UE8 – De l'agent infectieux à l'hôte
Jaffar- Bandjee
Date : 25/01/2017                                                                                   Plage horaire : 10h45 - 12h45

Promo : DFGSM2                                                                                    Enseignant : Jaffar Bandjee
Ronéistes :

GESLIN Philomène

WAZ Alexandra

Principaux moyens d’études

Mise en évidence des Agents infectieux

I. Bactériologie
A. Mission du laboratoire de bactériologie

B. Isolation de la bactérie responsable de l'infection
B.1. Examen microscopique

B.2. La culture : ensemencement et isolement

B.3. Identification
C. Tester la sensibilité de la bactérie aux antibiotiques afin d'adapter le traitement
C.1. Antibiogramme en milieu liquide

C.2. Recherche des AG solubles, TDR (nouveauté!)
D. Rôle de la biologie moléculaire pour les germes et/ou cas difficiles

E. Rôle de la sérologie pour le diagnostic rétrospectif
II. Virologie
A. Introduction en virologie

B. Mission du laboratoire de virologie
B.1. Infection hépatite A aigue

B.2. Infection hépatite B chronique
C. Les outils de diagnostic direct en virologie
C.1. La détection des pathogènes et des virus: immunofluorescence (IF), ELISA rapide, immunochromatographie = Tests de détection rapide = TDR
C.2. La détection du génome.

C.3. La culture virale

C.4. Le Microscope électronique.
D. Les outils de diagnostic indirect : la sérologie
D.1. La technique ELISA

D.2. Immuno-transfert, immuno-empreinte, western-blot

D.3. Génotypage : principales étapes

D.4. La technique d'amplification de la cible

D.5. Principales étapes du génotypage
Conclusion

Introduction à la microbiologie :
Le laboratoire est en charge de mettre en évidence les agents infectieux, il est nécessaire qu’il y ait une bonne collaboration entre les différents intervenants. (Exemple de demande d'analyses sérologiques pour la maladie de Lyme alors qu'elle n'existe pas à la Réunion). Le monde des pathogènes est complexe, les techniques également. Il faut un certain nombre de renseignements utiles fournit par le service clinique avant de rechercher quelque chose. Ceux-ci permettront de juger de la qualité du prélèvement, et de fait on doit avoir des renseignements cliniques (comme la date de prélevement, etc), notamment les traitements ; parce qu’ils peuvent interférer sur les résultats de l’analyse et donner une notion du contexte épidémiologique, mais également les antécédents familiaux, zone géographique, etc. De plus, la notion d'immunodépression est importante aujourd'hui
L’interprétation des résultats puis l’élaboration de la stratégie thérapeutique, doit être faite après qu’il y ait eu confrontation des résultats avec les données cliniques.
On doit avoir à l’idée qu’aujourd’hui on dispose de beaucoup d’examens, il est donc davantage nécessaire d’être pertinent dans leur prescription.

Ce cours concernant la mise en évidence des pathogènes, se distingue en 2 parties (car la microbiologie est vaste et hétérogène) : Il est classique de différencier la bactériologie, de la virologie.

Une bactérie c’est un être vivant unicellulaire, autonome, et leur grande particularité est d’être indépendantes et de pousser sur des milieux gélosés, des milieux artificiels ou des « bouillons » ( : milieux de cultures liquides dans lesquels on a mis des adjuvants ou sucres qui favorisent leur croissance) : on peut les isoler.
Les virus ce sont des morceaux de génomes qui sont des parasites « obligatoires », il n’y a pas de dépendance, on ne peut les cultiver qu’en milieu cellulaire. Cad qu’il faut que le virus pénètre la cellule pour pouvoir se multiplier (d’où « obligatoire »).

I. Bactériologie
A. Mission du laboratoire de bactériologie
Il existe néanmoins des cas où soit on arrive trop tard et la bactérie ne peut être isolée, ou des cas de bactéries « à pousses difficiles », ou encore des bactéries intracellulaires qui se comportent un peu comme des virus (avec des modes de détection analogues à ces derniers).[image: image1.jpg]



Pour ceux-là on a donc le rôle du diagnostic indirect : la sérologie, qui permet un diagnostic rétrospectif : il s’agit de la mise en évidence des anticorps dirigés contre un pathogène.

On a aussi mis en place des tests rapides, qu’on utilise aussi bien au cabinet du médecin qu’en laboratoire, qui permettent la mise en évidence des antigènes, pas vraiment du génome mais des antigènes exprimés au niveau de la membrane de la bactérie.

Puis on verra enfin le rôle de biologie moléculaire pour les cas difficiles où la mise en évidence se rapprochera du cas des virus.

Le prélèvement devra répondre à des conditions générales :

· se faire dans les règles de soins et d’hygiène.
· avant l’administration d’antimicrobiens. En effet si l’on met des antibiotiques qui ne sont pas complètement adaptés à la bactérie, cet antibiotique pourra empêcher la pousse de la bactérie. Il ne sera pas responsable de l’élimination de la bactérie de l’organisme, mais empêchera ou rendra difficile sa mise en évidence sur les milieux.

· Se fera le plus tôt possible dans le processus infectieux. Parce que dans l’histoire même de la maladie (HDM) dès qu’on contacte un agent pathogène, au bout de de 36-48h, les défenses non spécifiques de l’organisme interagiront, puis à partir du 6e-7e jour, le début de l’apparition des anticorps notamment des IgM, ce qui pourra bloquer la croissance des bactéries. “il y a une immunité qui se met en place”.
· Au plus près du foyer initial (ou des lésions secondaires)
· Eventuellement au niveau de la porte d’entrée et sur les voies d’excrétion. Cad qu'il faut savoir de quelle infection il s’agit, par exemple, si l’on pense à une pneumopathie, un pneumocoque ou un légionnel, et que ce n’est pas évident en urgence d’aller fibroscoper le patient pour récupérer les sécrétions bronchiques, il faut savoir que dans ce type d’infections, il y a une libération d’antigènes au niveau du sang, et une élimination de ces antigènes dans les urines. À ce moment-là on fera le diagnostic au niveau des voies urinaires.
Il est également important :

- d’éviter la contamination des prélèvements (symbiose/communautarisme entre les bactéries commensales de notre flore physiologique que ce soit buccal, digestive, épidermique, cutanée … et entre nous-même) Il faudra donc savoir éliminer tout risque de contamination de cette flore, parce que sinon on ne saura pas ce qui est pathogène.

Exemple du prélèvement urinaire en cas d’infection urinaire : Délicat du fait du passage par les zones génitales riches en flore commensale. Il nécessitera donc une vigilance sur le nettoyage de ces zones avant le prélèvement. Et c’est pour cela qu’on prélèvera les urines « au milieu du jet », le premier servant à nettoyer le canal urinaire, et celle prélevée représentant l’urine vésicale, soit le lieu de l’infection urinaire à étudier.

Exemple des hémocultures : cela consiste à aller rechercher la bactérie dans le sang, qui peut être responsable d’une septicémie ou d’une bactériémie. Il faut savoir que lorsque l’infirmière traversera la peau pour aller récupérer le sang, il y a à peu près 15 à 20% des hémocultures qui reviennent contaminées par la flore cutanée (staphylocoque épidermidis)…

Quand il s’agit de quelqu’un qui vient de l’extérieur, pour lequel on fait des hémoc’ (3 flacons aérobie/anaérobie…) et qu’on a un seul des flacons qui pousse, on peut penser que c’est une contamination. Mais lorsqu’on a un patient hospitalisé, qui a un cathéter veineux ou urétral, qui pourrait être une porte d’entrée cutanée (le dispositif pourra être contaminé par ce staphylocoque commensal et être à l’origine d’une septicémie lui-même) à ce moment-là difficile de faire la différence entre la contamination et l’infection.

 D’où l’importance du respect des contraintes dites pré-analytiques.
Termes de laboratoire à connaître :
· Pré-analytique : tout ce qui est du prélèvement, ce qui se passe dans les services. (Sauf dans le privé où c’est fait au laboratoire.)
· Analytique : lorsqu’on utilise les moyens techniques pour mettre en évidence.
· Post-analytique : le rendu du résultat.
Le travail du biologiste sera alors de donner toutes les recommandations nécessaires à la bonne réalisation du prélèvement.

Respect des règles d’hygiène Matériel stérile à usage unique. Dispositifs spéciaux.

