensitivity of the methods are required, the sequential use of
antigen detection tests and multiplex PCR could be the best choice, particularly in the clinical
setting of respiratory virus infections in adults hospitalised in ICU. In the future, the develop-
ment of real-time multiplex PCR is likely to be top-priority.

© 2007 Société de réanimation de langue francaise. Publié par Elsevier Masson SAS. Tous
droits réservés.

tes virales, la possibilité de standardiser ou d’automatiser
I’outil, ont réactivé lintérét du diagnostic moléculaire dans

Les moyens diagnostiques utilisés pour identifier les infec- @ domaine des viroses respiratoires. De plus, [’émergence

tions virales respiratoires en réanimation chez ’adulte ont
évolué parallélement aux progres accomplis pour reconnai-
tre les infections virales respiratoires de l’enfant, les pre-
miéres a étre investiguées du fait de leur fréquence.
L’étape marquante du diagnostic des infections virales res-
piratoires a été ’arrivée, dans les années 1970, des techni-
ques de diagnostic rapide, suite aux travaux de Gardner sur
la détection en immunofluorescence (IF) des antigénes du
virus respiratoire syncytial (VRS) dans les sécrétions respi-
ratoires des enfants atteints de bronchiolite [1]. L’applica-
tion de la biologie moléculaire a la détection des acides
nucléiques viraux a constitué, dans les années 1990, une
nouvelle étape de I’évolution du diagnostic virologique. A
cette époque plusieurs groupes décrivent des techniques
de PCR pour la recherche des virus influenza ou du VRS [2,
3], mais ces essais de techniques complexes, nécessitant
des locaux adaptés et un personnel qualifié, restent sans
suite.

Depuis quelques années, ’utilisation large de la virologie
moléculaire dans Uinfection VIH, les méningites et hépati-

de virus dangereux a isoler au laboratoire tels que le coro-
navirus du SRAS ou le virus influenza aviaire A/H5N1 a foca-
lisé ’attention des développeurs sur des outils de détection
sécurisés, tels que les méthodes d’amplification génique.
On se trouve donc aujourd’hui a une période charniére ou
les méthodes utilisées pour identifier une infection virale
respiratoire, notamment chez les patients hospitalisés, se
partagent entre les méthodes virologiques traditionnelles
et les techniques moléculaires. Aprés un rappel sur les
virus trouvés chez les patients hospitalisés dans un service
de réanimation, et leur épidémiologie, cet article présente
les différents outils disponibles selon qu’il s’agit de sujets
immunocompétents ou immunodéprimés.

Virus des infections respiratoires
en réanimation

La recherche de virus chez un patient atteint d’une pneu-
mopathie et hospitalisé en réanimation nécessite de
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connaitre les virus qui peuvent étre en cause et leur épidé-
miologie.

Virus responsables

Plusieurs centaines de virus respiratoires différents peuvent
étre détectés chez les patients atteints d’une infection
virale respiratoire et hospitalisés dans un service de réani-
mation. Aux virus respiratoires classiques que sont les virus
influenza A, B, C, virus respiratoire syncytial (VRS) A et B,
virus para-influenza 1, 2, 3, 4, adénovirus (51 sérotypes),
coronavirus (CoV) 229E et 0C43, rhinovirus (environ une
centaine), entérovirus (quelques dizaines), s’ajoutent les
virus récemment détectés en France : le métapneumovirus
humain (hMPV) [4], les CoV NL63 [5] et CoV HKU1 [6], le
bocavirus [7], enfin le CoV du SRAS et les virus influenza A
aviaires potentiellement adaptables a [’homme...

En réanimation, on peut trouver tous ces virus dans les
formes graves de pneumonies communautaires survenant
chez des sujets en bonne santé: grippe maligne, SRAS,
infections a virus influenza aviaire H5N1.... Mais, ils seront
le plus souvent isolés chez des sujets fragilisés : insuffisants
respiratoires, asthmatiques, personnes agées ou atteintes
de BPCO ou de cardiopathies..., chez lesquels une infection
virale respiratoire, méme minime, peut constituer un fac-
teur aggravant de leur pathologie.

Sur le terrain particulier de l'immunodépression, qui
favorise la réactivation et U’expression clinique des virus
latents, des virus « opportunistes » peuvent provoquer des
pneumonies : le cytomégalovirus (CMV), certains adénovi-
rus. Enfin, il faut mentionner les complications pulmonaires
de certaines viroses systémiques, rougeole ou varicelle
notamment, et les trachéobronchites postchirurgicales a
virus herpés simplex (HSV), qui ne seront pas abordées ici.

