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Résumeé

L'infection congénitale a cytomégalovirus (CMV) représente I'infection congénitale la plus fréquente
et est la cause principale de retard mental acquis et de déficience auditive neurosensorielle d’origine
infectieuse chez le nouveau-né. Le risque de transmission au foetus en cas de primo-infection
maternelle est de 30 a 40%, et d’environ 1.4% chez les femmes séropositives pour le CMV avant la
grossesse. L’analyse de la littérature montre que de nombreuses questions subsistent dans le
domaine du CMV congénital. Le screening sérologique des femmes enceintes n’est pas
systématique, entre autres a cause des difficultés fréquentes d’interprétation sérologique et des
possibilités limitées de prévention et de traitement de l'infection foetale. L’amélioration du
diagnostic sérologique de l'infection a CMV est donc une étape importante dans la prise en charge
des femmes enceintes.

Dans la premiére partie de notre travail, nous avons montré les bonnes performances des tests
automatisés LIAISON®CMV IgG IlI, LIAISON®CMV IgM Il and LIAISON®CMV IgG Avidity Il tant en
prospectif sur des échantillons de routine que sur des sérums sélectionnés avec date de primo-
infection connue. Ces nouveaux tests sont donc utiles pour le diagnostic de la primo-infection a CMV
et la détermination du statut immunitaire, avec l'avantage d’une automatisation compléte.
Cependant, dans 18% des cas, la mesure de I'avidité des IgG se situe dans une zone intermédiaire ne
permettant pas de dater I'infection.

Dans la deuxieme partie de ce travail, nous avons évalué les capacités des immunoblots Mikrogen
recomLine CMV IgG and IgG Avidity a dater une infection primaire en utilisant des sérums pour
lesquels la date de primo-infection a CMV est précisément connue, et montré que ces tests donnent
une interprétation correcte dans 83.1%, un résultat incorrect dans 4.5% et un résultat non
concluant dans 12.4% des cas. En particulier, la combinaison des tests Mikrogen montre une
meilleure sensibilité a diagnostiquer une infection <14 semaines comparé au test VIDAS IgG Avidity
(85.96% vs 76.92%). Sur un second panel d’échantillons avec une avidité des IgG VIDAS
intermédiaire, ces nouveaux tests ont apporté une information complémentaire quant a la datation
de la primo-infection dans 79% (70/89) des cas. L'impact clinique direct est prometteur : une analyse
préliminaire sur 10 femmes enceintes de moins de 14 semaines d’age gestationnel avec une
sérologie difficile a interpréter, montre que ces tests ont permis d’éviter une amniocentese chez 5

d’entre elles.



Enfin, lorsqu’un diagnostic de primo-infection maternelle a CMV est posé ou suspecté chez une
femme enceinte, nous manquons de marqueurs prédictifs de transmission materno-foetale non
invasifs pour la grossesse. Dans la troisieme partie de notre travail, sur une cohorte de 150 femmes
enceintes présentant une primo-infection, nous avons montré que la présence de CMV dans le sang
et les urines maternelles est corrélée avec la transmission verticale et que la charge virale urinaire
est plus élevée chez les femmes transmetteuses. Ces marqueurs virologiques peuvent étre utiles
dans I’évaluation du risque de transmission en cas de primo-infection maternelle mais nécessitent

des études sur de plus larges cohortes afin de confirmer ces résultats et d’établir un seuil quantitatif.



Liste des abréviations

ADN : acide désoxyribonucléique

AMPc : adénosine monophosphate cyclique
ARN : acide ribonucléique

CMV : cytomégalovirus

cCMV : cytomégalovirus congénital

DBS : dried blood spot

EBV : Epstein Barr virus

ELISA : Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay
IE : immediate early

IFN : interferon

IgG: immunoglobuline de classe G

IgM: immunoglobuline de classe M

LCR : liquide céphalorachidien

MHC : complexe majeur d’histocompatibilité
NF-kB : nuclear factor-kappa B

NK : natural killer

OMS : Organisation Mondiale de la Santé
PCR : Polymerase Chain Reaction

PLA : ponction de liquide amniotique

RCIU : retard de croissance intra-utérin
RMN : résonnance magnétique nucléaire
SNC : systeme nerveux central

TCR : récepteur des lymphocytes T

TNF : tumor necrosis factor

TTL : tests de transformation lymphocytaire
Ul/mL : unités internationales par millilitre
VPN : valeur prédictive négative

VPP : valeur prédictive positive
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1.INTRODUCTION

1.1. LE CYTOMEGALOVIRUS

1.1.1. Description et classification

La premiere description de grandes cellules a inclusions typiques du cytomégalovirus (CMV) remonte
a 1881, lorsque Ribbert et al. observent des coupes de rein de foetus mort-nés. En 1956 et 1957,
Weller, Smith et Rowe isolent chacun indépendamment un agent viral a partir de tissus humains et
suspectent qu’il s’agit du méme virus. Les 3 chercheurs échangent leurs isolats, confirment cette

hypothése, et Weller nomme cet agent « cytomégalovirus »(1).

Cellule infectée par CMV : inclusion
cytomégalique intranucléaire typique
entourée d’un halo, et inclusion

intracytoplasmique a gauche (1)

Le CMV ou human betaherpesvirus 5 est un virus ubiquitaire appartenant a la famille des
Herpesviridae, sous-famille des Betaherpesvirinae (International Committee on Taxonomy of

Viruses). Les Herpesviridae partagent des propriétés de latence, et les Betaherpesvirinae, qui
7



comprennent également les human betaherpesvirus 6 et 7 ainsi que de nombreux virus animaux, ont
en commun une spécificité d’espece, une croissance lente en culture cellulaire et I'établissement
d’une latence dans les glandes salivaires, le rein et les monocytes et macrophages (2).

Les Herpesviridae possédent tous un acide désoxyribonucléique (ADN) double brin linéaire. Celui du
CMV est le plus grand de la famille, avec environ 240.000 paires de base et + 165 genes (3, 4). L'ADN
est contenu dans une nucléocapside icosaédrique, elle-méme entourée d’'une matrice protéique, le
tégument. Celui-ci est défini comme I'espace entre I'enveloppe et la capside. Les observations au
microscope électronique montrent que cette couche est généralement amorphe et non structurée,
mais certaines protéines du tégument sont étroitement associées a la capside (5). Une enveloppe

lipidique double couche contenant les glycoprotéines associées a la membrane entoure le tout (6).

Nucleocapsid

Tegument
- Genome

» ___Membrane

Glycoprotein complex I

__ Glycoprotein complex II1

Structure schématique du CMV (26)



1.1.2. Réplication virale et fonctions des différentes protéines

Tous les herpesvirus expriment 2 glycoprotéines, gB et gH/glL, essentielles pour I'entrée du virus
dans la cellule. Pour le CMV, différents complexes de gB ont été décrit comme médiateurs d’entrée
dans la cellule, ils different en fonction du type cellulaire. Pour les fibroblastes, il s’agit du complexe
gH/gL/g0 tandis que l’entrée dans les cellules épithéliales et endothéliales et les mono-
macrophages est médiée par le pentamére gH/glL/UL128-131 (7, 8, 9, 10, 11, 12). Le virus se fixe a la
surface cellulaire grace a l'interaction entre ces complexes glycoprotéiques et des récepteurs
cellulaires. Plusieurs d’entre eux ont été identifiés: I'Endothelial Growth Factor receptor, les
integrines, le Platelet Derived Growth Factor, le Neuropilin-2 (13, 14, 15, 16, 17,18).