Décontamination de la surface à prélever.
La prof parle ensuite des demandes d’analyses ou prélèvements à visée bactériologique courantes / et des demandes spéciales à l’hôpital (p.ex. pour rechercher les BK (Bacilles de Koch), les coprocultures etc.) ou celles qui peuvent selon le contexte nécessiter une mise sous antibio’ préalable et qui ne sont pas faites systématiquement.
Si on a un tout petit échantillon et que le temps de transport excède 30min, il faudra conditionner le prélèvement, notamment utiliser des milieux de transports (le cas échéant les résultats seront discutables, risque de dessèchement de certaines bactéries.)
Portagerm : milieu de pH tamponné qui permet de protéger les bactéries. (utilisé pour le pus et les  prélèvements cutanés).

Attention : pas de milieu de transport exisant pour le milieu respiratoire et le LCR (liquide céphalo-rachidien) d'où la nécessité d'être rapide.
B. Isolation de la bactérie responsable de l'infection
On arrive maintenant au diagnostic bactériologique classique qui représente 80% des bactéries, et la 1ère phase de ce diagnostic est l’examen macroscopique. 
B.1. Examen macroscopique

On regarde globalement l'aspect du prélèvement:

· Trouble (présences de leucocytes)

· Hématurique (présence de sang dans les urines) ou non 

· Odeur (caractéristique des germes anaérobies) 

· Consistance (d’une selle) 

B.2. 
Examen microscopique
On fait ensuite un examen microscopique qui est effectué directement sur le prélèvement. On a les résultats le jour même (1h30 voire 2h après l’arrivée du prélèvement). On va essayer de détecter la présence de bactéries (l’agent pathogène recherché), et la présence de polynucléaires neutrophiles, soit la réaction inflammatoire qui permet d’affirmer la probable infection.

Cet examen microscopique comprend différentes phases :

► Examen direct à l’état frais :
Tout d’abord, l’examen direct à l’état frais. On va prendre un échantillon du prélèvement que l’on dispose entre une lame et une lamelle. Cette préparation (étalement) est observée au grossissement X40.
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Cette première observation, nous apporte un regard global de ce que l’on a dans notre prélèvement, c’est-à- dire :

· Présence de bactéries

· Forme des bactéries : des bâtonnets, en coques …

· Densité

· Mobilité

· Regroupement
Cet examen permettra avant d’avoir la culture bactérienne et l’identification complète, d’avoir déjà des éléments qui permettent d’aider le clinicien à instaurer un traitement antibiotique.

► Examen direct après coloration de frottis :
Cet examen direct est réalisable après coloration de frottis séchés et fixés à l’éthanol à 95°C.
On réalise un frottis sur notre prélèvement que l’on fixe et qu’on colore. On a 3 grandes colorations très utilisées en bactériologie :

· La coloration de GRAM.

· La coloration de Ziehl-Nielsen (pour les mycobactéries)

· La coloration de May-Grunwald-Giemsa ou MGG.
· La coloration de Gram (la plus fréquente/systématique) :

C’est une coloration de base, elle nous permet une première orientation, de classifier les bactéries.

Cette coloration est une coloration différentielle permettant de distinguer les bacilles GRAM+ des bacilles
GRAM- .
Etapes de la coloration :
· A partir de notre frottis où l’on peut avoir des bacilles (bactéries allongées) ou des coccis (bactéries rondes), on réalise une coloration par le Crystal violet qui colore toutes les bactéries en bleu/mauve.

· On fixe cette coloration par un traitement à l’iode.

· Puis l’on fait une décoloration à l’alcool (l’acétone). A partir de ce moment, on a deux possibilités :

· Soit la bactérie ne se décolore pas et reste donc violette : GRAM +
· Soit la bactérie se décolore : car ce sont des bactéries qui ont une paroi très mince.
Cependant, si on en reste là, on n’observera uniquement les bactéries Gram +.
· On réalise donc une contre-coloration par la safranine qui est un colorant rose, colorant les bactéries décolorées c’est-à-dire les GRAM – en rose.
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Les intérêts de la coloration sont de nous indiquer :

· la forme des bactéries : coccis ou bacilles…

· et le type de bactérie : GRAM + ou GRAM -.
Remarque : Lorsqu’il s’agit de pus polymorphe, cette mise en évidence n’a pas une réelle importance car on sait qu’il y’a un germe.

Mais dans des milieux dépourvus de germes comme des prélèvements de LCR (en fonction de l’âge et du GRAM), d’hémoculture, la mise en évidence d’un type de bactérie est primordiale car elle permettra au clinicien d’instaurer de façon orientée l’antibiothérapie en attendant les renseignements complémentaires et définitifs.

· Coloration de Ziehl-Nielsen :

C’est une coloration identifiant les mycobactéries acido-alcoolorésistants. L’ensemble des bactéries ne résiste pas à un traitement par la coloration de Ziehl-Nielsen.[image: image4.jpg]



Les étapes de la coloration de Ziehl-Nielsen sont :

· Coloration par fuchsine phéniquée.

· Précipitation par la chaleur.

· Elution par acide puis alcool.

· Recoloration par bleu de méthylène.
Observation des mycobactéries acido-alcoolorésistants 
Ainsi, la première étape d’une recherche de mycobactéries dans les prélèvements est la coloration de Ziehl- Nielsen.

· Coloration de May-Grunwald-Giemsa:[image: image5.jpg]



La coloration au MGG permet de bien colorer les cellules et de faire une formule cellulaire, notamment dans les prélèvements de LCR, les sécrétions bronchiques... La formule cellulaire nous permettra de voir l’importance et la morphologie des cellules, dire s’il s’agit plutôt de lymphocytes, monocytes ou PN. On a le noyau en bleu foncé, et le cytoplasme en rose: important, car nous permet de faire une formule sanguine.
Il est important d’identifier la présence de pus dans le prélèvement qui est synonyme d’une prolifération de polynucléaires.  (Important : Signe d'infection bactérienne)
Cette identification de pus (prolifération de polynucléaires) permettra de dire qu’il y’a des bactéries pyogènes. (La présence de PNN altérés est en faveur d’une infection bactérienne dite pyogène)

Définition de pyogène : (gène = donner ; Pyo = pus) Un micro-organisme pyogène est un micro-organisme possédant la capacité de provoquer une accumulation locale de polynucléaires neutrophiles (variété de globules blancs) augmentant en cas d’infection. (Cas des staphylocoques, entérobactéries)

Par contre, on peut avoir d’autres types d’infections avec réaction inflammatoire où l’on a uniquement des lymphocytes. Il s’agit essentiellement d’infections dus à des virus ou des infections par des bactéries intracellulaires.
L’examen (macroscopique et) microscopique des résultats permettra donc de dire si :

· on a une flore polymorphe ou monomicrobienne,

· si l’on a des coccis ou des bacilles,

· s’ils sont mobiles ou non,

· Gram + / -
Et nous permettra d’avoir des renseignements pour savoir s’il faudra ajouter des milieux complémentaires pour ensemencer le prélèvement, pour la mise en évidence des bactéries, et enfin des renseignements pour l’instauration du traitement antibiotique.

B.3.
La culture : ensemencement et isolement
Une fois l’examen microscopique réalisé, on ensemence.

· Sur différents milieux* :

· solides (boîte de Pétri), (on parle de gélose)

· liquides (« bouillons »)
· enrichis (en vitamines permettant la pousse de certaines bactéries fragiles)

· sélectifs (ex de la coproculture : milieux avec des acides biliaires permettant d’inhiber la flore commensale pour isoler les agents pathogènes)

En aérobiose et parfois en anaérobiose selon le type de prélèvement :

· Si pus cutané superficiel : on ensemence en aérobiose.

· Si profond : aussi bien en aérobiose qu’en anaérobiose.

· Colonies en milieu solide et trouble en milieu liquide.

· Isolement impératif pour distinguer les différentes espèces présentes.

Et aussi des fois techniques de “ré-isolement”
*certaines espèces requièrent des milieux et des conditions de mise en culture spéciaux (mycobactéries, Rickettsies, chlamydia, les méthodes pourront s’apparenter à la mise en évidence de virus, nécessitant des cultures cellulaires)
La culture : les résultats sont obtenus habituellement en 24h, mais parfois il faut plusieurs jours notamment pour les bactéries difficiles (à pousse lente, etc.) ou plusieurs semaines (notamment pour les mycobactéries (15 à 21 jours). Pour certaines ça va jusqu'à des mois car il nous faut un minimum de 106 bactéries/ml.

Elle permet de faire :

· La détection  des bactéries qui n’ont pas été observées à l’examen microscopique.

· L’appréciation quantitative des bactéries présentes.

· L’identification des différentes espèces et si nécessaire l’antibiogramme. (travail d’analyse du biologiste)
L’ensemencement : une bactérie se multiplie quand on la met sur une gélose (boîte de Pétri) et donne une colonie que l’on appelle aussi UFC pour Unité Formant Colonie.

