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STRATEGIE DE DIAGNOSTIC

- Prélevement
* Le bon choix du site de prélevement

* Quantitésuffisante pour I'analyse

* Bonnes conditionsde transport,

, _ Trans ort
transfert rapide vers le laboratoire
* [Videntification du nom, préenom
date de prélevement et lieu de
prélevement sont indispensables

E enregistrement I



Frottis Cervico-Vaginal

Site d Prelevements
Ite du énitaux S— |
J Liquide broncho-

. i | Liquide céphalo-
Sécrétions nasales Prélévement cutanés rachidien



TRANSPORT

Préelevement ne nécessitant pas de Prélévement nécessitant des
milieux de culture milieux de culture

| Tubes sec stérile |

4 C° /4h



Diagnostic direct

Virus entier

Figure . Observations au microscopie électronique, (B)
B C D virus de la mosaique du tabac. (C) virus de la stomatite
vesiculaire rhabdovirus (D) rotavirus humain.



CULTURE DES VIRUS

‘ Culture In vivo I

Inoculation d’un
animal

Sur des ceufs
(ovoculture)

‘ Culture in vitro I

Inoculation des virus a des animaux
sensibles si virus incultivables par les
deux autres méthodes. Elle nécessite:

B une animalerie: (souriceaux, cobayes,
lapins, poulets, geénisse)

B une bonne connaissance des voies
d'inoculation

B une observation journaliere des
animaux pendant 3 a 4 semaines.




CULTURE DES VIRUS

Amniotic Chorloallantcy”
‘ - - I Shell cavity membrane Chorioallantoic

inoculation

Sur des ceufs P
A . — Amniotic
(ovoculture) A inoculation
Yolk
sac . Nt Allantoic
/ e . ~_inoculation
Shell : \Q\‘
membrane TR
Albumin Allantoic inoculation
cavity

Cette technique est actuellement utilisée pour
I'isolement, 1'entretien et la production d'antigenes
| et de vaccins des virus grippaux
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‘ Culture in vitro I
‘ Sur culture cellulaire l
e <&

<&

1 ‘ Milieu synthétique l

4

= Qq_‘ ==—] W Sels minéraux: ils maintiennent l'isotonicité du milieu

B Glucose: source de carbone et d'énergie

Sme B Acides aminés : source d'azote et facteur de croissance.
B Vitamines : facteur de croissance
e B Bicarbonate de sodium: tampon

B Rouge de phénol : indicateur de pH revélant la culture

Tapis continu d’une de champignons ou bactéries
| h llulai W Sérum de veau foetal (SVEF): apporte facteurs de
Seule coucne cellulalre CrOISSaTion,

W fibrinolectine: permet l'ancrage des cellulesau flacon.

Ar;tibiotiques : évitent la contamination bactérienne
Un antifongique : évite la contamination fongique.



CULTURE DES VIRUS

Inoculation

(N

Préleveme

Culture cellulaire

Observation au microscope optique
3 fois/semaine
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= Risque de microcéphalie
d’un foetus infecté
par le virus Zika

1 ? ) 2 et 3

trimestre ! / trimestres

Néghgeable |
Une maladie habituellement rare
0,022a0,12%

de toutes Ies naissances aux Etats-Unis

Sources : New England Journol of Medicine, CODC, Cell Stem Cell
A. Des astrocytes ont été infectés par le virus Zika et observés au microscope 24 h plus tard. NI

Zika et microcéphalie

Des «dizaines de milliers» de bébés pourraient naitre avec cette malformation

-~
= La mic halie
rocép Virus propagé
Diminution par le moustique
de 'encéphale > Conséquences Aedes
Taille normale —
de la téte , Infirmité
Si atteinte'\ cérébrale
cérébrale ) plus ou moins

Les cellules progénitrices neurales sévére ) intense 1 Typical Head Size
sont affectées par le Zika
90% meurent

ou n'arrivent Defcut et” cit

plus a se Mort l moteur ) cognmf

développer

La formation y H 1695

des neurones Cas de microcéphalie

est entravée recensés en Amérique latine

et aux Etats-Unis,
ou 7 juillet 2016 © AP
: cellules

non infectées ; ZIKV : cellules infectées par le virus Zika. B. Des fibroblastes de peau ont été infectés avec
le virus Zika et filmés pendant une quarantaine d’heures. Une fois morte, la cellule devient rouge.
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Virus entier