Epidémiologie des infections virales respiratoires
communautaires

Une « virose respiratoire » comporte en général ’atteinte
concomitante de plusieurs segments respiratoires, une rhi-
nopharyngite et de la toux, et des signes généraux modérés
(en dehors de la grippe). De nombreux virus peuvent en
étre la cause et les caractéristiques épidémiologiques de
I’infection constituent un élément d’orientation important
pour les recherches virales. Les pneumonies infectieuses
virales sont beaucoup plus rares chez l’adulte que chez
Uenfant. L’enfant est le réservoir essentiel des virus respi-
ratoires et les infections par ces virus sont particulierement
fréquentes les premiéres années de la vie [8]. Comme cela
a été montré il y a presque 50 ans pour la grippe, les épi-
démies virales respiratoires débutent dans les collectivités
d’enfants et ceux-ci seront donc les premiers a étre hospi-
talisés [9]. La contamination des adultes ou des personnes
agées se fait au contact des jeunes enfants, surtout s’ils
vivent en créche ou sont scolarisés. La recherche de virus
chez ’adulte hospitalisé en réanimation doit tenir compte
de la fréquence des différents virus dans la population
générale. La distribution des virus respiratoires dans celle-
ci peut étre extrapolée des données obtenues chez I’enfant
hospitalisé. Dans une étude réalisée au CHU de Caen, sur
5258 aspirations nasales d’enfants hospitalisés au cours

des hivers 1999-2000, 2000-2001 et 2001-2002, on obtient
2150 (40,8 %) échantillons positifs, et parmi ceux-ci 825
(38,4 %) positifs a VRS, 328 (15,2 %) a virus influenza A et
B, 189 (8,8%) a adénovirus, 164 (7,6 %) a virus para-
influenza, 482 (22,4 %) a rhinovirus, et 35 (1,6 %) a CoV
[10]. Ainsi, les virus circulant le plus dans la population
sont par ordre de fréquence les rhinovirus, le VRS et les
virus influenza (la recherche d’hMPV et des nouveaux CoV
n’était pas incluse dans ce travail).

Les infections virales respiratoires virales ont un carac-
tére épidémique et surviennent entre octobre et avril. Elles
sont trés fréquentes en période hivernale, de novembre a
février, époque de diffusion majeure des deux principaux
virus épidémiques, le VRS et les virus influenza A et B. La
cinétique des épidémies de grippe et a VRS est assez bien
conservée d’une année sur 'autre (Fig. 1). Depuis les sept
derniers hivers, et a Uexception de U’hiver 2003-2004,
’épidémie de grippe commence toujours fin décembre et
culmine quatre a six semaines plus tard, en janvier, février
ou mars selon la date d’apparition des premiers cas. Les
premiers cas d’infection a VRS s’observent en octobre et
’épidémie culmine toujours en décembre et janvier. Les
autres virus respiratoires ont une épidémiologie moins sté-
réotypée, en dehors du hMPV dont I’épidémie coincide avec
celle due au VRS. Les rhinovirus et virus para-influenza cir-
culent plus volontiers en automne et au début du prin-
temps, les CoV a la fin de Uhiver et au printemps (Fig. 2).
Les infections a adénovirus s’observent tout au long de la
saison. La recherche d’un virus chez un patient hospitalisé
en réanimation doit tenir compte de ces données épidémio-
logiques.

Techniques de diagnostic des infections virales
respiratoires chez les sujets
immunocompétents

Ces techniques concernent les infections virales survenant
chez des sujets immunocompétents et les virus respiratoi-
res communautaires.

Diagnostic virologique conventionnel

Les techniques conventionnelles utilisées pour le diagnostic
d’une infection virale respiratoire chez un patient en réani-
mation ne sont pas différentes quel que soit I’dge des
patients (nourrissons, adultes, sujets agés) ou le type
d’atteinte respiratoire (rhinopharyngite, trachéobronchite,
bronchiolite, pneumonie, crise d’asthme, exacerbation de
BPCO...).

La recherche d’anticorps sériques (ou diagnostic
sérologique)

Elle a peu d’intérét pour le diagnostic. La gamme des réac-
tifs disponibles couvre seulement les infections a virus
influenza A et B, VRS, virus para-influenza 1, 2, 3 et adéno-
virus. Il n’existe pas de sérologie possible pour les infec-
tions a rhinovirus, coronavirus, bocavirus ou entérovirus.
Le résultat est obtenu tardivement vers le 15€ jour, car il
exige l'étude de deux sérums successifs. Les méthodes
sérologiques sont insuffisamment sensibles. En effet, les
adultes sont porteurs d’anticorps contre ces virus, depuis
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’enfance, et la montée des anticorps ou la présence d’IgM
spécifiques est difficile a démontrer dans les infections
ultérieures. Ainsi, bien qu’utilisant des techniques
< maisons » ultrasensibles pour la sérologie des infections
a VRS de ’adulte, Ann Falsey observe six sérologies fausse-
ment négatives parmi 110 infections a VRS de ’adulte prou-
vées par culture et PCR [11]. Au total, la sérologie ne four-
nit pas d’aide au diagnostic des infections virales

respiratoires chez les adultes hospitalisés en réanimation.
Elle conserve toute sa valeur au plan épidémiologique.