On ne peut travailler sur une colonie, que si elle est complètement isolée. On ne peut pas travailler sur un mélange de colonies, que ce soit pour l’identification ou l’antibiogramme.

C’est ce qu’on appelle l’ensemencement par épuisement.
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· Le milieu Drygalski :
Il contient du cristal violet, c’est une gélose, un milieu sélectif qui permet de freiner la flore commensale digestive pour permettre aux pathogènes de pousser. Il contient donc des antibiotiques contre les entérobactéries (bacilles GRAM -) et favorise ainsi la pousse des GRAM +.

· [image: image7.jpg]


La gélose Columbia :

C’est un milieu sélectif. Le terme « Columbia » est dû à la présence d’acide Nalidixique qui inhibe les bactéries GRAM – et favorise la pousse des coccis des GRAM +. (Pour isoler les Salmonelles)

B.4.
Identification
→ Pour l'identification classique on va regarder l'aspect des colonies, l'hémolyse, les conditions de culture, la mobilité … tout cela permettant de déterminer le type de bactérie.

Une fois l’isolation faite, on passe à l’étape d’identification bactérienne. Elle s’effectue par l’étude des caractères culturaux (aérobies, milieux, etc.) et biochimiques (on étudiera donc le profil enzymatique, les substrats que peuvent utiliser la bactérie _glucose, gélatine, etc, ...), et cette combinaison nous donnera l’identification de la bactérie.

C’est ce qu’on appelle des trousses d’identification commercialisées (gammes API). Habituellement, il faut au moins 18h, en une journée : la colonie, le lendemain : l’identification.
Mais récemment, une nouvelle technologie est apparue : la spectrométrie de masse qui nous permet de gagner une journée : en quelques minutes on saura de quelle bactérie il s’agit.

Quelques éléments permettront l’orientation du clinicien tels que :

-  Aspect des colonies

- Gram
- Hémolyse

· Les conditions de culture (aérobie/anaérobie)

· Mobilité

· Type respiratoire (savoir si anaérobie stricte ou aérobie stricte)
· Les tests enzymatiques :[image: image8.jpg]



Principe du test de la catalase : On met des réactifs au contact de colonies, ce qui produira des bulles, nous indiquant que la bactérie possède une catalase. Test de l’optochine : Parmi les milliers de streptocoques qui existent, le pneumocoque (pathogène) est lui, sensible à l’optochine. Cette dernière l’empêchera de pousser.

Les caractères biochimiques réalisent un Auxanogramme : permet de caractériser l’aptitude à la croissance d’une bactérie ou d’autres micro-organismes en milieu synthétique supplémenté avec divers substrats, sources uniques de carbone et d’énergie.

Cela permettra de savoir quels substrats la bactérie est capable d’utiliser, et quelles enzymes elle possède.[image: image9.jpg]



Etude de la fermentation des sucres 
· Galerie API :
Ici c’est l’étude du patrimoine enzymatique de la bactérie, suivi de l’étude des substrats qu’elle peut utiliser (notamment des sucres). Certaines cupules seront positives, d’autres négatives, nous donnant un score, qui nous permet d’avoir un code qui par rapport au registre nous dira de quel type de bactérie il s’agit.
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Une galerie API est un ensemble de petits tubes prêts à l’emploi permettant l’identification de micro-organismes par la réalisation rapide et facile de tests biochimiques miniaturisés (auxonogramme)

Tout ceci a aujourd’hui été rénové par :
· La spectrométrie de masse Maldi-Toff :
Un instrument de type MALDI-TOF est un spectromètre de masse qui couple une source d’ionisation laser assistée par une matrice (MALDI, Matrix- Assisted Laser Desorption/ Ionisation) et un analyseur à temps de vol (TOF, Time-of-flight mass spectrometry). Cette technique permet une identification de l'ordre du quart d'heure (véritable révolution par rapport à la précédente). 
Notre cible est bombardée par un laser assistée par une matrice entrainant une désorption et une ionisation des particules, des protéines.

Etapes du MALDI-TOFF :
· Sur la matrice est mise notre colonie.

· Le laser bombarde la matrice. (Libérant des particules notamment toutes les protéines de la bactérie)
· Désorption et ionisation des protéines qui vont traverser le champ magnétique.

· En fonction de son poids moléculaire, elle va aller plus ou moins vite. (Plus elles seront légères, plus elles iront loin)[image: image11.jpg]



Le temps de vol permettra donc de caractériser chaque type de protéine. Ainsi l’ensemble de ces temps de vol va donner un spectre qui sera caractéristique d’une bactérie précise.

La spectrométrie de masse MALDI-TOF permet l’identification des bactéries par analyse de leurs protéines totales (protéines ribosomales et protéines associées aux membranes) et des levures également.
C. Tester la sensibilité de la bactérie aux antibiotiques afin d'adapter le traitement
Maintenant qu’on a notre bactérie, on réalise l’étude de sensibilité aux antibiotiques par la réalisation d’un antibiogramme. Ça aide à la mise en place du traitement spécifique. 24H d'incubation sont nécessaires préalablement à la lecture de l'antibiogramme. Il aide à la mise en place du traitement spécifique :
· indispensable en cas d’échec ou de rechute.

· Utile pour les espèces concernées par la résistance acquise*.
→ Résistance naturelle = innée, partagée par toutes les souches d’une même espèce

→ Résistance acquise = que la bactérie va acquérir sous la pression des antibiotiques, concerne seulement certaines souches de l’espèce.
Parenthèse historique …
Les antibiotiques ont été découverts de façon fortuite par Alexandre Fleming… (« Il est parti en weekend, il était pressé, il a laissé ses boîtes alors que y’avait des champi, et quand il est revenu il a dit « Zut alors ! Mes staphylocoques contaminés par un pénicillium… ! » Ahah… »)  Le pénicillium sécrète une substance antibactérienne inhibant la pousse des bactéries.
C.1. Antibiogramme en milieu liquide
On a un témoin dans lequel on ne met rien, puis on met des quantités croissantes d’antibiotiques dans l’autre éprouvette. On voit dans cette dernière A2 qu’il y a une concentration d’antibiotique qui va inhiber complétement la croissance bactérienne. Ceci défini la concentration minimale inhibitrice. Il y a des règles d’utilisation pour dire si notre bactérie est résistante, sensible ou intermédiaire, grâce au CMI. 

On  va chercher si la bactérie est bactériostatique, càd qu’elle empêche la croissance mais la bactérie est là. Par contre, elle est bactéricide quand il y aura une décroissance. 

Il faut connaitre la CMI et la CMB car ceci permet d’avoir des règles pour nous dire qu’un antibiotique est efficace ou pas sur notre bactérie. 

Ceci était le gold standar mais en laboratoire, on fait antibiogramme ou bien liquide mais de façon automatisée ou alors en milieu gélosé (“nous on le fait toujours en milieu gélosé). 
Ronéo de l’année dernière pour une meilleure explication : dans les laboratoires, ils préfèrent l’antibiogramme en diffusion en milieu gélosé :
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On a une bactérie ici, qui est résistante à la famille des Béta-lactamines mais aussi d’autres qui y sont sensibles et donc ne poussent pas.
C.2. Recherche des AG solubles, TDR (nouveauté!)
C’est un test de détection rapide. On peut l’utiliser pour les urines, le LCR, etc. On va utiliser des AC connus spécifiques de la bactérie et ce résultat est rapide (1-2h).
Limites: manque de sensibilité
Pour :

· des infections à bactérie de croissance difficile (légionnelle, pneumocoque)

· des infections décapitées (méningite) (C’est par exemple, un patient qui est malade et on ne fait pas d'hémocultures, on lui administre directement un antibiotique sans s'assurer de l'étiologie de sa maladie)
Ça marche bien pour les infections à Légionnelle ou Pneumocoque parce que le patient va libérer beaucoup d’AG dans ses urines, donc pas de problèmes de positivité.