Immunofluorescence ou Immun peroxydase

Technique ELISA

Antigenes




Immunofluorescence ou Immunoperoxydase

Fluorochrome

Protéines
virales

Ajout d’un
Echantillonsl substrat
chromogene
Emission de fluorescence

Peroxydase

Negatif Positif




ELISA (Enzyme Linked Sorbent Assay)

Peroxydase Anticorps de

revelation

- Resultats rapide
Ant 4 - Automatisable
r : .
nticorps de capture - Techniques quantitative




1 2 3 4
Echantillon Ajout d’onticorps anti- Ajout du substrat Formation d’un
contenont des  Rolavirus couplé a un enzyme de I e produit coloré

r enzym
Rotfavirus 1
.

incubation
a 37°C

Puits recouverts Les antigénes sont L'anticorps marqué Solution
d’anticorps spécifiques coplurés par se fixe sur les colorée
de Rotavirus les anficorps antigénes de Rotavirus

72 Capture d'antigene ELISA. Les puits sont recouverts d'anticorps dirigés contre le
virus L'échantillon contenant le virus (1) est mis en contact, et aprés plusieurs lavages, on
ajoute un second anticorps antiviral, couplé a un enzyme (2) Aprés un autre cycle de lavage,
le substrat de I'enzyme (3) est aJouté Une coloration se développe si I'antigéne viral est pré-

sent dans ['échantillon (4)
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% Virus entier
p A

\ Techniques de la PCR




| Amplification s€lective d’un géne d’un virus

/ & @ \ PCR Cycle DNA pz::? ; Nucleotide

= 4 F
= A T Components - b
DNA Sample Primers Nucleotides Virus
AAAAA

3 ’ mRNA
' Denaturation
94-98°C

Taq polymerase  Mix Buffer PCR Tube / l

Reverse Transcriptase

ALAAL
TITTIT cDNA

— e—

. First Cycle PCR
Annealing ‘
50-68°C
First DNA Copy
PCR Cycle - — { PCR AMPLIFICATION \
Elongation ’ & DETECTION
72°C

Thermal Cycler




Cycle 30

Cycle 4

Cycle 3

107
copies

| g®ﬂ
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Température

' dMNTPs

® & Polymérase
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o = Amorces
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Le prélevement
naso-pharyngé
Rien a voir avec un prélevement nasal... Ici, le ou la biolo-
giste recueille un échantillon de sécrétion — ou familie-
\. rement parlant, de la morve — trés loin derriére le
g%_ nez... jusqu’au pharynx ! Cette étape est cruciale :
NaSOPhi:W /*% si le prélevement est mal fait, le test risque d’étre
faussé.

Protéine de la
nucléocapside N

Protéine de
surface S

Protéine de
membrane M

’extraction
du matériel .
gé néti que d'enveloppe E

Dans cet échantillon de mucus, ilya... a
boire et a manger. L'objectif est donc de
le nettoyer pour ne garder que les particules
virales du SARS-CoV-2, si elles sont bien présentes. Aprés quoi, I'échantillon est
traité a l'aide d’une solution pour briser I'enveloppe qui entoure le coronavirus,
puis en extraire son matériel génétique. Sa carte d’identité, en somme !
Contrairement a la grande majorité des étres vivants, le SARS-CoV-2 n’est pas
constitué par de l'acide désoxyribonucléique (ADN), mais par son cousin, I'acide
ribonucléique (ARN).

Une lecture inversée 9

La réaction en chaine par polymérase (PCR), qu’on cherche a provoquer, est une
multiplication massive de copies d’ADN. Dans cette PCR, la polymérase —une en-
zyme — tient le role de photocopieuse d’ADN. Mais... comment provoquer une
PCR dans le cas du SARS-CoV-2, un virus a ARN ?