Recherche directe du virus ou ses constituants

Le diagnostic d’infection virale repose avant tout sur la
recherche directe du virus ou de ses constituants dans les
sécrétions respiratoires. Quel que soit [’age du patient ou la
pathologie, elle se fait a partir d’un prélévement de sécré-
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tions nasales (et non pharyngées) parce que les cellules
cylindriques ciliées sont le siege électif de la réplication
virale. Il y a, par exemple, 4,34 log10 TCID50/ml (doses
infectieuses 50 en culture de tissus) dans le nez d’un enfant
atteint de bronchiolite a VRS contre 1,63 log10 TCID50/ml
dans la gorge [12]. Par rapport a U’enfant, les sécrétions
nasales sont plus difficiles a recueillir chez U’adulte:
I’infection virale y est peu exsudative, et le mucus souvent
épais. Des lors, il est parfois plus facile de recueillir les
sécrétions par lavage nasal a l’aide de quelques millilitres
de sérum physiologique ou de milieu de transport virolo-
gique. L’écouvillonnage nasal est possible chez l’adulte,
mais a condition :

e d’humidifier le coton de I’écouvillon par immersion dans
le milieu de transport ;

e d’appuyer suffisamment le coton sur les parois des fosses
nasales pour détacher des cellules épithéliales ;

e de bien essorer les sécrétions dans le milieu de trans-
port.

Enfin le recueil, s’il est possible, de sécrétions trachéales
ou bronchiques est d’un grand intérét chez ’adulte, car ce
type d’échantillon est trés riche en cellules respiratoires. Les
conditions dans lesquelles s’effectue le recueil des sécrétions
nasales conditionnent U'efficacité diagnostique. La précocité
du prélévement par rapport au début clinique est essentielle,
quel que soit le virus. Dans la grippe expérimentale de
I’adulte par exemple, la réplication virale est maximale
48 heures aprés ’inoculation ; elle chute ensuite progressive-
ment avec trés peu de virus résiduels aprés six a huit jours
[13]. Dans U’infection a VRS, I’élimination nasale du virus est
plus courte et moins forte chez ’adulte que chez U’enfant
(respectivement trois a quatre jours vs cing a dix jours, et
<10® vs < 10° TCID50/ml) [14]. Plus les signes cliniques sont
accentués, plus le prélévement sera riche en virus, et la
recherche virale facilitée. Chez des volontaires infectés par
un virus influenza, le titre viral est de 10° a 10’ TCID50/ml
dans le lavage nasal s’ils sont symptomatiques, et inférieur a
10° TCID50/ml chez les sujets asymptomatiques, ou ceux pré-
sentant une infection minime des voies aériennes supérieures
[15]. Enfin, la cellularité de I’échantillon doit étre suffisante,
car la majorité des virus contenus dans le prélévement res-
tent dans les cellules ou sont adsorbés a leur membrane. En
raison de la fragilité des virus enveloppés et des cellules infec-
tées dans le milieu extérieur, les prélévements peuvent étre
transmis tels quels si leur acheminement est rapide
(< 2 heures). Sinon, ils doivent étre placés dans un milieu de
transport virologique, et conservés au froid, a 4 °C, pour un
transport n’excédant pas 24 a 48 heures, au moins pour les
recherches virales en IF ou culture. Si I’échantillon doit étre
congelé, la technique d’IF ne sera plus praticable. La tempé-
rature de congélation doit étre inférieure a -70 °C pour main-
tenir les virus viables, mais une conservation a -20° suffit pour
une recherche des acides nucléiques viraux. Au total, le pré-
levement nasal ou trachéobronchique doit rapporter une
quantité suffisante de sécrétions (au moins 200 pl); sa
richesse en cellules épithéliales doit étre vérifiée par la turbi-
dité du liquide dans lequel les sécrétions ont été exprimées,
et le transport doit étre protégé.

Antigénes viraux par immunofluorescence (IF)

La mise en évidence d’antigénes viraux par IF dans les cel-
lules infectées est en théorie la méthode la plus intéres-
sante a utiliser pour la recherche des virus. Simple a mettre
en ceuvre et économique, elle fournit en moins d’une heure
un résultat qui peut étre exprimé sous forme semi-
quantitative. Des anticorps monoclonaux sont disponibles
pour rechercher et identifier les virus influenza A et B, les
quatre virus para-influenza, le VRS, les adénovirus, et trés
récemment le hMPV. En revanche, il n’y a pas de recherche
possible pour les rhinovirus et les entérovirus, en raison du
nombre élevé de sérotypes et de l’absence d’antigene de
groupe ou d’anticorps disponibles a ce jour pour détecter
les cing CoV, le virus influenza type C et le bocavirus.
Chez Uenfant, UIF s’avére au moins aussi performante que
’isolement en culture, classiquement pris comme systéme
de référence. La fausse négativité d’un test d’IF résulte le
plus souvent d’un prélévement de mauvaise qualité. Chez
’adulte, la recherche virale par IF est souvent décevante.
Le VRS, par exemple, est détecté par culture ou recherche
d’antigéne dans moins de 50 % des cas chez les personnes
agées infectées [16]. Dans une étude réalisée a Caen sur
51 pneumopathies infectieuses en réanimation, la culture
ou les tests de détection antigénique directe détectent
moins d’échantillons positifs que la culture ou les tests
moléculaires : 11 positifs vs 17 [17].