Ça fonctionne moins bien pour les bactéries qui provoqueront une faible libération d’AG : la réaction sera alors faussement négative, donc non utilisable (non fiable). Partie à mettre en D ?
D. Rôle de la biologie moléculaire pour les germes et/ou cas difficiles
La place de la biologie moléculaire en microbiologie se développe. On peut donner de nos jours des grandes orientations de ces techniques en bactériologie. Ainsi, on réserve la biologie moléculaire pour :

· Bactérie d’identification délicate (pour lesquelles les outils actuels notamment les auxanogrammes sont peu performants, ou bactéries émergentes pour lesquelles on n’a pas beaucoup d’expertise), croissance lente (Mycobactéries), de culture fastidieuse (Bordetella : l’agent de la coqueluche, qui dans une technique utilisée autrefois mettait en jeu une gélose à préparer extemporanément qui devait contenir du sang frais de mouton…  contraintes ++), sur cultures cellulaires (Chlamydia)
· Echantillons avec culture négative ( : soit le patient a reçu 1 ou 2 doses d’antibiotiques, d’où des problèmes de pousse, soit trop peu de bactéries présentes, soit la bactérie ne pousse pas sur la gélose…)
· Pathogènes non cultivables (même pas sur milieu cellulaire) comme le Tropheryma whipplei, à l’origine de la maladie de Whipple.
· Rapidité du résultat : recherche de gènes de résistance (mecA), production de toxines (Clostridium)
Question élève (2013-2014): Le plasmide est de l'ADN extra-chromosomique que les bactéries peuvent s'échanger, donc il y a un risque épidémique. C'est-à-dire que l'on va avoir une résistance car la bactérie a son propre génome, et à côté il va y avoir son plasmide. Le plasmide peut être porteur de résistance voire de multi-résistances et aujourd'hui, on sait que ces bactéries porteuses de multi-résistances vont échanger avec les autres bactéries.

Exemple de l’intérêt de la biologie moléculaire pour le diagnostic de la coqueluche :
Ronéo de l'année d’avant : La bactérie Bordetella à l’origine de la Coqueluche nécessite des cultures spécifiques. Il est donc compliqué de réaliser la méthode classique pour cette bactérie.
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Ce schéma, nous montre qu’avec la méthode classique, le diagnostic s’établit en 10jours, alors qu’en utilisant les techniques de biologie moléculaire, on peut avoir une réponse en 3H avec une PCR en temps réel et une réponse en 24-48H avec une PCR classique.

Dans les laboratoires, on privilégie la PCR en temps réel car elle donne une réponse plus rapide (dans la journée).

L'intérêt est manifeste puisque la coqueluche est contagieuse: le patient ayant la coqueluche va énormément tousser et va très rapidement contaminer son entourage. C'est pourquoi il est important d'avoir les résultats rapidement, et ne pas attendre 10 jours.

Il s’agit d’un diagnostic direct.
E. Rôle de la sérologie pour le diagnostic rétrospectif
Il s'agit d'un diagnostic indirect.
Question : Concernant Listeria chez la femme enceinte on doit la rechercher dans les hémocultures, son seul intérêt est qu’elle peut donner la congoencephalite (c’est une atteinte de l’encéphale) il est donc très difficile de faire une ponction d’où la sérologie, donc pour la femme enceinte pas de sérologie de Listeria. Mais on peut rechercher l’impact de Listeria chez un fœtus mort mais pas d’un point de vue diagnostic de la femme enceinte.
Sérologie = recherche d'anticorps.
Cela se fait sur du sang prélevé dans un tube sec stérile. Mais il faut vraiment une sérologie importante et urgente pour qu'elle soit faite dans les 24-48h (en général, ça se fait une fois par semaine.)
Pour l'interpréter, il faut en général 2 prélèvements pour mettre en évidence la montée du taux des anticorps:

· Un, le plus tôt possible (au début) = sérum précoce
· un autre, une semaine à 15 jours plus tard = sérum tardif
C’est l’évolution de ces 2 qui va nous permettre de mettre en évidence la montée des Ac ou l'apparition des IgM suivie d'une montée des IgG dans le temps. Si oui, ça atteste que le patient est dans un processus d'infection aiguë.
En bactériologie, la sérologie est réservée aux cas de diagnostics directs difficiles (ex: brucellose, légionellose, mycoplasmes, chlamydia…). Elle est très utilisée en virologie et parasitologie. Virus = être très simple, incapable de se multiplier seul.

Ils n'ont pas de matières premières, pas de sources d'énergies, pas d'enzymes, seulement l'information génétique. Pour leur réplication ils utilisent la machinerie de la cellule infectée.

La sérologie ou le diagnostic indirect dans les infections bactériennes peut être utilisée pour :
· La mise en évidence de pathogènes difficiles comme pour Treponema pallidum (bactérie à l’origine de la Syphilis qui est un tréponème et qui est spiralée). Dans ce cas, le diagnostic est essentiellement réalisé par la sérologie.

· La mise en évidence de pathogènes lorsque les prélèvements sont invasifs comme les rhomboencéphalite listérienne (atteinte de l’encéphale d’où la difficulté du prélèvement). On recommande donc de faire la sérologie Listeria.

· Les infections décapitées comme le Staphylocoque, et pour pas mal d'infections respiratoires. Ronéo de l'année dernière: Définition infection décapitées : Le patient à une infection et le médecin donne des antibiotiques à l’aveugle à spectre large. Si ce patient arrive à l’hôpital, alors on arrête l’antibiothérapie. Mais cette antibiothérapie empêche la bactérie de se développer lors des prélèvements, c’est ce qu’on appelle les infections décapitées.

· Le diagnostic est rétrospectif: En bactériologie, on a quelques cas de sérologie, mais souvent, c'est très compliqué: ce n'est pas pour un diagnostic d'urgence mais pour un diagnostic rétrospectif: on ne va pas attendre le résultat de la sérologie pour changer le type d'antibiotique que l'on va donner au patient. On prend d'abord en charge, puis on fait l'examen sérologique pour conforter notre diagnostic.
Les différentes méthodes de la sérologie sont :

· La réaction d’agglutination.

· La réaction de fixation du complément.

· L’immunofluorescence.

· Les ELISAs: Aujourd'hui, cette méthode est beaucoup utilisée en laboratoire.
Il faut savoir qu'avant, tous ces outils de biologie moléculaire, de mise en culture et les outils très spécifiques n'existaient pas. Aujourd'hui, notre principal travail est de savoir quelles sont les sérologies inutiles.

La prof insiste: aujourd'hui, on ne sait pas pourquoi les médecins nous demandent de faire une sérologie. A chaque fois, le laboratoire demande l'intérêt, le contexte pour voir si la sérologie est vraiment utile ou si ça ne sert à rien.
Beaucoup de sérologies sont inutiles ou apportent peu comme pour :

· Bordetella : Pour la coqueluche, il est préférable d’aller chercher la bactérie au niveau du pharynx.
· Haemophilus :
· Klebsiella : appartient à la flore commensale digestive.
· Listeria (pas d'intérêt sauf si tableau de rhombo-encéphalite)
· Mycoplasma génitaux :

· N gonorrhoae,
· Pasteurella (infection cutanée),
· Shigella,

· Staphylocoque,

· Streptocoque (fait partie de la flore commensale),
· Mycobactéries
Pour les mycobactéries, il en existe tellement qu'il est très dur d'interpréter la sérologie quand on a détecté des mycobactéries, c'est-à-dire de faire le lien entre le résultat de la sérologie et la pathologie. Il faut retenir que dans les infections bactériennes, il y a peu d’indications à la sérologie.
Séroneutralisation : Le principe est d'inhiber le développement de l'ECP (effet cytopathogène) d'un virus en présence de dilutions croissantes du sérum du sujet à tester. On a une réaction de référence car les Ac neutralisants sont parmi les plus spécifiques.
Inhibition → Présence d'Ac neutralisants. C'est une réaction fastidieuse car elle se pratique en culture de cellules.

Pas de question sur la séroneutralisation. 
Il faut savoir qu’en bactériologie, le gros c’est la mise en évidence de la bactérie, et puis de plus en plus de biologie moléculaire et moins de sérologie. 

II. Virologie
A. Introduction en virologie :
La bactérie est un être autonome ayant une auto-croissance et qui est de l’ordre d’1µm.

Les virus sont 1000 fois plus petits. Ils sont de l’ordre du nanomètre. Les virus sont considérés comme des
particules non autonomes. Ce sont des organites. 
D’où un diagnostic différent pour la virologie.
Les maladies virales sont connues depuis des millénaires. (Par exemple la variole, les hépatites.)
Donc jusqu’aux années 50, il y avait très peu d’analyses virologiques. On savait qu'il y avait quelque chose qui était transmis et qui n'était pas bactérien, mais ce quelque chose n'était pas identifié: La preuve d’une infection virale n'était pas apportée. De plus, les traitements antiviraux n’étaient pas encore existants. 
Mais dans les années 80, avec les importantes avancées comme la culture virale (années 60-70) et l’arrivée de la biologie moléculaire, l'analyse diagnostique a fait un bond en avant: à ce moment-là, on va être capable de mettre en évidence ces agents pathogènes et leur génome.