Aprés la fusion des enveloppes virale et cellulaire et I'entrée dans la cellule, les protéines du
tégument et de la capside sont relarguées dans le cytoplasme. La nucléocapside est ensuite
transloquée dans le noyau ol I’ADN viral est libéré. Cette étape initie I'activation du géne immediate
early (IE). Celui-ci produit plusieurs acides ribonucléiques (ARN) messagers menant a la synthése de
protéines bien identifiées, qui ont un réle majeur dans l'infection aigué et la réactivation. IE1 et IE2
sont les plus abondantes et les plus importantes. IE2 est indispensable a la réplication virale et en
son absence, on observe une réplication atténuée (19). Les protéines IE1 et IE2 stimulent I'expression
d’autres protéines précoces qui jouent un réle dans la réplication de I’ADN viral. Les protéines plus
tardives, principalement structurelles, sont ensuite synthétisées. L’ADN est encapsulé pour former la
capside. Apres la réplication de I’ADN viral et I'expression des genes viraux tardifs, s’ensuit la
formation de la capside dans le noyau et son enveloppement par les vésicules dérivées de |'appareil
de Golgi. La fusion de ces vésicules avec la membrane cellulaire résulte dans la sortie de virions

enveloppés (exocytose) (7,20, 21).
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Certaines protéines ont été bien étudiées et ont une fonction importante dans la réplication virale
et/ou dans la réponse immunitaire de la cellule héte. En effet, les virus doivent inactiver les défenses
immunitaires de facon a assurer leur réplication et leur dissémination. IE1 et IE2 sont les premiéres
protéines synthétisées de novo lors de la primoinfection ou lors de la réactivation. Leur role principal
est de contrecarrer la réponse immunitaire innée et intrinseque qui vise a stopper le cycle viral a ses
débuts. Dans ce but, IE1 et IE2 sont antagonistes de I'apoptose et de I'induction de cytokines et
chimiokines inflammatoires (20).

Les protéines du tégument sont également importantes, notamment par leur role sur la réponse
immunitaire a tous les niveaux: immunité innée et adaptative. Parmi les protéines du CMV
répertoriées, la moitié appartiennent au tégument. Ce sont le plus souvent des protéines
phosphorylées (pp). Pp65 (ou lower matrix protein) est un constituant majeur de la particule virale
et se retrouve dans le noyau tres tot dans le cycle lytique. Elle est impliquée dans I’évasion du virus
face a 'immunité innée et adaptative. Pp65 est la cible majeure des lymphocytes T cytotoxiques. Elle
médie la phosphorylation des protéines IE, bloquant leur présentation par les molécules du complexe

majeur d’histocompatibilit¢ (MHC) de classe I, empéchant ainsi la reconnaissance des cellules
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infectées par les lymphocytes T cytotoxiques. Elle protege la cellule infectée des mécanismes de
I'immunité innée en inhibant les cellules cytotoxiques natural killer (NK) et elle diminue la réponse
interféron (IFN-a/B) (5,22,23,24). IE1 est aussi impliqué dans la diminution de la production d’IFN-
0/B (25). La pp150, produit du géne UL32, est trés immunogéne et est la seconde protéine la plus
abondante du tégument, aprés la pp65. Elle est indispensable a la réplication virale : associée a la
capside, elle joue un réle essentiel dans I'envoi de celle-ci vers le site d’enveloppement. Les
protéines pUL47 et pUL48 forment un complexe qui facilite la libération de I’ADN viral hors de la
capside. Pp71 (ou upper matrix protein) joue un role dans I'expression du géne IE et le
déclenchement du cycle lytique. La pp28 est une protéine trés immunogéne, exprimée tardivement.
Elle est nécessaire pour I'enveloppement final et la production de virions infectieux (5, 28). La
protéine UL25 est également tres immunogéne mais sa fonction est inconnue. La ppUL69 joue un
role dans le transport de mRNA en faisant la navette entre le noyau et le cytoplasme. UL26 semble
jouer un réle dans I'assemblage/désassemblage du tégument et la stabilité de la particule virale.
UL36 et UL38 inhibent lI'apoptose. La ppUL97 est une kinase localisée dans le noyau. Elle
phosphoryle et donc active le ganciclovir. Cette protéine n’est pas indispensable a la réplication

virale, mais des mutants null-ppUL97 se répliquent 100-1000 fois moins (5).

1.1.3.  Physiopathologie

Lors d’'une primo-infection acquise par contact avec une personne excrétant du CMV, la réplication
virale débute dans les cellules épithéliales de la muqueuse en contact avec le fluide biologique
contaminant. Il s’ensuit une phase systémique de dissémination avec la présence d’une virémie liée
aux leucocytes. Des monocytes immatures recrutés dans la moelle osseuse servent de
disséminateurs en transportant le virus vers les différents organes, notamment les glandes salivaires
et le rein ou le virus peut s’y répliquer dans les cellules épithéliales (27, 28).

Cette phase systémique est associée a une excrétion importante dans les urines, la salive, le lait et
les secrétions vaginales. La virémie est détectable par Polymerase Chain Reaction (PCR) pendant
plusieurs semaines et disparait 4-6 mois apres la primo-infection chez la majorité des sujets
immunocompétents (29, 30). L'excrétion, en particulier dans les urines, est plus longue et dure
plusieurs mois chez les adultes a plusieurs années chez les jeunes enfants (30, 31). L’élimination

graduelle du virus étant liée a la réponse immunitaire cellulaire plus qu’au taux d’anticorps
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spécifiques, la médiocre réponse immunitaire cellulaire des jeunes enfants pourrait expliquer cette
excrétion prolongée (32).

La réponse immunitaire de I’h6te a la primo-infection est intense et durable. Les cellules tueuses
naturelles (ou cellules NK : natural killer), activées par la production d’IFN par les macrophages et les
cellules dendritiques, sont les premiéres a intervenir dans le contréle de I'infection (21, 32, 33, 34,
35). L'immunité adaptative qui suit cette réponse innée, et surtout la réponse immunitaire cellulaire,
est le mécanisme le plus important dans le controle de la réplication virale. Une expansion de
lymphocytes cytotoxiques T CD8+ et T CD4+ se produit avec une reconnaissance d’un large
répertoire de protéines virales (précoces, tardives et structurelles) (32, 36). Le développement
d’une sous-population de lymphocytes T exprimant un récepteur TCR y§, abondants dans les
mugqueuses, semble également jouer un réle important dans le contréle de I'infection (37).
L'immunité humorale joue également un role non négligeable dans le contréle de I'infection, comme
le démontre la protection partielle observée dans le cadre des infections congénitales, chez le
nouveau-né infecté en période périnatale ou lors d’essais vaccinaux a base de gB (38, 39, 40). La
majorité des anticorps neutralisants sont dirigés contre les glycoprotéines d’enveloppe du virus (10,

34, 36, 42).

12
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Malgré cette réponse immunitaire large, et comme c’est le cas pour tous les herpes virus, le controle
du virus est incomplet et une latence s’installe chez tous les individus infectés. On retrouve le
génome viral dans différents types cellulaires incluant les cellules épithéliales, endothéliales, les
mono-macrophages, les cellules dendritiques, les lymphocytes et les cellules myéloides CD34+. Dans
certaines cellules, la présence de I’ADN viral est le reflet de la phagocytose de virions plutot que la
réplication virale cellulaire. La réplication virale a bas niveau survient dans les cellules épithéliales du
rein et des glandes salivaires, menant a une excrétion sporadique du virus dans la salive et les urines.
Le site principal de la latence est situé dans les progéniteurs myéloides, les monocytes et les cellules
dendritiques (43,44,45).

La réactivation a partir de la latence est un mécanisme important dans la pathogénése de I'infection
a CMV. On peut observer une réactivation suite a une immunosuppression, une inflammation, une
infection ou un stress de I’'h6te. Le mécanisme précis menant a la réactivation n’est pas entiérement
élucidé, mais le tumor necrosis factor (TNF)-a, libéré dans ces conditions particuliéres, est considéré

comme un médiateur clef. La fixation du TNF-a sur les récepteurs au TNF des cellules infectées active
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les protéines kinase C et le nuclear factor-kappa B (NF-kB). Cette activation déclenche la
transcription des génes viraux IE et par conséquent la réplication virale. La réactivation peut
également étre déclenchée par les catécholamines du stress, I'épinéphrine et la norépinéphrine.
Celles-ci augmentent les concentrations d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc), ce qui mene
a la stimulation du promoteur IE. Les prostaglandines pro-inflammatoires présentes dans les
processus inflammatoires promeuvent également la réplication virale via ’AMPc (21, 46,47).