La mise en évidence d’antigénes viraux par marquage
immunoenzymatique (IE) repose sur le méme principe que
UIF. Les tests d’IF et d’IE se pratiquent sur les mémes types
de prélévements et leurs niveaux de sensibilité et de spéci-
ficité sont comparables. Il existe moins de réactifs disponi-
bles en technique IE qu’en IF : ils sont limités a la détection
des virus influenza, du VRS, et récemment du hMPV. Des
tests IE unitaires, reposant sur un principe d’immunochroma-
tographie, sont disponibles pour identifier une infection a
VRS ou a virus influenza. Leur avantage est qu’ils sont utili-
sables « au lit du malade », permettant au clinicien d’identi-
fier un de ces deux virus en environ 15 minutes. Chez
I’enfant admis dans un service d’urgence pédiatrique, ils
peuvent participer a la décision d’hospitalisation [18]. Dans
un service de réanimation adulte on peut se poser la ques-
tion de leur emploi pour identifier une pneumopathie infec-
tieuse virale, notamment grippale. Le probléme majeur posé
avec ce type de tests de diagnostic rapide est celui de leur
sensibilité. Tous les kits actuels sont capables de détecter
tous les types de virus influenza, y compris les souches aviai-
res A/H5N1, mais leur sensibilité est nettement inférieure a
celle de lisolement en culture [19]. La sensibilité dépend
aussi du type et de la qualité du prélévement, de ’age des
patients, du type de maladie. L’utilisation de ces tests par
les praticiens sur le terrain peut étre acceptable pour la sur-
veillance des épidémies grippales [20]. Elle est beaucoup
plus problématique pour un diagnostic de pneumonie chez
un patient en réanimation. On peut éventuellement les uti-
liser en premiére intention, mais, que le résultat soit positif
ou négatif, il devra de les toutes facons étre controlé par
une technique de référence : culture ou PCR...

Isolement en culture de cellules
La recherche virale par isolement en culture de cellules a
des indications limitées. L’isolement en culture de cellules
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représente un systeme d’amplification virale, une seule
particule infectieuse pouvant, en théorie, aboutir a une
culture positive. Ayant dans ’absolu la sensibilité la meil-
leure, la culture a été longtemps considérée comme la
technique de référence. L’isolement des virus respiratoires
sur des cultures cellulaires est de moins en moins utilisé
aujourd’hui par les laboratoires de virologie non spécialisés
pour plusieurs raisons. La technique de cultures cellulaires,
déja délicate et exigeante, nécessite ici ’emploi de plu-
sieurs lignées cellulaires cultivées en paralléle, certaines
cellules étant plus adaptées que d’autres a l’isolement
viral. Par exemple, les cellules MRC5 permettent [’isole-
ment du VRS, mais non celui des virus influenza, et inverse-
ment, les cellules MDCK sont adaptées a l’isolement des
virus influenza mais non a celui du VRS, etc. De plus, des
techniques d’identification spécifiques (IF, séroneutralisa-
tion, méthodes PCR) s’ajoutent a ’isolement viral, compli-
quant la procédure et retardant le résultat. Ainsi, le délai
de réponse de la culture est toujours long, allant de 5 a
21 jours, ce qui est peu compatible avec une exploitation
rapide des données virales. Par ailleurs, il existe des fac-
teurs liés au prélévement, qui exposent a des résultats
faussement négatifs : facteurs chimiques inactivant les
virus, inhibiteurs de la croissance virale (anticorps, interfé-
rons, contamination bactérienne...). En dépit de ces fac-
teurs, U’isolement des virus respiratoires en culture est
plus performant que la détection antigénique directe, et
cela quel que soit I’age ou l’état clinique du patient. A
titre d’exemple, nous avons comparé la détection antigé-
nique directe par IF a U’isolement en culture sur 2150 aspi-
rations nasales d’enfants hospitalisés et infectés par un
virus respiratoire au cours de trois hivers successifs [10].
L’IF a détecté seulement 57 % des aspirations nasales posi-
tives. L’apport de la culture a permis la détection supplé-
mentaire de 30,5 % de virus influenza, 21,1 % d’adénovirus,
19 % de virus para-influenza, et la mise en évidence de 272
infections a rhinovirus, et 35 a CoV. Au total, la recherche
virale en culture reste intéressante pour le diagnostic des
infections virales respiratoires en réanimation en raison de
sa grande efficacité. Cependant, en raison de ses complexi-
tés et délais de réponse, il parait plus judicieux de Uutiliser
en deuxiéme intention, sur des échantillons qui auraient
été trouvés négatifs par les techniques rapides d’IF.