Puis, on a su fabriquer des Ac monoclonaux et cela a permis une meilleure précision des tests de sérologie (ex: tests ELISA). Grace à une spécificité augmentée.

Les technologies ont permis l’automatisation des techniques ardues et la miniaturisation des tests de sérologie ainsi aujourd’hui on peut faire plusieurs tests simultanément.

L’ensemble de ces avancées a permis le développement de la virologie.
Le virus est un être très simple, non autonome, incapable de se multiplier tout seul. Il n'a :

· pas de matière première

· pas d'enzyme

· pas de source d'énergie

· seulement une information génétique entourée et peu protégée par une capside virale.
Pour se reproduire (c'est-à-dire la réplication), il va détourner et utiliser la machinerie de la cellule infectée: il a donc besoin obligatoirement d'un parasitisme cellulaire.

B. Mission du laboratoire de virologie
La mission du laboratoire de virologie est de faire un diagnostic d’infection virale chez un patient, en utilisant les marqueurs viraux adéquats, sinon le virus ne va pas se multiplier.

Son intérêt est d'apporter la preuve de l’origine virale de l’infection. Soit dans le cadre :
1. du diagnostic d’une infection aiguë. (pour savoir si on doit mettre des antibiotiques, des antiviraux (très rare) souvent ce sont des tableaux cliniques « bato » (syndrome grippaux) d’où l’importance de faire le diagnostic pour savoir si il est infectant pour son entourage. Aigue à moins d’une semaine. 

2. puis du suivi de l’infection virale, on a besoin de savoir comment le patient évolue avec son traitement comme dans une hépatite

3. du diagnostic d’une infection chronique. En effet, à la différence des bactéries chez les virus on peut avoir des infections chroniques car les virus sont des organismes intracellulaires donc ils peuvent se cacher, ainsi il est difficile malgré les traitements d’en enlever toutes traces (le VIH, les hépatites B et C). Chronique si supérieur à 3 semaines. Peut être impliqué dans des cancers (cancer du col et papillomavirus). 
4. suivi et traitement d'une infection chronique par les différents outils performants qui disent si le virus est toujours présent et si il est toujours actif.
Indications : infection sévère (encéphalite), infection chez l'immunodéprimé (fièvre chez le transplanté) ou fragile (bronchite asthmatiforme, gastro entérite en période néo natale), statut immunitaire (indication de vaccination), suivi de l'évolution d'une infection virale prolongée et de son traitement (VIH ? VHB, VHC), Perspective : implication des virus dans les cancers, maladies auto-immunes
Histoire du VIH : Au départ, on est parti d’une maladie mortelle et aujourd’hui on est arrivé à une infection chronique longue.

On a mis en place des traitements et ce sont les outils de laboratoire qui nous permettent de suivre l'efficacité des médicaments lors d'une infection chronique.

 Donc les outils en virologie servent d’une part au diagnostic et d’autre part, ils permettent de suivre les infections, et donc de suivre l’efficacité des traitements.

On a plusieurs approches: (comme en bactériologie, mais on n'a cependant pas la même priorisation)
· soit on va rechercher l'anticorps = SEROLOGIE = diagnostic indirect

· soit on va rechercher le virus ou un de ses constituants = diagnostic direct. Ces approches sont complémentaires.
C’est en fonction du virus recherché et de la clinique qu’on choisira l’approche.
L'analyse est très complexe quand on a des virus qui sont très fragiles.
On utilise beaucoup plus la sérologie en virologie qu’en bactériologie, sérologie et biomol sont vraiment complémentaires ici. 
L'analyse comprend plusieurs phases:

1. La phase pré-analytique: le prélèvement: il doit être de qualité (car certains virus sont fragile tels les virus à ARN), rapide (car la multiplication est la plus importante au moment des premiers signes cliniques (période d’incubation)) et en toute sécurité.

Toute lésion accessible doit être prélevée (porte d’entrée, site de multiplication, site de sécrétion du virus recherché).

Les milieux de transport pour virologie (tels les virocultes) ne sont pas compatibles avec les milieux de transport pour les bactéries car les premiers sont imbibés d’antibiotique ce qui pourrait inhiber des bactéries qu’on recherche.
2. La phase analytique: (qui comprend les analyses du laboratoire) : choix de techniques et réalisation des prélèvements
3. La validation des patients et interprétation: aujourd'hui, avec tous les patients immunodéprimés qu'il y a, on s'est rendu compte que l'on a des virus qui ne donnent pas de pathologie chez les sujets sains mais qui en donnent chez les immuno-déprimés (par exemple ceux qui ont subi des chimiothérapies): ce sont des pathologies opportunistes.
Le suivi de ces patients chroniques immunodéprimés est très important.

La virologie est très importante car avec certains virus, une fois que le patient a fait une primo-infection, ils vont se cacher quelque part dans l'organisme: le patient ne s'en détachera jamais complètement.

Si on a une immunité normale, il y aura un équilibre entre l'organisme et ce virus. Et le jour où il y a une baisse de l'immunité, le virus va réémerger: d'où l'intérêt du suivi de ces patients.
· Phase pré-analytique :
1. Choix des prélèvements à effectuer : (Si on veut retrouver un virus, il faut respecter les consignes de prélèvement...)
Selon la clinique (toute lésion accessible doit être prélevée).

On choisit le prélèvement à effectuer selon : la porte d’entrée, les sites de multiplication et / ou d’excrétion des virus recherchés.
2. Réalisation des prélèvements : Importance +++ de la qualité du prélèvement.
Doit être réalisé le plus tôt possible après le début des signes cliniques (multiplication +++ pendant phase d’incubation.)

3. Acheminement des prélèvements au laboratoire :
Milieux de transport pour virologie (+++ pour culture de virus)

Transport rapide. C'est important car certains virus (notamment les virus à ARN qui sont enveloppés) sont des virus fragiles donc si on les laisse sur la paillasse à 30° au soleil, ils seront tués. Donc le transport doit être rapide. De plus, si on ne peut pas le transporter, il faut le congeler à -80° (si on les congèle à -20°, ça altère aussi les virus).

Si on ne respecte pas ça, on va avoir des résultats faussement négatifs.
Le transport doit être rapide et en toute sécurité.
Les renseignements cliniques sont très importants. Ils doivent être transmis au virologue avec le prélèvement
Rappel: pour les infections aux virus, on peut avoir des pathologies aigues ou chroniques.

1. Infection hépatite A aigue
On va rechercher les anticorps: diagnostic indirect. On remarque que la sérologie est retardée :

· A t=0, on a le contact.

· A 2 semaines, on a le début des signes cliniques avec la première réponse: l'apparition des IgM.
· Puis les IgM donnent le relais aux IgG, qui vont rester pendant un grand laps de temps, voire toute la vie.

· Normalement, on est guéri, c'est-à-dire que si on a une immunité normale, le jour où on est de nouveau exposé au virus, on est capable de mobiliser ses Ac spécifiques et d'échapper à la maladie.[image: image14.jpg]Ancubation letére  Comvalescence
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Ici on a un temps d’incubation de 2 a 3 jours puis avec le temps on a une apparition de signes cliniques (ictère) ce signe est concomitant à l’apparition des IgM anti HAV qui apparait avant les IgG, ces derniers prendront ensuite le relais, ici une première infection est donc immunisante car l’igG se stabilise avec le temps, c’est la différence avec l’infection virale chronique.

2. Infection hépatite B chronique
Dans ce cas-là, on ne peut pas se débarrasser du virus.

Ici, ça commence pareil que l'infection aigue: Il y a la réponse immunitaire des IgM puis une réponse des IgG (Ac anti Hbc et Ac anti-HBe). Cependant, il y a la persistance du virus ! (le marqueur, c'est l'Ag Hbs)

On observe donc une récurrence : c'est ce genre de maladie pour lesquelles on met en place des traitements anti-viraux ou des traitements plus spécifiques de manière à diminuer la charge virale.

[image: image15.jpg]ted epi
sion (DF4)





D’abord on a la primo infection, puis pareil on a apparition des IgM antiHBc, ensuite on voit que le virus continue à se répliquer car il se cache dans les cellules d’où des rechutes impliquant une réapparition des antigènes HBc, donc (en marron) on a l’ADN viral qui réapparait à chaque rechute.

Le génome viral se niche dans des cellules cibles donc malgré le traitement, on aura des rechutes.

Il est donc important d’avoir des outils adéquats pour diagnostiquer ces réactivations et pour mesurer l’efficacité des traitements.

Dans les infections chroniques, on a des anticorps qui sont des témoins et des anticorps montrant la guérison.