La réinfection exogéne avec une nouvelle souche est également possible, elle est observée
notamment chez les enfants, les patients immunodéprimés et les adultes avec de nombreux
partenaires sexuels (48,50,51,52). La physiopathologie des réinfections chez 'homme est mal
connue, mais un modele murin montre que linfection avec une nouvelle souche induit une

expansion des lymphocytes T CD8+ mémoire (53).

1.1.1. Epidémiologie

Le CMV est un virus ubiquitaire, infectant entre 50% et 100% de la population mondiale. La
transmission se fait via le contact avec les urines ou la salive, les rapports sexuels, la transfusion et la
transplantation d’organes ou de cellules souches hématopoiétiques. Chez le nouveau-né, la
transmission peut également survenir par les secrétions vaginales et le lait maternel. Le passage
transplacentaire mene a l'infection foetale (31, 54).

La séroprévalence dans la population générale a I’age adulte varie selon les régions du monde et le
niveau socio-économique, de 40 a prés de 100%. Elle est légérement plus élevée chez les femmes et
elle augmente avec I'dge. Elle est la plus élevée en Amérique du Sud, en Afrique et en Asie
(55,56,57,58,59,60,61). Chez les femmes en age de procréer, on observe une séroprévalence de 45 a
100 %, variant également en fonction des régions du monde et du niveau socio-économique. La
séroprévalence atteint 100% dans les populations des pays a bas niveau socio-économique. Elle est |a

plus faible en Europe de I'Ouest et aux Etats-Unis (55, 56,57,59,62,63).
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Dans deux études réalisées en Belgique, la séroprévalence observée chez les femmes en age de
procréer varie de 30 a 56%. La différence entre les études peut étre expliquée par le fait que la
population étudiée dans I'une était composée de 76,3% de primipares, alors que la parité médiane
était de 1.8 enfants dans I'autre (64,65). En effet, les facteurs de risque de séropositivité vis-a-vis du
CMV chez les femmes sont I'age, la parité, I'origine géographique, le statut socio-économique, un

partenaire CMV positif (55,60,66).
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1.1.2. Manifestations cliniques

Patient immunocompétent : la primo-infection est le plus souvent asymptomatique. Dans 10% des
cas, le patient présente un syndrome mononucléosique avec fiévre, myalgies et adénopathies
cervicales. La fievre dure 2 a 3 semaines, mais peut persister jusqu’a 5 semaines. La primo-infection a
CMV est cliniquement semblable a celle due au virus Epstein Barr (EBV), mais on observe moins
fréquemment une pharyngite ou une splénomégalie (67,68,69).

Les complications sont rares mais le spectre est large et comprend I'hépatite, les arthralgies et
I'arthrite, la myocardite, la pneumonie, la colite, la méningite et la méningo-encéphalite, la myélite,
I'anémie hémolytique et la thrombocytopénie (68,70,71).

Les aspects particuliers liés a la femme enceinte et a l'infection feetale seront abordés aux chapitres
1.2.2.et1.2.3.

Patient immunocompromis : |la présentation clinique de I'infection a CMV est fortement influencée

par le statut immunitaire de I’hote (67). Chez les transplantés d’organe solide, la primo-infection

survient chez le patient séronégatif pour le CMV en cas de transplantation d’un organe provenant
d’un donneur séropositif pour le CMV. Des stratégies de prévention par une prophylaxie ou un
traitement préemptif avec des antiviraux permettent de réduire la morbidité et la mortalité liées a la
primo-infection a CMV (72). L'infection peut également étre secondaire et survient alors chez le
patient transplanté séropositif pour le CMV. Il peut s’agir soit d’une réactivation du CMV endogéne
latent, soit d’une réinfection (ou super infection) transmise par le greffon ou par une autre voie de
transmission (67).

L'infection a CMV chez le patient transplanté, qu’elle soit primaire ou secondaire, peut étre
asymptomatique ou mener a une maladie a CMV. Dans ces cas, on peut observer un syndrome
grippal et une pneumonie, une myocardite, une pancréatite, une néphrite, en fonction de I'organe
greffé. Ces atteintes peuvent mener a un dysfonctionnement et a un rejet du greffon. Une colite
associée est fréquente, et des complications plus rares comme une rétinite, une méningoencéphalite
et des polyradiculopathies ont également été décrites (67,68).

Chez les patients receveurs de cellules souches hématopoiétiques, le CMV est responsable de 30 a

50% des infections cliniquement significatives dans le cadre des greffes allogéniques (69).
Les facteurs de risque de développer une maladie a CMV sont la séropositivité CMV du donneur
et/ou du receveur, I'utilisation de produits sanguins positifs pour le CMV ou non déleucocytés, et une

réaction du greffon contre I’h6te. Les manifestations cliniques sont variables, mais la plus fréquente
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et la plus sérieuse est la pneumonie, avec une incidence de 10 a 30%, évoluant vers la détresse
respiratoire et le déces en I'absence de traitement antiviral (67, 68, 69).

Le patient infecté par le VIH est également a risque de développer des pathologies graves liées au

CMV, mais ces atteintes sont devenues rares dans les pays développés ou les traitements
antirétroviraux sont largement disponibles et utilisés. La manifestation clinique la plus fréquente est
la rétinite (nécrose hémorragique), survenant lorsque le taux de lymphocytes CD4+ circulants est
inférieur a 50/mm3. D’autres manifestations cliniques moins fréquentes comprennent une
méningoencéphalite, des polyradiculopathies, une pneumonie et des atteintes du tractus gastro-

intestinal (67,68).

1.1.3. Diagnostic de laboratoire

Le diagnostic d’infection a CMV repose sur |'utilisation de méthodes directes de détection du virus
(culture cellulaire, détection antigénique, amplification moléculaire) et de méthodes indirectes ou

sérologiques (recherche d’anticorps).

Culture cellulaire : La mise en évidence du CMV par culture sur des lignées cellulaires a été la seule
méthode disponible pendant plusieurs décennies. Les échantillons cliniques sont inoculés sur des
lignées cellulaires susceptibles au CMV, la plus couramment utilisée étant la lignée MRC-5
(fibroblastes de poumon d’embryon humain). Apres une incubation de plusieurs jours a plusieurs
semaines, on peut observer au microscope un effet cytopathogene causé par la réplication virale
intracellulaire. La mise en évidence de CMV par culture cellulaire montre une excellente corrélation
avec la maladie a CMV, mais cette technique est longue et elle manque de sensibilité. La technique
de culture rapide en « shell vial », qui associe une centrifugation a faible vitesse et la détection du
CMV par un anticorps monoclonal, permet de raccourcir le temps de réponse et d’augmenter la

sensibilité (67,73,74).

Détection d’antigéne : Le test appelé communément « antigénémie CMV » repose sur la détection
de la protéine du tégument pp65 dans les polynucléaires en utilisant un anticorps monoclonal anti-
pp65. Ce test a été mis au point a la fin des années 1980, il permet une quantification et a été
largement utilisé pour le suivi des patients immunodéprimés. Il est actuellement remplacé par des

techniques d’amplification moléculaire, plus sensibles et mieux standardisées (67,75,76).
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Amplification moléculaire : Bien que la culture cellulaire soit historiguement la technique de
référence pour la mise en évidence du CMV, les techniques d’amplification moléculaire, et en
particulier la PCR ont supplanté les techniques de culture ces derniéres années. La PCR en temps réel
est la plus utilisée, elle permet une détection trés sensible et une quantification du CMV dans des
types d’échantillons tres variés. De plus en plus de tests disponibles sur le marché sont automatisés
ou semi-automatisés, permettant d’analyser un nombre important d’échantillons avec un délai de
réponse court. lls sont bien reproductibles et avec un faible risque de contamination (76,77).