Diagnostic virologique moléculaire

La recherche du génome viral par hybridation simple sur
des sécrétions respiratoires, ou par hybridation in situ sur
des coupes histologiques est une méthode trop peu sensible
pour le diagnostic. Elle est intéressante pour localiser le
virus dans les pathologies pulmonaires complexes ou les
études physiopathologiques. Les méthodes d’amplification
génique (PCR) ont beaucoup d’avantages pour le diagnostic
des infections virales respiratoires, qu’il s’agisse d’ailleurs
d’enfants ou d’adultes, et qu’ils soient hospitalisés en réa-
nimation, ou non. En effet, elles sont capables de détecter
quelques virus ou équivalent-génomes (EG), par unité de
volume testée. Cette grande sensibilité est particuliére-
ment utile chez ’adulte ou la charge virale dans les sécré-
tions respiratoires est naturellement plus faible que chez
I’enfant. Les acides nucléiques viraux sont présents plus

longtemps dans les voies respiratoires des sujets infectés
que ne le sont les virus cultivables. Cette caractéristique
est intéressante chez les adultes, dont ’hospitalisation
dans les pneumopathies infectieuses est en général plus tar-
dive que celle des nourrissons. Enfin, les exigences concer-
nant le recueil et le transport des prélévements sont moins
fortes pour la recherche des acides nucléiques viraux
puisque les cellules (dans le cas de U'IF) ou les virus (dans
le cas de la culture) n’ont pas a étre préservés. Les techni-
ques PCR détectent également des particules virales incom-
plétes, non infectieuses. La charge virale mesurée en
EG/ml n’est donc pas superposable a celle mesurée en
TCID50/ml. Mais cette particularité n’est pas un inconvé-
nient pour le diagnostic, du moins a la phase aigué de la
maladie. Les méthodes PCR ont encore d’autres avantages.
Grace au choix de la localisation de la région amplifiée sur
le génome viral, on peut obtenir des outils PCR plus ou
moins spécifiques de U'espéce, du type ou de la souche
virale. On dispose ainsi de PCR identifiant, soit le virus ou
le genre viral (exemple : VRS, rhinovirus, adénovirus, enté-
rovirus), soit le type ou le sous-groupe viral (exemple : virus
influenza A ou B, VRS A ou B, virus para-influenza 3), soit le
sous-type (exemple : virus influenza A/H3 ou H1 ou H5,
adénovirus spB...). Il est possible également d’étudier la
variation génétique des souches par le séquencage des pro-
duits d’amplification et de mesurer la charge virale dans les
échantillons respiratoires. Enfin, les techniques de détec-
tion des acides nucléiques sont les seules autorisées pour
rechercher les virus hautement pathogénes que sont le
SARS-CoV ou les virus influenza A/H5N1, puisque U'on tra-
vaille dans ces cas sur des acides nucléiques, lesquels ne
sont pas directement infectants.

La supériorité des méthodes PCR sur les techniques
conventionnelles pour la recherche de chaque virus respira-
toire est établie depuis longtemps [21-23]. Mais compte
tenu du nombre de virus a rechercher, les méthodes PCR
dites « multiplex », capables de détecter simultanément
plusieurs virus respiratoires, sont trés intéressantes. Leur
supériorité a été bien montrée dans les infections respira-
toires de ’enfant hospitalisé, ou elles augmentent a la fois
la détection des virus respiratoires classiques et la recher-
che de virus respiratoires non ou trés difficilement
cultivables : CoV, hMPV, rhinovirus, virus influenza C, boca-
virus... [10,24-26]. Dans une étude réalisée chez 263 enfants
consultant aux urgences pédiatriques du CHU de Caen pour
une infection respiratoire aigué, nous avons comparé U’ effi-
cacité des méthodes conventionnelles d’IF, permettant la
détection de sept virus différents, d’IF et de culture, per-
mettant la détection de 13 virus, a des PCR multiplex pou-
vant détecter jusqu’a 15 virus [18]. Cent cinquante-cing
(57,6 %) aspirations nasales ont été trouvées positives en
IF, 188 (72,3 %) positives en IF et culture, et 242 (92 %) posi-
tives en PCR multiplex. Les techniques multiplex PCR
détectent 124 virus qui n’avaient pas été détectés par les
méthodes conventionnelles : 68 rhinovirus, 17 hMPV, 15
VRS, huit virus para-influenza, cinq CoV et deux virus
influenza. L' utilisation des multiplex PCR en routine est dif-
ficile en raison de leur complexité (plusieurs multiplex sont
nécessaires), de la longueur de la réalisation de la tech-
nique (qui comprend les phases d’extraction, de reverse
transcription, de PCR et de révélation par électrophorése
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ou hybridation), et de ’absence de standardisation,
puisqu’il s’agit uniquement de techniques <« maison ».
L’apparition récente des méthodes de PCR multiplex en
temps réel permet de gagner du temps sur les phases de
PCR et de révélation. Templeton et al. ont décrit deux
PCR multiplex en temps réel pour la détection de sept virus
respiratoires : virus influenza A et B, VRS, virus para-
influenza 1, 2, 3, 4. Ces méthodes ont détecté 20 virus sup-
plémentaires aux 67 souches virales isolées en culture : cing
virus influenza, huit VRS, sept virus para-influenza [27].
Kuypres et al. ont comparé des méthodes multiplex en
temps réel a la détection antigénique en IF sur 1138 échan-
tillons respiratoires d’enfants. Au moins un virus a été
détecté dans 436 (38,3 %) échantillons par IF, et dans 606
(53,4 %) échantillons par PCR (p < 0,001) [28].