Dans cet exemple, l’anticorps montrant la guérison est l’AC anti-HBs qui n’est pas présent sur le schéma. D’où l’infection chronique.

Ce patient peut faire une hépatite clinique ou non clinique. S’il fait une hépatite clinique, on verra de suite des IgM. S’il fait une hépatite inconnue, il fera peut être une augmentation des transaminase et dans ce cas on se dira qu’il faut faire une sérologie hépatite B pour voir pourquoi il ne va pas bien.
Pour le VIH, on fait pareil pour voir où se trouve le patient. C’est un peu plus sophistiqué, c’est-à-dire que dans la sérologie on met aussi la recherche de l’antigène, un marqueur signe directement la présence du virus : l’antigène P24. C’est une sérologie double : sérologie : on recherche des AC anti-VIH et d’autre part l’antigène P24. Permet de diminuer la fenêtre. Une fois qu’on a diagnostiqué le patient VIH, on mesure la charge virale et le mettre sous traitement. On suit l’efficacité du traitement par la charge virale. 

Le diagnostic direct c’est rechercher le virus ou ses constituants. Les outils se recoupent avec la bactériologie mais l’important des outils n’est pas identique. 
C. Les outils de diagnostic direct en virologie
Le diagnostic direct est ce qu'il y a de plus important car si on veut intervenir ou mesurer, on va d'abord rechercher le virus.

C'est un peu comme en bactériologie, mais ce n'est pas dans le même ordre.
Recherche du virus ou de ses constituants :

· Détection d’antigène le plus souvent purement viral qui est sur la capsule virale => techniques immunologiques (manque un peu de sensibilité pour les maladies où l’émission virale n’est pas très importante)

· Détection de son génome (ADN ou ARN) => biologie moléculaire

· Détection du virus en entier => culture virale : très chronophage, très lourd
· Observation des particules virales (si on a un prélèvement correct) => microscopie électronique
(seulement) : Cependant, c'est réservé uniquement à quelques centres.
Si le résultat est positif avec une clinique concordante, on a une preuve de l'implication d'un virus dans une infection.
Aujourd'hui, le gros de la virologie, c'est la biologie moléculaire.

Pour quelques pathogènes, on a des techniques de détection rapide d'antigènes.

· Il y a des pathogènes sûrs, des pathogènes obligatoires: si on détecte le virus, on sait que le patient est malade.

· Il y a des virus que l'on ne connaît pas trop aujourd'hui et qui dépendent beaucoup de l'état d'immunité du patient.
C.1. La détection des pathogènes et des virus: immunofluorescence (IF), ELISA rapide, immunochromatographie = Tests de détection rapide = TDR
Ce sont des techniques simples et rapides à mettre en œuvre (en 1 à 2h).

Cependant ces tests manquent de sensibilité ! (Mais ils restent importants dans les zones éloignées des gros centres d'analyses ainsi que dans les pays du tiers monde.), même s’ils ont été améliorés grâce aux anticorps monoclonaux.

Ces méthodes vont bénéficier du développement des anticorps monoclonaux, dès les années 1975-1980. Plusieurs façons de faire pour la détection :
· soit on recherche les antigènes dans les cellules: c'est de l'immunofluorescence. Ex: si on veut rechercher le VRS (= virus respiratoire syncytial) dans les sécrétions bronchiques, on met sur une lame et on rajoute l'anticorps anti-VRS. On va ainsi pouvoir regarder la cellule avec un marquage intracellulaire.
· soit on détecte l'antigène libre ou libéré : et à ce moment-là, ce sont des techniques d'ELISA (d'agglutination) ou d'immunochromatographie : Il y a une réaction qui se fait: on met le produit pathologique qui va migrer et qui va rencontrer et entraîner l'anticorps.

Voici les utilisations fréquentes des tests rapides que l'on a surtout pour les pathologies où on a énormément de virus:

· Dans les selles : pour les rotavirus et les adénovirus.
NB : On peut utiliser les méthodes d'études qui sont rapides pour les pathologies où il y a beaucoup de virus dans les selles (rotavirus et adénovirus). Pour que la technique soit sensible, il faut qu'il y ait beaucoup de virus. Le problème de la virologie, c'est que des fois il n'y a pas beaucoup de virus et c'est là où le secteur va bénéficier de la biologie moléculaire et donc de la PCR.
Pour les bébés on ca on a une libération énorme de virus dans les selles, on prend des particules de latex sur lesquels on a des anticorps dirigés contre les antigènes des virus et comme il y en a beaucoup on a aura des agglutinations.

· Dans les prélèvements respiratoires : pour le VRS, la grippe, la rougeole. On utilise ça surtout dans les pays du tiers monde, pas chez nous car ce test n’est pas très sensible mais en Afrique vaut mieux le faire car il mettra en évidence une épidémie si il y en a une alors que nous on doit être plus fin et dire qui fait une grippe qui n’en fait pas. Pour la grippe, c'est très utile car on n'a pas forcément une machine à PCR sous la main : même si on détecte le virus que dans 75% des cas (la sensibilité est moyenne), quand on le détecte, on est sûr qu'il est là.[image: image16.jpg]



· Dans les lésions cutanéo-muqueuses : on va utiliser l'immunofluorescence pour le HSV (= virus de l'herpès) et le VZV (= virus varicelle-zona).
Ici, c'est une cellule qui est infectée par l'herpès, donc on a les Ac anti- herpès avec un marqueur fluorescent et donc, le marquage témoigne de l'infection.
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« RSV-infected cells »
Et là, c’est dans les sécrétions naso-pharyngées, on voit bien les cellules ciliées et on voit bien que certaines d'entre elles sont infectées par le VRS.La fluorescence est intracellula
Résumé des TDR :
· Il est assez sensible, mais de bonne spécificité.

· Leur avantage est qu'ils sont rapides et unitaires.

· Leur coût est variable (certains peuvent être très chers).

· Utilisé surtout pour : Adeno-Rotavirus, VRS

· Ils sont appelés « doctor's test » dans les pays du tiers monde (par exemple le test rapide pour la détection du VIH qui a d'ailleurs une bonne Valeur Prédictive Négative c'est-à- dire qu'il y a souvent des faux positifs qui seraient négatifs si on faisait un test de sérologie. En gros, la bonne VPN presque de 100% permet d'éliminer le diagnostic.) mais la VPP doit être confirmée par le test ELISA. Ils sont effectués dans les dispensaires ou les cabinets de médecins.

Les tests rapides qu’on peut utiliser en cabinet : test immunochromatographique, on peut avoir les résultats en 15 minutes. 

La bande bleue est la bande contrôle qui nous dit que notre réaction a bien marché, que notre prélèvement est arrivé et on peut ainsi analyser la 2e bande. Si les résultats sont invalides, on refait le test. 

On a une bandelette avec des AC monoclonaux spécifiques, collés dessus. On emène notre AG puis il y a une migration par le flux : l’ensemble avance et est stoppé par un autre AC fixé. Soit il y l’AG recherché et donc la bandelette se colore, soit il n’y a pas et donc pas de coloration. Par contre, il y a le contrôle, c’est la zone témoin. Pour avoir la positivité, il faut que les deux bandes soient présentes. 
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Ici, ce sont les recommandations de la HAS (2009) à propos du TDR VIH.[image: image20.jpg]



Si le test est négatif, il n'y a pas d'infection.  Si l'exposition est supérieure à 3 mois, on est tranquille, on n'a pas à faire autre chose. Si l'exposition est inférieure à 3 mois, on peut être dans une fenêtre où on n'a pas encore les anticorps et il est alors recommandé de faire un ELISA.

Si le test est positif ou s’il est ininterprétable, il faudra faire une sérologie.
C.2. Diagnostic direct : détection du génome.
Cette méthode a bénéficié du développement de la PCR (= Polymérase Chain Reaction) qui est une technique d'amplification de la cible. Elle permet d'obtenir, à partir d'un échantillon complexe et peu abondant, d'importantes quantités d'un fragment d'ADN spécifique et de longueur définie.

La PCR a été mise en place depuis les années 70 avec 2 chimistes qui ont su comment faire l'hybridation de l'ADN :

Il y a d'abord la déshybridation de l'ADN (= dénaturation) en chauffant à 90° au bain marie, puis l'hybridation des amorces et enfin l'élongation en mettant à une température de 55°. Cependant, il y avait eu un mauvais rendement et ils n'ont pas réussi à amplifier correctement l'ADN.

C'est monsieur Kary Mullis, un biochimiste, qui a véritablement mis en place cette technique (1989).[image: image21.jpg]Fluorescence croissante
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On a un brin, on le dénature (95°), on met les amorces en face (à 50°), on rajoute des nucléotides et la polymérase dans le milieu, et à 72° on aura une extension du brin d'ADN (comme une fermeture éclair).