La PCR quantitative dans le sang, ou charge virale, est un outil important dans le diagnostic et le suivi
des patients immunodéprimés, ainsi que pour la surveillance des patients sous traitement antiviral
(72). Cependant, le manque de standardisation est problématique puisqu’il est difficile de comparer
les résultats d’études différentes et d’établir des seuils pour le suivi des patients immunodéprimés.
Depuis quelques années, un standard international élaboré par [|'Organisme Mondial de la Santé
(OMS) est disponible et est de plus en plus utilisé dans les études et dans les laboratoires de routine,
permettant d’améliorer la comparaison inter-laboratoires. Son utilisation sur les prélévements
sanguins est bien validée, mais des études supplémentaires sont nécessaires pour établir sa

commutabilité pour d’autre types d’échantillons (78, 79).

Sérologie : Les tests sérologiques détectent et mesurent la réponse immunitaire humorale de I’"h6te
vis-a-vis du CMV. Les tests les plus fréquemment utilisés sont la recherche d’'immunoglobulines de
classe G (IgG) et de classe M (lgM) par des techniques d’immunoessais. Les IgM anti-CMV
apparaissent entre 2 et 4 semaines aprés l'infection primaire, et les IgG sont détectables quelques

jours apres les IgM (74).
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Cinétique des anticorps anti-CMV lors d’une infection primaire (82)

Les IgG persistent toute la vie et sont un marqueur d’infection par le virus. Les IgM sont un marqueur
d’infection récente, mais leur spécificité dans ce cadre est limitée. La valeur prédictive positive (VPP)
est de I'ordre de 50% (80). La détection d’lgM peut également se voir dans les réactivations et les
réinfections, résulter d’une réaction croisée vis-a-vis de I'EBV ou de linterférence d’un facteur
rhumatoide de classe IgM. De plus, chez 25% des individus, les IgM persistent plus de 4 mois aprés
la primo-infection. La présence d’IgG et d’'IgM chez une personne sans antécédents sérologiques
connus ne permet donc pas d’affirmer qu’il s’agit d’'une primo-infection. Par contre, I'apparition
d’lgG et d’IgM chez une personne auparavant séronégative signe une infection récente a CMV
(75,81,82).

Les particularités liées au diagnostic chez la femme enceinte, notamment le test d’avidité des IgG,

seront développées au chapitre 1.2.3.
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1.2. L'INFECTION CONGENITALE A CMV

1.2.1. CMV et grossesse : risques, épidémiologie

L'infection congénitale, ou infection foetale a CMV, peut survenir suite a une primo-infection
maternelle acquise pendant la grossesse, mais peut également résulter d’'une réactivation ou d’une
réinfection maternelle (83,84,85,86,87,88,89,90).

L'incidence de linfection foetale dans une population est influencée par son niveau socio-
économique et par le taux de séroprévalence maternelle. Déja en 1982, Stagno et al. décrivaient un
taux d’infection feetale de 0.6% dans une population de femmes a haut revenu versus 1.6% parmi les
femmes a faible niveau socio-économique. Chez les premiéres, il observait que la transmission
verticale survenait suite a une primo-infection maternelle dans la moitié des cas, comparé a 18%
chez les secondes. Dans cette derniere population, la majorité des infections congénitales étaient
donc dues a des réactivations ou des réinfections chez la mére. Le taux de séroprévalence maternelle
(testé avant 18 semaines d’age gestationnel) était de 55% chez les premieres, et de 82% chez les
secondes (91). Cette étude a été confirmée par d’autres, plus récentes. Dans les pays a faible
séroprévalence maternelle (40-50%), le taux d’infection congénitale est de I'ordre de 0.6 a 0.7% des
naissances vivantes (92,93,94).

En 2013, de Vries et al. ont développé un modele de prédiction basé sur les populations afin
d’évaluer la proportion de surdité liée au CMV congénital (cCMV) résultant d’une infection
maternelle non primaire (ou récurrente). En se basant sur leur modeéle, les auteurs considérent que
les infections maternelles non primaires sont responsables de la majorité des infections congénitales
a CMV, et cette proportion augmente avec la séroprévalence. Elle va de 57% (95%Cl 24-85%) pour
une population a faible taux de séroprévalence (30%) a 96% (95%Cl 88-99%) pour une population

avec une séroprévalence élevée (95%) (95).
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Le taux de transmission de I'infection au feetus est différent s’il s’agit d’'une primo-infection ou d’une
infection non primaire chez la femme enceinte.

En cas d’infection maternelle non primaire (réinfection ou réactivation), le taux de transmission

mentionné dans la littérature est de I'ordre de 1.4%. Il n’existe pas a I'heure actuelle de méthodes de
diagnostic des infections non primaires, et cette estimation est basée sur une méta-analyse de 10
études réalisées dans différents pays (93). Une des mieux documentées est celle de Stagno et al. en
1982, qui ont réalisé un dépistage systématique du cCMV des nouveau-nés de 2698 patientes avec
un statut sérologique CMV déterminé en début de grossesse et un suivi sérologique en cours de
grossesse en cas de sérologie négative. Parmi les femmes initialement séropositives pour le CMV,
les auteurs observent un taux d’infection congénitale de 0.5% chez les patientes a haut/moyen
revenu et de 1.5% parmi les femmes a faible revenu (91). Il faut cependant noter que ce taux de
transmission de 1.4% décrit dans littérature ne correspond pas réellement au taux de transmission
en cas d’infection non primaire, puisque le nombre de réactivations et de réinfections maternelles
n’est pas connu dans ces études. Il s’agit donc plutdét du taux de transmission observé chez les
femmes séropositives vis-a-vis du CMV avant la grossesse. La part respective des réactivations et des
réinfections dans la transmission foetale n’est pas connue non plus, mais il a été démontré que les
femmes séropositives pour le CMV avant la grossesse et qui se réinfectent au cours de celle-ci
transmettent plus fréquemment que celles qui ne se réinfectent pas avec une nouvelle souche,
suggérant que la réinfection est un facteur de risque important de transmission fcetale (84,96).

En cas de primo-infection maternelle, le risque de transmission au foetus est de 25 a 47%

(97,98,99,101). Le taux de séroconversion des IgG, et donc l'incidence de primo-infection chez la
femme enceinte séronégative a été étudié dans plusieurs études. Il s’étend de 1 a 7% en Europe et
aux USA (102,103). Les principaux facteurs de risques de séroconversion sont : la présence d’un
enfant de moins de 3 ans dans la famille, le travail en créche et un partenaire sexuel CMV positif
(102,104).

En Belgique, Naessens et al ont montré un taux de séroconversion de 1,4% pendant la grossesse sur
une cohorte de 3098 femmes séronégatives (65). Des mesures préventives d’hygieéne (lavage de
mains, en particulier apres contact avec la salive ou les urines d’un jeune enfant, éviter le contact
direct avec ces secrétions comme ne pas embrasser sur la bouche, éviter de partager les effets de
toilette, les couverts,....) permettent de diminuer significativement Iincidence d’infection primaire

(105,106).
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1.2.2. Manifestations de I'atteinte foetale et du nouveau-né

Lors de la virémie maternelle, le CMV peut infecter le placenta, disséminer au travers de celui-ci et
atteindre le foetus. L’'infection ascendante par les voies génitales est également possible mais rare
(107,108). Une premiere conséquence de l'infection placentaire est I'altération de ses fonctions
nutritives et respiratoires, menant parfois a une fausse-couche ou un retard de croissance intra-
utérin (109,110).