Chez les adultes hospitalisés en réanimation, quelques
études récentes confirment la supériorité des méthodes
PCR sur les techniques conventionnelles pour le diagnostic
des pneumopathies infectieuses. La premiere, menée en
2004, a identifié un virus chez un tiers des patients (17/51)
non immunodéprimés et hospitalisés en réanimation pour
une pneumopathie grave: six virus influenza, trois VRS,
trois rhinovirus, deux adénovirus, un virus para-influenza,
un CMV et un virus herpés simplex [17]. La recherche virale
a été faite sur des aspirations nasales ou trachéales, et les
PCR étaient des techniques « maison », unitaires, recher-
chant huit virus. Neuf (17,6 %) virus respiratoires classiques
ont été détectés par les méthodes conventionnelles, et 15
(29,4 %) par les outils moléculaires. En 2005, Legoff et al.
ont utilisé une technique multiplex PCR commerciale et des
méthodes PCR « maison » pour rechercher dix virus respira-
toires dans 41 LBA de patients atteints de pneumonie, hospi-
talisés en réanimation [29]. Ils ont identifié seulement un
seul virus par ces méthodes conventionnelles (virus influenza
A), et 14 (29,8 %) virus par les PCR: huit virus influenza,
deux virus para-influenza, deux VRS, deux adénovirus.
L’étude de Carrat et al. a concerné 122 patients hospitalisés
dans un service de réanimation pour défaillance cardiorespi-
ratoire au cours de deux hivers successifs [30]. La recherche
virale a été faite sur des sécrétions nasales par des techni-
ques « maison » de PCR en temps réel pour détecter les virus
influenza, VRS et hMPV, et par des PCR unitaires pour les rhi-
novirus et CoV 229E et OC43. Vingt-deux prélévements (17 %)
ont été trouvés positifs pour un virus respiratoire : huit avec
un virus influenza, six un VRS, quatre un rhinovirus, deux un
hMPV et un avec un CoV OC43. L’étude prospective de Dau-
bin et al. a comparé des techniques moléculaires et des
conventionnelles [31]. Elle concernait 187 patients, intubés
et ventilés, admis dans un service de réanimation entre sep-
tembre 2003 et septembre 2004. La recherche virale était
faite sur des aspirations trachéobronchiques par des métho-
des conventionnelles d’IF et de culture et par des PCR multi-
plex « maisons » détectant 13 virus respiratoires. Quarante-
cing virus ont été détectés chez 41 (22 %) : 24 rhinovirus,
sept virus influenza, deux VRS, deux entérovirus, un virus
para-influenza 3, un adénovirus, un CoV 229E. Par ailleurs,
sept virus herpés simplex ont été isolés en culture, le plus
souvent en association avec un virus respiratoire. Dans
cette étude 65,7 % des virus respiratoires étaient détectés
par les PCR multiplex, et 34,3 % par les méthodes conven-
tionnelles.

Bien qu’il y ait de grandes différences dans les méthodo-
logies conventionnelles ou moléculaires utilisées dans ces
études, elles montrent toutes que les méthodes PCR sont
plus efficaces que les méthodes conventionnelles pour le
diagnostic des infections virales respiratoires chez les adul-
tes en réanimation. Elles identifient des virus qui ne peu-
vent pas étre trouvés par ces derniéres. Elles augmentent
la détection des virus respiratoires classiques lorsque la
charge virale de l’échantillon est faible. Ainsi, il a été mon-
tré que la plupart des échantillons trouvés négatifs en IF et
positifs en PCR contenaient un titre viral inférieur d’au
moins trois log. par rapport aux échantillons positifs en IF
et PCR [28]. Cette caractéristique de sensibilité est un élé-
ment important justifiant la place, certainement priori-
taire, des techniques moléculaires pour la recherche des
virus dans les infections respiratoires de ’adulte, notam-
ment en réanimation. Néanmoins, dans un laboratoire de
virologie clinique ou la rapidité, le colt modéré et la sim-
plicité des techniques sont des exigences prioritaires, le
meilleur choix est peut-étre d’utiliser séquentiellement
les techniques, en débutant par UIF, et en poursuivant la
recherche par les PCR multiplex en cas de négativité de UIF.