A chaque cycle, on double notre génome. On effectue en général environ 30-40 cycles et si on a une bonne rentabilité de la PCR, on obtient 106  brins à partir d'un seul brin. 
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On a inventé des thermocycleurs. Ce sont des blocs chauffants qui permettent, avec une perte de chaleur minime, de passer d'une température à l'autre.
Amplification génique :

· Principe : multiplier le génome (ou une fraction spécifique) de la bactérie (ou du virus) sans multiplier la bactérie (ou le virus)

· Il existe diverses techniques dont la PCR. (La PCR c'est la référence, mais il existe d'autres systèmes d'amplification qui peuvent être à température constante.)
· Interêt : sa rapidité puisqu'on peut la faire dans la journée, ainsi que sa sensibilité (sauf BK)

· Pour la mise en évidence directement dans le prélèvement de bactéries (ou de virus) à croissance lente ou / et difficile

· Aujourd'hui, de plus en plus de trousses sont disponibles dans le commerce et puis même si on n'a pas les trousses correspondantes, il existe dans les laboratoires de virologie des logiciels performants.
La virologie moléculaire : Extraction d'Acides Nucléiques
Etapes de l’extraction d’acides nucléiques :
· On a notre prélèvement, on la lyse complètement (jusqu'à ce que toutes les cellules soient lysées, cassées et libèrent leur contenu) et on extrait les ADNs.
· 2ème tube à essais : on a des débris avec des grains de silices. 
· 4ème tube à essais : on a des brins d'ADN et d'ARN qui sont fixés sur des billes magnétiques qui vont fixer tous les acides nucléiques. On va ensuite mettre un aimant.[image: image24.jpg]gp160
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· Ça va permettre de laver le prélèvement, d'enlever tous les débris.
· On va ensuite éluer et récupérer uniquement les brins d'acide nucléique.
· C'est là-dessus qu'on va ensuite faire la PCR. On va multiplier le génome sans multiplier la bactérie. 

La PCR en temps réel.
On a rendu la PCR encore plus spécifique : PCR en temps réel.[image: image25.jpg]- 160
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On a les 2 brins qui se sont dénaturés et on a les 2 amorces ainsi qu'une sonde qui est marquée par le fluorophore d'un côté et un Quencher de l'autre.

Ce Quencher va bloquer l'émission de fluorescence du fluorophore lorsque la sonde est complète.

Par contre, lorsqu'il y a complémentarité entre la sonde et le brin complémentaire dans le milieu, la sonde va se fixer et la polymérase va synthétiser le brin complémentaire. Lorsqu'elle va finir de synthétiser le brin, il va y avoir une activité enzymatique qui va libérer le fluorophore et donc le Quencher ne va plus pouvoir empêcher d'émettre. A ce moment-là, on va voir une fluorescence qui apparaîtra dans la machine.
On appelle ça PCR en temps réel, car pendant que la réaction se fait dans le tube, on voit sur notre écran apparaître une courbe :
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Quand on a une courbe exponentielle comme ça, c'est qu'il y a présence du brin que l'on recherche.

L’inconvénient, c'est que l'on peut trouver que ce que l'on recherche : ce n'est pas du screening.

3e technique : au lieu d’amplifier la cible, on va amplifier le signal, c’est ce qu’ils appellent l’arbre de Noël. 

On capture le brin complémentaire et le système de detection est un arbre de Noël : au lieu de n’avoir qu’une lampe qui allume un brin : il y aura 1000 lampes qui allumeront 1 brin = technique de l’ADN branché. 
Aujourd’hui, 90% des techniques de biologie moléculaire sont basées sur la PCR. 
Les principales indications 
· Détection de l'herpès (HSV= herpès simplex virus) dans le LCR pour les méningo-encéphalites herpétiques. C'est une urgence.

· Détection de CMV (= cytomégalovirus) : PCR quantitative chez les greffés de rein : ici, on essaie de quantifier pour savoir si le patient ne fait pas des complications.
· Détection du VIH : car le VIH est une maladie chronique. On va donc suivre le traitement et l'adapter en mesurant la charge virale régulièrement (3 fois par an).
PCR qualitative (pour le dépistage chez nouveau-né) PCR quantitative (charge virale pour suivi thérapeutique)

· Détection VHC (virus de l'hépatite) : sérologie pour le diagnostic + PCR pour le suivi ;
C.3. Diagnostic direct : La culture virale :
La culture de virus, c'est la technique de référence jusqu'à maintenant pour le diagnostic des virus.
C'est une méthode très lourde, il faut un équipement, il faut travailler en hotte à flux laminaire, il faut manipuler en environnement stérile. Il faut des microscopes, des incubateurs...
Aujourd’hui c’est réservé à des laboratoires privés spécialisés car ce sont des techniques très chronophages.

Les virus sont des parasites obligatoirement intracellulaires (ils ne peuvent se multiplier que dans les cellules vivantes), il faut donc surtout que la culture virale fonctionne, que la cellule soit infectée : il faut entre 10 et 15 jours selon les virus pour mettre tout ça en place.

Aujourd'hui, les laboratoires de virologie font 90% de biologie moléculaire et 10% de culture des souches virales. Par exemple, dans le laboratoire où la prof travaille, ils ont des souches de dengue, d'herpès...

La culture est délicate car on doit utiliser tel type de cellule pour tel type de virus...
Les cultures de virus peuvent se faire :

· Chez l'animal, (on a des virus qui ne poussent que chez l’animal tel coxsackievirus A type 1 à 6) mais de moins en moins 
· Chez l'œuf de poule embryonné (pour faire des vaccins contre le virus de la grippe) surtout pour la recherche
· Chez des cellules in vitro (le plus utilisé)
Si on veut faire de la culture, on a intérêt à transporter rapidement le prélèvement jusqu'au laboratoire pour conserver le pouvoir infectieux du virus. Dans le milieu de transport, on a MEM + protéines (SVF) + tampon + ATB (antibiotique) -> pour limiter la prolifération du virus).
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Effet cytopathique
Quand un virus se multiplie dans une cellule, il va donner un effet cytopathique, c’est-à-dire qu’il entraîn une anomalie de la cellule.

Lors de l’effet cytopathique, les cellules s’arrondissent, deviennent réfringentes, se décollent et meurent.
Au microscope électronique, on peut voir une production puis libération de virus dans ces cellules.[image: image29.jpg]Temps





Ici, on voit un tapis de cellules normales et le virus a complètement déchiqueté le tapis cellulaire : C'est la lyse cellulaire.
C'est ce qu'on appelle l'effet cytopathique : quand on met un prélèvement de virus sur un tapis cellulaire, le technicien devra regarder régulièrement (2 fois par semaines) si le tapis est déformé : cela va aider à identifier le virus.
L’ECB (effet cytopathogène) est souvent évocateur d’une famille de virus et ensuite le délai d’apparition de l’ECB dépend du virus,. On utilise ensuite de l’immmunofluorescence ou de la biologie cellulaire pour identifier le virus de façon certaine. 
Ici, on voit plusieurs noyaux : c'est caractéristique du virus de la rougeole : il y a formation de syncitiums (fusion de plusieurs cellules)

C.4. Diagnostic direct : Microscope électronique.
Un microscope électronique coûte très cher, environ un million d'euros. On n'en a pas à la Réunion. En métropole, ils en ont environ 1 par grosse région.
Le rotavirus s’appelle comme ça car au microscope électronique il ressemble à une roue. 
La ME permet de voir la morphologie précise des virus, ainsi souvent les virus sont nommés par rapport à leur morphologie au ME. 
Il permet de voir qu’il y a un nouveau virus qu’on ne connaissait pas jusque là. On était pas arriver à l’identifier par les outils sérologiques et de biologie moléculaire. 
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Les noms viennent de l’observation : rotavirus car il a une forme de roue, adénovirus car présent des antennes, etc. 
D. Les outils de diagnostic indirect : la sérologie.
On recherche les anticorps.

En virologie la sérologie est le premier outil de diagnostic car on a besoin de savoir si le sujet a été immunisé vis-à-vis du virus. Le résultat peut être qualitatif ou quantitatif. 
D.1. Technique ELISA
Aujourd'hui on fait énormément de sérologie à base d'ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Cette réaction repose sur l'interaction Ag-Ac.,[image: image31.png]% Moyens diagnostic en microbio 2017 jany - PDF-XChange Viewer - X
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· On marque l'Ag à un enzyme.

· On rajoute le substrat de l'enzyme.