La dissémination du CMV au niveau fcetal mene a linfection des différents organes, avec une
prédilection du CMV pour le systeme réticuloendothélial et le systéme nerveux central (SNC). Le
processus neuropathologique survient principalement dans les régions péri-ventriculaires, a
proximité du liquide céphalorachidien (LCR) par lequel le CMV se dissémine. Les cellules germinales
subépendymaires qui proliferent activement sont particulierement vulnérables au virus. Un autre
processus pathologique peut étre observé au 2°™ trimestre de la grossesse, lors de la migration
neuronale. Le CMV peut alors causer des troubles du développement gyral (111,112,113,114).

En ce qui concerne les signes cliniques, 85-90% des enfants infectés sont asymptomatiques a la
naissance. Les 10-15% d’enfants symptomatiques présentent des signes cliniques allant de discrétes
atteintes peu spécifigues a des atteintes multi-organes ciblant principalement le systeme
réticuloendothélial et le SNC. Les signes cliniques les plus fréquents sont les pétéchies (76%), l'ictére
(67%) et I'hépatosplénomégalie (60%) accompagnés d’une atteinte neurologique telle qu’une
microcéphalie et de la léthargie. Une choriorétinite ou une atrophie du nerf optique est présente
chez 10% des enfants. La moitié de ces enfants sont petits pour leur age gestationnel et un tiers
naissent prématurément. Au niveau des anomalies biologiques, on observe principalement une
augmentation des transaminases (83%), de la bilirubine (81%) ainsi qu’une thrombopénie (77%). Une
hyperprotéinorachie est présente dans 46% des cas (92,115). Les anomalies radiologiques sont
présentes chez 50-70% de ces enfants, et consistent en des calcifications cérébrales, dilatations
ventriculaires, kystes et vasculopathie lenticulostriée (116,117,118). La mortalité était de I'ordre de
5-10% dans les études des années 1990 mais des données plus récentes évoquent une mortalité

<5%. La moitié des enfants symptomatiques a la naissance et survivants développent des séquelles

telles qu’une surdité, un retard mental (QI<70) et/ou une microcéphalie (92,115).
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Parmi les 90% de nouveau-nés asymptomatiques a la naissance, 7 a 11% développent une surdité, ce
qui est nettement supérieur aux 0.1 a 0.4% retrouvés dans la population générale. La moitié de ces
enfants souffrent de surdité bilatérale, de sévérité variable. La perte d’audition survient souvent de
facon progressive et/ou tardive, nécessitant un suivi audiologique a long terme des enfants infectés
(115,119). Certains enfants asymptomatiques a la naissance développent une microcéphalie et un
déficit moteur (5%) ou une choriorétinite (2%). Ces séquelles surviennent généralement dans les 2
premieres années de vie, mais elles sont parfois découvertes tardivement, lorsque I'enfant est
scolarisé. Les facteurs de risque de développer des séquelles chez ces enfants asymptomatiques a la
naissance ne sont pas connus, par conséquent tous les enfants avec un cCMV devraient étre suivis

(111,115).
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1.2.3. Diagnostic de l'infection maternelle

Les signes cliniques d’une primo-infection a CMV chez la femme enceinte sont non
spécifiques (fievre, céphalées, asthénie, myalgies et symptomes respiratoires supérieurs) et ne sont
pas différents de ceux retrouvés chez la femme immunocompétente non enceinte. Il est par contre
difficile d’estimer si leur fréquence est différente, car les résultats de plusieurs études sont
discordants. Nigro et al. ont analysé ces différents symptémes sur une cohorte de femmes enceintes
référées pour la plupart pour une sérologie CMV suspecte. Chez les patientes présentant une primo-
infection, la fiévre était présente dans 42.1% , une asthénie dans 31.4%, des myalgies dans 21.5%,
une atteinte des voies aériennes supérieures dans 42.1% et un syndrome grippal (fievre
accompagnée d’un des autres signes) dans 24.5% des cas. Dans les infections non primaires, les
symptomes sont moins fréquemment présents et un syndrome grippal est retrouvé dans 9.5% des
cas (120).

Dans une étude portant sur 238 femmes enceintes présentant une primo-infection, Picone et al
observent une absence de symptomes dans 79% des cas (97). A l'inverse, dans leur étude
rétrospective évaluant 735 grossesses compliquées par une primo-infection a CMV, Revello et al
retrouvent des symptomes non spécifiques (fievre, céphalées, asthénie et symptoémes respiratoires
supérieurs) et/ou des altérations biochimiques ou hématologiques dans 73 .5% des cas (99).

Les altérations biologiques les plus fréquemment retrouvées dans la primo-infection sont une
lymphocytose, une augmentation des transaminases et parfois une hypoplaquettose (120).

Le diagnostic d’une primo-infection a CMV chez la femme enceinte se base principalement sur la
sérologie spécifique. Bien que le screening sérologique ne soit pas recommandé de fagon
systématique (121,122), il est de pratique courante dans de nombreux pays de réaliser une sérologie
CMV en période prénatale et/ou au cours du 1¥" trimestre de la grossesse.

Le diagnostic de la primo-infection est clair lorsque I'on observe une séroconversion des IgG, c’est-a-
dire une apparition d’IgG anti-CMV (le plus souvent accompagnée d’IgM) chez une femme enceinte
auparavant séronégative pour le CMV. Par contre, si 'on observe d’emblée la présence d’lgG et
d’lgM, il est crucial de déterminer s’il s’agit ou non d’une primo-infection ayant eu lieu pendant la
grossesse. La VPP de la présence d’IgM pour diagnostiquer une primo-infection n’est que de 50%
(80). Il est dés lors recommandé dans cette situation de réaliser un test d’avidité des IgG

(123,124,125,126).
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L'avidité est définie comme la force de liaison entre des antigenes viraux et les anticorps polyclonaux
correspondants de type IgG. Aprés I'infection, I'avidité des IgG augmente graduellement au cours du
temps, reflétant la maturation des lymphocytes B qui produisent des anticorps de plus haute affinité
pour I'antigéne correspondant. La mesure de 'avidité est réalisée en utilisant un agent dénaturant
(urée, thiocyanate). Le dosage des IgG est réalisé en testant en paralléle le sérum en 'absence et en
présence de I'agent dénaturant, en utilisant des tests de type Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay
(ELISA). La différence entre les deux dosages représente la mesure de l'avidité des IgG et est
exprimée en indice ou en pourcentage. Les seuils d’interprétation doivent étre définis pour chaque
méthode. Les tests commerciaux fournissent généralement un seuil d’avidité élevée, permettant de
dater l'infection a plus de 3 mois ; et un seuil d’avidité basse, suggestif d’une infection de moins de 3
mois. Entre ces 2 seuils, l'avidité est dite intermédiaire et ne permet pas d’interprétation
(82,124,125,127).

Ces tests d’avidité des IgG sont tres utiles, mais ils présentent certaines limites. Des index d’avidité
faussement bas ou faussement élevé ont été observés lorsque le taux d’IgG est faible ou tres élevé.
Dans cette situation, le résultat de l'avidité des IgG doit étre interprété avec précaution
(128,129,130,131,132). Il existe de nombreux tests commerciaux, mais ils ne sont pas standardisés
(133). De plus, la variabilité individuelle de la maturation des I1gG a pour conséquence la persistance
d’une avidité basse ou intermédiaire chez certains individus, ce qui peut limiter un diagnostic correct
voire générer un diagnostic incorrect (128,134,135,136,137). Enfin, ces tests doivent étre réalisés

pendant le 1°" trimestre de la grossesse afin de fournir une information utile (82,124,125,138).