Les techniques de diagnostic des infections
virales respiratoires en cas
d’immunodépression

Chez les sujets immunodéprimés, la fréquence des pneumo-
nies dues aux virus respiratoires classiques (virus influenza,
VRS, etc.) ne parait pas plus élevée que dans la population
normale. En revanche, dans des situations de forte immu-
nodépression (greffe médullaire, traitement des rejets...),
et avec certains virus (VRS, virus para-influenza, adénovi-
rus), ’affection est plus grave et la localisation respiratoire
souvent a lorigine d’une dissémination hématogéne de
Uinfection. Les pneumonies virales des sujets immunodépri-
més sont plus souvent dues a des virus latents, 'immunodé-
pression favorisant a la fois la réactivation virale et son
expression clinique. Le CMV est considéré comme un agent
majeur de morbidité et de mortalité par pneumonie inter-
stitielle chez les sujets transplantés et ceux atteints de sida
[32]. Latteinte pulmonaire est fréquente (28 p. 100) dans
les varicelles graves des sujets immunodéprimés [33].
Linfection latente du tissu ganglionnaire par certains adé-
novirus (types 1,2,5,6...) est fréquemment réactivée en cas
d’immunodépression, et peut entrainer des infections dis-
séminées avec atteinte pulmonaire grave [34].

Le diagnostic virologique de ces pneumonies virales ne
fait pas appel a des techniques différentes de celles utilisées
chez 'immunocompétent. La recherche virale s’effectuera a
la fois sur les sécrétions bronchiques recueillies au début de
la manoeuvre conduisant au lavage bronchoalvéolaire (LBA),
et sur ce LBA. Par ailleurs, comme dans ces atteintes |’élimi-
nation des virus par les voies aériennes est plus prolongée
que chez le sujet immunocompétent (15 jours en moyenne
au lieu de six dans la grippe A, de 40 a 112 jours au lieu de
cing a sept dans Uinfection a VRS) et que la charge virale est
souvent élevée, les recherches virales directes, méme retar-
dées peuvent étre positives.
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Pneumonies a CMV

Il est particulierement difficile de porter le diagnostic de
pneumonie a CMV chez le sujet immunodéprimé [35]. Le
critére biologique traditionnel basé sur la détection d’inclu-
sions spécifiques dans les cellules est souvent pris en
défaut, car de telles inclusions sont trés rarement décelées
dans le LBA par rapport a celles trouvées dans le tissu pul-
monaire [36], et la biopsie pulmonaire est rarement dispo-
nible. Enfin, le nombre et la distribution des cellules répli-
quant le virus (porteuses d’inclusions) ne reflétent pas
Iimportance de laltération fonctionnelle du poumon,
puisque des cellules infectées de fagon abortive peuvent
contribuer a la lyse cellulaire [37]. En ’absence d’inclu-
sions, la pneumonie a CMV est probable lorsque le CMV est
le seul pathogéne décelé dans le LBA et que la maladie
répond favorablement au traitement antiviral. Par ailleurs,
on sait que l'isolement du CMV dans le LBA de certains
patients n’ayant pas de pneumonie a une valeur pronos-
tique importante, puisque, par exemple, les patients gref-
fés de moelle ont 70 % de risques de présenter une pneumo-
nie interstitielle a CMV si le traitement antiviral n’est pas
débuté a ce stade [38]. Ainsi, la mise en évidence du CMV
dans le LBA par isolement en culture ou détection de
séquences virales est utile au clinicien dans sa démarche
diagnostique et thérapeutique. La culture dite rapide, asso-
ciant centrifugation de Uinoculum sur les fibroblastes et
détection par immunocytochimie des antigenes trés préco-
ces donne un résultat en 24 a 48 heures qui peut étre quan-
titatif si on rapporte le nombre de cellules marquées a
I’inoculum. Il existe aujourd’hui des techniques standardi-
sées et commercialisées pour la détection par PCR et la
quantification du CMV dans les produits pathologiques.
Plus simples a réaliser et plus rapides, elles ont tendance
a remplacer Uisolement en culture dans les laboratoires.
Des études récentes sur la quantification, |’expression
génomique et la distribution du CMV dans les deux fractions
cellulaires et acellulaires du LBA fournissent des résultats
intéressants. La quantification de ’ADN CMV dans le LBA a
une grande valeur diagnostique, car elle est corrélée au
nombre d’inclusions présentes dans le tissu pulmonaire
[39]. D’autres auteurs ont montré que la quantité d’ADN
CMV présent dans le LBA est significativement plus grande
chez les patients atteints de pneumonie a CMV que chez les
excréteurs asymptomatiques [40]. De plus, la charge virale
déterminée dans le LBA est supérieure a celle du comparti-
ment sanguin chez les patients présentant une pneumopa-
thie a CMV [39]. En culture, le CMV est fréquemment isolé
des fractions cellulaires et acellulaires du LBA, mais la pré-
sence du virus dans les cellules est plus étroitement asso-
ciée a la pneumonie a CMV que sa présence dans la phase
acellulaire [41]. Des ARNm spécifiques de génes précoces
(IE1 ARNm) ou tardifs (gH ARNm) sont constamment trouvés
dans les pneumonies a CMV certaines ou probables, et
jamais décelés chez les excréteurs asymptomatiques, ou
les sujets séropositifs seulement. Enfin, il faut souligner
que si la recherche des marqueurs d’infection active a
CMV apporte la preuve d’une réplication virale (augmenta-
tion significative des anticorps IgG anti-CMV, ou présence
d’IgM, existence de fortes virémie, antigénémie ou charges