C’est ici que les transcriptases inverses (RT) — d’autres enzymes — entrent en
scene : a chaque fois qu’elles tombent sur ’ARN du nouveau coronavirus, elles le
traduisent en ADN complémentaire (ADNc). Un langage que la polymérase est
capable de comprendre.

Brin de
I'ARN du
SARS-CoV-2

Amorce de 'ADN

Nucléotides

Sens
de la synthese




La polymérase multiplie, des milliers de fois, 'ADNc du matériel génétique du
SARS-CoV-2. Bien au chaud dans le thermocycleur, la machine ou s'effectue la
RT-PCR. Sans cette démultiplication, la quantité de particules virales, trop faible,
serait indétectable.

0 Uhybridation
ARN + ADNc /N

Desémetteurs fluorescentsrévelent enfinsi, ouiounon,

du SARS-CoV-2

, le SARS-CoV-2 est bien présent dans I'échantillon. Et si

:ﬁ g le ou la patient-e est atteint-e du Covid-19.

\ -
La polymérase Autres réactifs
(réactif principal) (amorces, nucléotides...)
a Thermocycleur i .

3 Ve i |/ souche Covid-19 Infographie : Aline Nippert
La mphﬁcahon présent dans échantilon Réalisé sur BioRender,com
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Tests sérolo

Sang du malade m

= SARS-CoV-2 RNA

| +—— Fenétre sérologique —— <+—— Rétablissement — et Antigen
we=  Anticorps IgM
w=  Anticorps IgG
: Patient comence

a se retablir

IgG demeurent dans le sang et
conferent une immunite a iong-terme.
Peériode
asymptomatique

' Apparition IgM
j des deviennent
. symptomes  détectable

igM disparaissent

Anticorps . TR 2 5 » 3

Jours depuis l'infection *Avertisserment - ce graphique est seulement 3 titre indicatif




DIAGNOSTIC INDIRECT

‘ Test d’agglutinationl

Test ELISA




Sérum du malade

Support
artificiel

Support

A
Ik i\ \

Support
artificiel

Antigenes

artificiel

Agglutination



Hémagglutination

L L L L L L ]

Sample A
Sample B
Sample C
Sample D
Sample E
Sample F

44 }'*}_f
“12 :1‘4' 0/6/0 e ; DeX .
Seeseseses
sample G q‘p SRS % ,F.}J* ?'Fi} 4= 49

o) SBOGEOSSSOS

Nn&ammﬂyﬂ ) _]_J ) RO
Serum Antibody \

bound to virus ——

_J

Settled Red
Elood Cells

No Reaction
(Control Well)

“8pee |« Lattice Suspension of

Red Blood Cells and
Settled Red Virus

Blood Cells

—_—_—

Hemagglutination Hemagglutination
Inhibited

Utilisation

des hématies

Dilution series ——»



ELISA (Enzyme Linked Sorbent Assay)

- Résultats rapide

- Automatisable

o Tres sensible et spécifique
revelation - Permet de détecter les Ac IgG et IgM

Peroxydase Anticorps de

Anticorps du

malade Antigene

connu fixe






Wastern Blot

N /////////
% ‘ 1= lTransfert

Protéines virales —
v 2 E 4
2k Migration selon 4
le poids
moléculaire Nitrocellulose

" A y Sérum du malade

Nitrocellulose



gp160
gp120

p65
p55

pa1
p32

. 924

(:) p18

Sens de la
migration

Protéines
du ViH

Bandelette de

I nitrocellulose

Westemn blot positif




Q : Avec plus de 4 137 500 individus infectés au 1°" juin 2020, la COVID-19 s’est rapidement répandue dans le monde
apres les premiers cas détectés en Chine. Le virus responsable est le SARS-CoV-2. Le test PCR reste le plus fiable

pour la détection de ce virus.

Quelle est la variante de la PCR utilisée pour le dépistage de ce virus ?

a
b. Pourquoi ce test est le plus fiable ?

o

Expliquez les différentes étapes pour la réalisation de ce test ?

Q-

Lors de PCR classique, quelle est la technique pour vérifier le bon déroulement de la PCR ?