27



1
0.9
0.8 -
0.7 : [ |
._:5 G | -
£ o5 . f.i
z
= 04 -
E r o
03 : |
u @
0.2 ]._! -
o1 WY
Bt -
0
0 0 60 % 120 150 180
Time (days)

Evolution de I'avidité des IgG suite a une infection primaire a CMV (218)

Patients

*1
id
g

-

mi2
m15

18

* 14

i3

35
£

Quant au diagnostic des infections non primaires, il n’existe actuellement aucune méthode fiable

pour les détecter. Dans certains cas, on peut observer une augmentation des IgG, une apparition

d’IgM, une charge virale sanguine détectable ; alors que dans d’autres cas, on n’observe aucune

modification de ces parametres. La fréquence d’apparition de ces modifications du profil sérologique

ou moléculaire, ainsi que leur corrélation avec une réactivation ou une réinfection, n’est pas connue

(84,139, 140,141).

28

L
|5
L

#11
&4
m1e
m1s
=22
B35
L]

E} |
=34

36

£l



1.2.4. Facteurs pronostiques de transmission feetale

Un premier facteur qui entre en compte dans le risque de transmission au foetus est |'dge
gestationnel au moment de la primo-infection maternelle. La plupart des études montrent que le
taux de transmission augmente avec I'age gestationnel. Le taux de transmission observé dans les
différentes cohortes de primo-infection est de 30.1 a 42.2% au 1* trimestre, 35.9 a 44.1% au 2°™
trimestre et 42.9 & 73.3% au 3°™ trimestre (97,98,99,100,101,142).

Le risque de transmission lié a une primo-infection maternelle pré ou péri-conceptionnelle est plus
difficile a évaluer. D’une part, le diagnostic de primo-infection est rarement posé en dehors de la
grossesse, sauf s’il y a des signes d’appel cliniques ; et d’autre part, la définition des périodes pré et
péri-conceptionnelles varie d’'une étude a l'autre. En cas de primo-infection maternelle pré-
conceptionnelle, le taux de transmission varie de 0% (primo-infection maternelle ayant eu lieu entre
12 mois et 8 semaines avant la conception) a 16.7% (primo-infection maternelle ayant eu lieu entre
12 et 3 semaines avant la conception). En cas de primo-infection maternelle péri-conceptionnelle, le
taux varie de 4.6% (période débutant 8 semaines avant et se terminant 6 semaines aprés la
conception) a 45% (période débutant 3 semaines avant et se terminant 3 semaines aprés la
conception) (97,99,100,142,143,144).

Les différences observées dans les taux de transmission sont probablement dues, du moins en partie,
aux différentes définitions des périodes étudiées, et potentiellement aux différentes définitions du

moment de la primo-infection.
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données compilées de 15 études (220).

En jaune les études avec des données concernant les 2%™.3°™ trimestre ; en vert la période pré-
conceptionnelle et/ou le 1 trimestre ; en rouge les études montrant des données pour les 1, 2°™
et 3*™ trimestres ; en bleu les études avec des données pour la période pré-conceptionnelle et les
1%, 2™ et 3°™ trimestre, La ligne pointillée noire représente les données regroupées des 15
études, a I'exception des données non publiées. Dans le cadre supérieur, les études référencées
avec entre parentheses le nombre de patientes. Le trés petit nombre de patientes étudié par Stern
et al. (n=11), Grant et al. (n=11) et Monif et al (n=4) peut expliquer que les résultats de ces études
different des autres.

La virémie maternelle et sa cinétique semblent jouer un réle dans la transmission au feetus.

Zavattoni et al. ont comparé le taux d’ADN CMV sanguin chez 154 femmes enceintes présentant une
primo-infection pendant le 1% trimestre. Il n’y avait pas de différence entre le groupe des femmes
transmetteuses de I'infection et les non transmetteuses dans le mois suivant 'infection. Par contre,

entre 30-60 jours et 60-90 jours aprés l'infection, les auteurs observent une charge virale
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statistiquement plus élevée dans le groupe des femmes transmetteuses. Ces résultats, ainsi que la
cinétique de disparition de I’ADN viral, suggerent une corrélation entre la persistance de la virémie
maternelle et la transmission au foetus (145). Leruez-Ville et al.,, dans une étude rétrospective sur
72 femmes enceintes présentant des IgM CMV positives au premier trimestre avec une avidité des
IgG intermédiaire ou faible, observent une association entre le risque de transmission foetale et une
PCR CMV sérique positive (146). Forner et al. ont montré une corrélation positive entre la présence
d’ADN dans le sang maternel et dans les urines maternelles et la transmission au foetus dans une
population de 80 femmes présentant une primo-infection (la majorité au 1° trimestre) ou une
infection non primaire (147).

Dans leur étude prospective étudiant plusieurs marqueurs sérologiques, virologiques,
échographiques et cliniques sur une cohorte de 300 femmes enceintes avec IgM positives, Tanimura
et al. mettent en évidence une association statistiquement significative entre la présence d’ADN
viral dans les secrétions cervicales et I'infection congénitale. Comme aucune de ces patientes n’a de
PCR positive dans le sang, les auteurs émettent I’"hypothése que cette excrétion au niveau cervical

pourrait étre le reflet d’une réactivation ou réinfection (148).

La mesure de l'avidité des IgG ainsi que la cinétique de ce parametre et la corrélation avec la

transmission au foetus, ont été évalués dans plusieurs études dont la premiéere a été publiée en 1999
(149). Dans leur étude rétrospective sur 83 femmes enceintes présentant des IgM CMV positives au
premier trimestre avec une avidité des IgG intermédiaire ou faible, Leruez-Ville et al. observent une
association significative entre le risque de transmission et I'index d’avidité (bas) combiné a une PCR
CMV sérique positive ou un taux d’lgG bas (146). Dans une cohorte de 69 femmes enceintes
présentant une primo-infection au ler ou 2éme trimestre, Furione et al. ont mesuré I'avidité des IgG
moins de 3 mois et plus de 3 mois aprés I'infection et calculé le pourcentage d’augmentation entre
les 2 mesures. Les femmes qui ont un profil de maturation rapide des IgG transmettent plus (62.5%)
que celles qui ont un profil de maturation lent (24.1%). L’hypothése avancée par les auteurs est que
le profil de maturation rapide serait lié a une réplication virale prolongée et une charge virale élevée
menant a une stimulation de la production d’anticorps par des plasmocytes de longue et de courte
durée de vie, générant plus rapidement une avidité élevée des IgG. Chez les femmes avec un profil
de maturation lente, une élimination plus rapide des antigeénes circulants et une disparition précoce
des plasmocytes de courte durée de vie, la production d’anticorps étant maintenue par les

plasmocytes de longue durée de vie et donc une maturation plus lente des IgG. La charge virale plus
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élevée serait liée a un risque accru de transmission au foetus dans le groupe a maturation rapide des
IgG (150). Ebina et al. dans une étude prospective sur 759 femmes avec des IgG positives, ont
montré que l'index d’avidité des 1gG est significativement plus bas (médiane 35%) dans le groupe
des femmes transmetteuses que dans le groupe des femmes qui ne transmettent pas le CMV
(70.4%). 1l est néanmoins difficile de tirer des conclusions en terme de facteur prédictif, la présence
d’une primo-infection n’ayant pas été analysée et le nombre d’enfants infectés étant petit (n=14)
(151). Ensuite le méme groupe s’est intéressé a la cinétique de I'avidité des IgG et a suivi I'index
d’avidité des I1gG pendant la grossesse de 17 femmes suspectes de primo-infection. Les auteurs ont
observé une corrélation entre une maturation rapide des IgG et la transmission foetale, confirmant
les données de Furione et al. (152). Ces équipes ont utilisé des tests d’avidité non commerciaux et

non standardisés, ce qui rend leur transposition ou comparaison difficile par d’autres laboratoires.

Plusieurs marqueurs immunologiques ont été étudiés en relation avec la transmission foetale.