virales sanguines), elle n’en indique pas la localisation, et
ne permet pas de porter le diagnostic de pneumonie a CMV.

Pneumonies a adénovirus

Chez les sujets immunodéprimés, 'infection a adénovirus
est caractérisée par trois éléments. Les atteintes cliniques
sont nombreuses et variées : poumon, rein, foie, intestin.
Les localisations hépatiques et pulmonaires sont fréquen-
tes. Cette derniére aggrave le pronostic avec un taux de
mortalité de 60% [34]. Les sérotypes rencontrés sont
avant tout ceux induisant une infection latente du tissu
lymphoide : sérotypes 1,2,5,6 de ’espéce C ; mais des séro-
types rares, atypiques ou nouveaux, sont parfois en cause.
Enfin, le processus lésionnel pulmonaire, peut, comme dans
I’infection a CMV, ne pas étre directement lié a U'intensité
de la réplication virale, mais a des cycles infectieux incom-
plets [42]. Les pneumonies a adénovirus sont rares chez les
sujets immunodéprimés ou en réanimation [43].

Le diagnostic des pneumonies a adénovirus comporte
une recherche virale dans les sécrétions trachéobronchi-
ques et alvéolaires. La recherche directe en IF est une
méthode peu sensible dans le diagnostic de la pathologie
respiratoire commune a adénovirus de Uenfant, et il y a
toute raison de penser, que chez U'immunodéprimé, et si
I’infection est non permissive, elle ’est encore moins. Les
sérotypes responsables des infections respiratoires commu-
nes a adénovirus sont au nombre d’une dizaine, et en géné-
ral, isolables sur les systémes de culture traditionnels. En
revanche, pour les sérotypes rares, et a fortiori atypiques
(recombinants ?) ou nouveaux, la culture peut étre néga-
tive. Pour ces raisons, la recherche d’adénovirus par PCR
dans les sécrétions bronchiques et alvéolaires est néces-
saire pour le diagnostic des pneumonies a adénovirus chez
I’immunodéprimé. Il existe de nombreuses techniques, per-
mettant, soit la détection d’un adénovirus, soit l’identifica-
tion de Uespéce [44]. La recherche et la quantification
d’une virémie peuvent apporter des informations complé-
mentaires utiles au diagnostic [45].

Conclusion

L’identification d’un virus dans une atteinte respiratoire de
’adulte, qu’il soit ou non hospitalisé en réanimation, est
encore dominée en routine, par les méthodes immunologi-
ques de diagnostic direct et rapide. L’apparition de nou-
veaux anticorps monoclonaux pourra permettre d’élargir
le champ des investigations virologiques, mais il restera
toujours de nombreux virus non détectables par cette
méthode. De plus, la faible charge virale présente dans les
sécrétions respiratoires des atteintes de U’adulte limitera
toujours lintérét de la détection antigénique directe.
Dans ce contexte, il y a donc une grande place pour les
méthodes ultrasensibles, telles que U'isolement en culture
ou les méthodes PCR. Il est clair que la culture sera de
moins en moins utilisée et remplacée par des PCR multi-
plex, compte tenu du nombre et de la diversité génétique
des virus a rechercher. Mais, a ce jour, ces techniques PCR
multiplex restent encore d’une utilisation tres difficile en
routine. Il s’agit avant tout de techniques « maison », com-
pliqguées a mettre en ceuvre, nécessitant de nombreux
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controles dus a ’absence de standardisation et d’automati-
sation, et enfin d’un colt relativement élevé. Les méthodes
de PCR multiplex en temps réel représentent vraiment le
développement prioritaire des prochaines années. Le pro-
bléme de la validation clinique des résultats de PCR semble
aujourd’hui résolu, mais la persistance postaigué du VRS,
du hMPV ou des rhinovirus est intrigante [46-48].
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