· Si l'Ac s'est accroché à l'Ag, alors le substrat va être digéré et on va donc avoir un changement de couleur dans le milieu.
Cette technique est développée pour tous les types de virus et est de plus en plus automatisable (adaptée à de grandes séries).

Dans toute sérologie, on recherchera d'une part les IgG (qui est le marqueur de l'immunité) et les IgM (qui sont les marqueurs d'une infection récente).
La sérologie a un grand intérêt pour le diagnostic des primo-infections :
· Soit c’est l’apparition des anticorps entre deux sérums d’un patient, un négatif, un positif

· soit on a une différence entre deux sérums : sérum précoce et un tardif, soit il est négatif soit il a des IgM (positif)
C’est le taux entre deux sérums qui montre une augmentation significative, c’est ce qui nous permet de dire que c’est une primo infection.
Ex : il est très important qu'une femme enceinte soit immunisée contre la rubéole. Si elle n'est pas immunisée, il faut la vacciner le plus vite possible.
D.2. Immuno-transfert, immuno-empreinte, western-blot.
Western Blot : on va analyser la réponse d'Ac.

Aujourd'hui, on le fait de façon courante et obligatoire pour 2 virus : Pour le VIH et pour l'hépatite C. C'est- à-dire que lorsque l'on a un ELISA positif, on va analyser la réponse des anticorps pour voir si elle est bien dirigée contre des Ag viraux : on fait un profil sérologique de la réponse.

Il arrive aussi de le faire sur la toxoplasmose mais de manière non systématique

On a un patient qui vient avec un test de sérologie positif, d’où on fait un western blot :

1) on sépare les Ag par électrophorèse sur gel.

2) on transfert sur une membrane de nitrocellulose.

3) on dépose un Ag spécifique au virus suivi d'un second Ac marqué par un enzyme

4) on analyse et identifie les Ac : on regarde si le substrat est consommé par l'enzyme.
Le piège est d’être en excès d’antigène. 

A la bonne proportion, on aura une agglutination et une réaction positive. Mais lorsque l’on a trop d’AC, on ne peut pas avoir d’agglutination car il n’y a pas assez d’AG. Ou le contraire, il y a trop d’AG et pas assez d’AC. C’est ce que l’on appelle des effets de prozone et de postzone. 
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C'est une technique très longue mais qui est obligatoire pour le VIH et l'hépatite B (elle disait hépatite C juste avant...), qui a un faible coût et qui a une sensibilité de 20ug/ml.
On a une membrane de nitrocellulose et on a un virus
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 que l'on va faire migrer. On obtient le profil antigénique[image: image33.jpg]RNA(or fotal RNA)
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du virus du VIH. C'est-à-dire que l'on sait que le virus a la Gp120, la Gp41, la P31, etc...

On obtient des bandes spécifiques du virus, mais on peut avoir aussi un profil incomplet qui peut amener au doute (gp = glycoprotéine),

Il est rare d’obtenir un profil complet. On va mettre le sérum du patient en contact
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La bandelette de gauche est celle qui permet de valider si le virus est là ou pas (témoin). Dans le sérum 1, il y a la P24 seule. Il y a donc un doute. On va faire un 2ème sérum qui se positive aussi, et ainsi de suite. Le 3ème sérum montre que le patient est positif pour la Gp120 aussi : il a complété le profil. On peut donc voir que le patient a développé une sérologie contre le VIH.

Test d’avidité des igG : 

Lors d’une réponse immune les IgG au départ, on une faible affinité pour les anti IgG. Plus le système immun va murir et plus les IgG vont avoir une forte affinité. Ce sont des liaisons covalentes, on va utiliser des produits qui vont plus ou moins casser ces liaisons en fonction de l’affinité. 
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Par exemple pour la rubéole : si une femme enceinte fait une rubéole et on ne sait pas quand es ce qu’elle l’a faite. On fait un test d’avidité. Si on a des IG de faible avidité c’est-à-dire inférieures à 0,2, c’est fortement révélateur d’une primo-infectin datant de moins de 3 mois. Donc si la femme est à 4 mois, le bébé risque d’être atteint. Par contre, si on a un index supérieur à 0,8, on est sur que son infection est supérieure à 3 mois donc on est à l’abris d’une infection congénitale. 

Immunofluorescence : 

On a un AC qui est marqué avec un fluorophore et on va pourvoir visualiser où se trouve le virus. 
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D.3. Génotypage : Les principales étapes
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Lorsque l'on sait qu'un patient est infecté par le VIH ou l'hépatite B, on va rechercher le type de population de ce virus. Car chaque type de population peut développer des types de résistances différentes.
On va faire le test de génotypage : on va extraire les ARNs, faire un rétro-transcription de gènes, on va amplifier des gènes qui sont des cibles potentielles du virus en question, enfin on va séquencer. Par rapport à un virus sauvage, on va voir s’il y a des mutations et on saura ensuite quelle mutation est associée à quelle résistance aux anti-viraux.

Par exemple, si on sait que quelqu'un porte une mutation d'un type précis de ce virus, il aura une résistance à telle ou telle molécule. On va donc adapter le traitement antiviral du patient.[image: image38.png]% Moyens diagnostic en microbio 2017 jany - PDF-XChange Viewer - X
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Résistance génotypique :
Ici on va vous dire qu’on a des résistances par mutation à tel endroit mais si on fait la séquence du génome on peut avoir des résistances qu’on ne connait pas encore d’où l’intérêt de répertorier les mutations.
On recherche des mutations et on sait qu’elles sont liées à des résistances ou non de la molécule en face. Et en fonction des résultats on va nous dire si c’est sensible ou résistant. 
Conclusion
· Examens de complexité diverse

· Techniques disponibles

· Evolution de la technicité

· Tenir compte du bénéfice/coût, et de la sensibilité

· Prescription adaptée au diagnostic
D’où Concertation permanente entre praticiens et microbiologiste.

ANNALES
2015/2016
Concernant le TRD (Test de Détection Rapide) : 

A. Il peut être utilisé pour le diagnostic de toute pathologie virale. 

B. Il est très sensible. 

C. Il peut être utilisé pour tous les prélèvements. 

D. C’est un test simple et rapide à mettre en œuvre. 

E. Aucune des propositions ci-dessus n’est exacte. 

Concernant le Western-blot : 

A. Il permet de caractériser la réponse anticorps. 

B. C’est un test de confirmation de la sérologie de dépistage. 

C. La réponse anticorps est caractérisé par un profil. 

D. On le réalise systématiquement pour toute demande de sérologie. 

E. Aucune des propositions ci-dessus n’est exacte. 

2014/2015
Concernant la bactériémie : 

A. Il s’agit de la présence de bactéries dans le sang. 

B. Il s’agit de la présence de bactéries dans le liquide céphalo-rachidien. 

C. Elle ne peut être confirmée par la mise en évidence de germes pathogènes dans les hémocultures. 

D. Elle s’accompagne d’un syndrome inflammatoire. 

E. Elle est souvent accompagnée d’une hyperleucocytose. 

Concernant la coloration de Gram : 

A. C’est une technique de coloration qui a plus de 100 ans. 

B. Elle a été mise au point par Pasteur. 

C. Elle dépend de la structure de la membrane cytoplasmique. 

D. Les bactéries Gram négatives prennent une couleur violette après coloration 

E. Les bactéries Gram positives prennent une couleur rose/rouge-oranger après coloration 

Remettez dans l’ordre, les étapes successives de la coloration de gram : 

1. Décoloration à l’alcool 

2. Rinçage à l’eau 

3. Coloration au violet de gentiane 

4. Stabilisation au lugol 

5. Réalisation un frotti 

6. Coloration à la fuchsine

A. 562314 

B. 532614 

C. 532416 

D. 542316 

E. 562413 

Concernant les galeries API. 

A. La galerie API 20E est utilisée pour l’identification des Enterobacteriaceae. 

B. Ce sont des versions miniaturisées des tests biochimiques classiques d’identification. 

C. Elles permettent d’effectuer une identification dans l’heure qui suit la réception d’un prélèvement. 

D. Une unique galerie API permet d’identifier jusqu’à neuf espèces bactériennes distinctes. 

E. Les galeries API sont peu couteuses car réutilisables après stérilisation. 
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Concernant la biologie moléculaire en bactériologie : 

A. Elle est utilisée pour toutes les identifications. 

B. Elle est utilisée pour les bactéries à pousse difficile. 

C. Elle est utilisée pour les bactéries non cultivables. 

D. Elle est utilisée pour la recherche de gènes de résistance ou de facteur de virulence. 

E. Elle est utilisée à la place de l‟antibiogramme 