Concernant I'immunité innée, les lymphocytes NK sont les principaux effecteurs de I'immunité
cellulaire dépendante des anticorps mais ce domaine a été peu exploré jusqu’a présent dans le cadre
de la transmission verticale du CMV. En ce qui concerne I'immunité adaptative, I'implication de
I'immunité cellulaire et son réle dans la transmission foetale en cas de primo-infection maternelle
avait déja été suggéré par Stern et al. en 1986. Les auteurs ont réalisé des tests de transformation
lymphocytaire (TTL), qui explorent la capacité d'activation des lymphocytes T mémoires a se
transformer en blastes en réponse aux antigénes CMV (souche AD169). Parmi 8 femmes enceintes
présentant une primo-infection et une réponse positive au TTL, aucune n’a transmis l'infection au
feetus. Parmi les 6 femmes avec une réponse négative, 4 ont transmis (153). Depuis lors, plusieurs
études se sont intéressées a ces parametres et ont conclu que le développement d’une réponse
cellulaire T lors de la primo-infection a CMV semble crucial pour le contréle de la transmission
verticale. Le retard de développement de la réponse lymphoproliférative ou de la production d’IFN-
y par les CD4+ CMV spécifiques est associé a la transmission verticale. Mais actuellement, aucun de
ces parametres ne peut étre utilisé individuellement a des fins pronostiques a cause de la grande
variabilité individuelle (38,154,155, 156).

Quant a I'immunité humorale, hormis lI'index d’avidité des IgG anti-CMV décrit ci-dessus, son
implication dans la transmission verticale a également été évaluée dans plusieurs études. Lilleri et al.
ont observé qu’il n’existe pas de différence quant a la cinétique ou au pic d’anticorps anti-lysat viral

entre les méres transmetteuses et les non transmetteuses (157). Par contre, plusieurs études ont
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montré une corrélation entre un taux élevé et prolongé d’anti-gB et la transmission, suggérant que
le taux d’anticorps ne refléte pas une protection et que la majorité des anti-gB ne sont pas
neutralisants. Par contre, la caractérisation qualitative des anticorps montre que les taux d’anticorps
neutralisants sont plus bas chez les méres transmetteuses (158,159,160). Lilleri et al. ont confirmé
que c’est bien la présence d’anticorps neutralisants vis-a-vis de gB et surtout du pentameére de

glycoprotéines gH/glL/pUL128-131 qui est associée a un risque réduit de transmission foetale (157).

1.2.5. Diagnostic anténatal

En cas de primo-infection maternelle a CMV, I'échographie foetale est nécessaire pour la détection
d’éventuelles anomalies et I’évaluation de I'atteinte foetale, mais elle ne permet pas d’établir le
diagnostic d’infection congénitale avec certitude. Les anomalies foetales sont retrouvées chez 15 a
25% des foetus infectés, et la plupart ne sont pas pathognomoniques d’infection a CMV (161,162).

Le diagnostic d’infection foetale s’établit par amniocentése. Le risque de complications lié a la
procédure de ponction de liquide amniotique (PLA) est de I'ordre de 0.11% (163). Il est recommandé
de réaliser I'amniocentése a partir de I'dge gestationnel de 21 semaines et au minimum 6 a 8
semaines apres la primo-infection maternelle. Ce délai doit étre respecté pour obtenir une bonne
sensibilité du diagnostic. En effet, le CMV se réplique assez lentement, et plusieurs semaines sont
observées entre l'infection maternelle, le passage transplacentaire, la réplication au niveau du rein
feetal et donc I'excrétion qui s’en suit dans le liquide amniotique. L’age gestationnel minimum de 21
semaines doit également étre respecté car la diurese foetale est alors bien établie (98,139,164).
L'age gestationnel de minimum 21 semaines a cependant été questionné récemment par Enders et
al. Dans 2 études rétrospectives portant sur 115 et 338 grossesses compliquées par une primo-
infection a CMV, les auteurs suggérent que I'age gestationnel serait moins important que l'intervalle
entre la primo-infection maternelle et I'amniocentese. lls n"observent pas de différence de sensibilité
du diagnostic anténatal par PCR lorsque la PLA a été réalisée entre 17 et 20 semaines d’age
gestationnel ou au-dela de 20 semaines si un délai de 8 semaines est respecté entre la primo-
infection maternelle et la PLA (165,166). Cependant, avant toute modification des recommandations
actuelles, ces observations devraient étre confirmées par une étude prospective, comparant par

exemple la PLA a 18 semaines d’age gestationnel versus 21 semaines.
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Les techniques utilisées pour la détection du CMV sur PLA sont principalement la culture cellulaire et
la PCR. La sensibilité diagnostique de la culture est de I'ordre de 70-80%, cette sensibilité médiocre
étant due en partie aux conditions de stockage et de transport nécessaires pour maintenir le virus
viable. La technique de choix est la détection du génome viral par PCR, qui montre une sensibilité
diagnostique de 90 a 98% lorsque la PLA est réalisée selon les recommandations mentionnées ci-
dessus. La spécificité est bonne, de 92 a 100%, avec une absence de faux positifs dans la majorité des
études (98, 139,142,166, 167,168).

La cordocentese, ou ponction de sang foetal, est une procédure plus invasive qui comporte un risque
de complications de I'ordre de 1% (169,170) dans cette indication et offre une sensibilité inférieure a
I’examen du liquide amniotique pour le diagnostic anténatal. La sensibilité de la PCR CMV sur sang
foetal prélevé a 21 semaines d’age gestationnel est de 64 a 75% et la détection d’IlgM anti-CMV

montre une sensibilité médiocre de I'ordre de 50 a 60% (98,139,166,171).

1.2.6. Facteurs pronostiques d’atteinte foetale

Si I'infection foetale est avérée, il est important de réaliser un bilan pronostique afin d’évaluer si le
nouveau-né sera symptomatique ou non, et d’estimer la gravité de I'atteinte, notamment cérébrale.

L’age gestationnel au moment de la primo-infection maternelle est un premier facteur pronostique

important. Dans leur cohorte de 238 patientes, Picone et al. ont montré un nombre
significativement plus élevé d’anomalies échographiques quand la primo-infection maternelle
survient en pré, péri-conceptionnel et au 1% trimestre comparé aux 2°™ et 3°™ trimestres. Les
auteurs n’observent pas de cas symptomatiques a la naissance si la primo-infection maternelle
survient au-dela de 14 semaines d’age gestationnel (97). Enders et al., sur un suivi de 248 grossesses
avec primo-infection maternelle, n’observent pas de nouveau-nés symptomatiques lorsque
I'infection maternelle a eu lieu en période pré-conceptionnelle et concluent que le risque d’atteinte
sévere est plus élevé en cas de primo-infection maternelle ayant eu lieu en période péri-
conceptionnelle et pendant le 1 trimestre (100).

En cas de primo-infection maternelle, la VPP de la présence d’anomalies échographiques chez un

foetus infecté pour la présence de symptomatologie a la naissance est de 35% et est bien meilleure
(78%) lorsque l'infection foetale est connue. (161). La présence d’anomalies cérébrales a

I’échographie est de mauvais pronostic et entraine une probabilité élevée de handicap moteur,
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sensitif ou cognitif ou de déces in utero ou néonatal (125). Les principales anomalies cérébrales sont
la ventriculomégalie, I’'hyperéchogénicité ventriculaire, les calcifications cérébrales, la microcéphalie,
les anomalies de gyration et les atteintes cérébelleuses. Les principales anomalies extra-cérébrales
comprennent |’hyperéchogénicité intestinale, I'hépato- et la splénomégalie, les calcifications
hépatiques, le retard de croissance intra-utérin (RCIU), I'oligamnios, le polyhydramnios, I’hydrops
feetal. La résonance magnétique nucléaire (RMN) est également utile dans I’évaluation du pronostic
feetal, notamment en cas d’anomalie extra-cérébrale isolée ou pour confirmer et compléter
I’évaluation en cas d’atteinte cérébrale. Par ailleurs, un examen échographique fecetal normal
accompagné d’'une RMN normale est accompagné d’un bon pronostic avec une valeur prédictive
négative (VPN) de 90% (161,162,172,173,174,175).

D’autres marqueurs pronostiques ont été étudiés, notamment les parameétres hématologiques,

biochimiques et virologiques du sang foetal. La ponction de sang fcetal ou cordocentése, réalisée a la

suite d’un diagnostic anténatal d’infection foetale basé sur I'amniocentese, permet d’évaluer le
risque de symptomatologie a la naissance. Parmi les différents parameétres étudiés, la présence d’une
thrombocytopénie, une B2-microglobuline augmentée et une charge virale élevée sont des facteurs
indépendants prédictifs de symptomatologie du nouveau-né (171,176,177).

Leruez-Ville et al. proposent des seuils pour les plaquettes et la charge virale et combinent ces
parameétres avec l'échographie. En cas d’absence d’anomalies échographiques ou en présence

éme

d’anomalies légeres, il persiste un risque de 7% d’observer des anomalies séveres au 3" trimestre
de la grossesse. Lorsque ces résultats échographiques sont combinés avec un taux de plaquettes
>114.000/mm? et une charge virale <4.93log;, unités internationales par millilitre (Ul/mL), cette
incertitude tombe a 0% et la VPN d’absence de symptomatologie est de 100% (177).

Certains auteurs observent également que la présence et un taux élevé d’lgM dans le sang feetal sont
corrélés a un foetus ou un nouveau-né symptomatique, mais cette observation est controversée par

d’autres études (171,176,178,179).

La charge virale dans le liquide amniotigue comme facteur pronostique d’atteinte fcetale a été

étudiée par plusieurs groupes et reste trés controversée. Certaines études ne montrent pas de
corrélation entre la charge virale mesurée par PCR quantitative et la symptomatologie foetale, mais
mettent plutdét en évidence une corrélation positive entre la charge virale et I'dge gestationnel
auquel I'amniocentése est réalisée (180,181,182). D’autres groupes observent une différence
statistiquement significative de la charge virale entre les feetus infectés symptomatiques et les

asymptomatiques (183,184). Il faut néanmoins tenir compte de 2 parameétres importants dans
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I'interprétation de ces résultats : 1. 'augmentation de la charge virale avec I'dge gestationnel et donc
une corrélation positive entre I'age gestationnel au moment de I'amniocentese et la charge virale,
liée a I'accumulation du CMV excrété au cours du temps et a I'augmentation de la diurése feetale. 2.
L’intervalle ente la primo-infection maternelle et I'amniocentese (177,184).

Dans leur étude récente tenant compte de ces parametres, Leruez-Ville et al. ont montré qu’une
charge virale élevée était associée a une symptomatologie foetale, mais qu’elle est un moins bon
facteur prédictif de Iésions cérébrales tardives in utero ou de symptomatologie a la naissance que les
parametres sanguins (taux de plaquettes et charge virale CMV) (177). En 2000, Guerra et al. ont
proposé un seuil de 10° a équivalents génomes/ mL permettant de prédire le développement d’une
symptomatologie fcetale avec une sensibilité de 82% et une VPP de 100 % (183). Il s’agissait d'une
petite série de 16 cas, et ces résultats n’ont pas été confirmés par la suite dans d’autres études En
I"absence de seuil bien défini, la charge virale dans le LA a donc un intérét limité dans I'évaluation
feetale et dans la prise en charge individuelle.

Lorsqu’une amniocentése est pratiquée pour le diagnostic d’infection foetale chez une femme ayant
fait une primo-infection, la sensibilité du diagnostic anténatal par PCR sur LA n’est pas de 100%
méme si la PLA a été réalisée dans les délais minimum recommandés. Cependant, les nouveau-nés
infectés pour lesquels 'amniocentése était négative sont significativement moins symptomatiques
gue les nouveau-nés avec une amniocentése positive. L’hypothese proposée est que ces foetus ont
été infectés apres I'amniocentése, donc tardivement dans la grossesse, avec un meilleur pronostic
(185).

L'étude du peptidome dans le liquide amniotique ouvre peut-étre de nouvelles perspectives dans
I’évaluation du pronostic feetal. Dans leur article paru en 2015, Desveaux et al ont identifié 34
peptides qui permettent de classifier les futurs nouveau-nés séverement symptomatiques et
asymptomatiques avec une sensibilité de 89% et une sensibilité de 75% respectivement (186).

La métabolomique pourrait aussi étre un outil pronostique intéressant, mais doit encore étre

explorée dans ce cadre (187).
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1.2.7. Prévention et traitement de l'infection feetale

Deux approches sont en cours d’évaluation : les gammaglobulines hyper immunes et les antiviraux,
tous deux tant en prévention de la transmission au feetus qu’en traitement de I'infection foetale
avérée.

L’efficacité des gammaglobulines hyper immunes a diminuer la transmission verticale en cas de
primo-infection maternelle a été évaluée dans une premiere étude publiée en 2005. Cette étude
suggérait un taux d’infection feoetale plus faible lorsque la femme enceinte recevait des
gammaglobulines (40% vs 16%), mais il s’agissait d’'une étude non contrélée et non randomisée
(188). Revello et al., dans une étude contrélée et randomisée publiée ultérieurement, ne montrent
pas de différence significative du taux de transmission entre le groupe traité et le groupe placebo. Il y
avait par contre plus de complications obstétricales dans le groupe traité (13% vs 2%). Le taux de
transmission observé était néanmoins inférieur dans le groupe traité (30% vs 44%), mais le nombre
de patientes insuffisant pour atteindre une puissance statistique suffisante (189). Une
étudeprospective randomisée ayant pour objectif d’enréler 800 patientes

(www.clinicaltrials.gov/show/NCT01376778) a démarré en 2012 mais les inclusions de patientes ont

été stoppées récemment et il n‘est pas sir que cette étude apportera une réponse quant a
I'efficacité des gammaglobulines en prévention de l'infection foetale(ll n’est pas recommandé
actuellement de donner en routine des gammaglobulines en prévention aux femmes enceintes qui
font une primo-infection a CMV (121,190,191,192,193).

L'efficacité des gammaglobulines sur I'infection foetale a également été évaluée dans I’étude non
contrdlée non randomisée de Nigro publiée en 2005. Dans le groupe des femmes traitées, 3% (1/31)
ont donné naissance a un enfant symptomatique pour 50% (7/14) dans le groupe non traité (188).
Visentin et al, dans leur étude cas-controle publiée en 2012, ont montré que les enfants ont moins de
séquelles a 1 an (4/31, 13%) lorsque la mére a regu des gammaglobulines, comparé aux enfants nés
de meéres non traitées (16/37, 43%) (194). Les données actuelles ne sont néanmoins pas suffisantes
pour recommander en routine le traitement de linfection foetale par gammaglobulines hyper
immunes (121,195).

Quant aux antiviraux, le ganciclovir, le foscarnet et le cidofovir ont une activité démontrée sur le
CMV. Leur toxicité et leur tératogénicité ne permettent pas leur utilisation pendant la grossesse, bien
que le ganciclovir ait été utilisé dans quelques cas isolés sans effets secondaires observés (196,197).

L'aciclovir et le valaciclovir sont deux molécules avec un effet modéré sur le CMV qui sont utilisées en
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prophylaxie chez les patients transplantés (72). Leur utilisation est possible pendant la grossesse
mais actuellement seules les données d’une étude ouverte portant sur 43 foetus modérément
symptomatiques sont disponibles. Les auteurs observent que 82% des nouveau-nés naissent
asymptomatiques, comparé a 43% dans une cohorte historique issue d’une revue de la littérature
(198). Une étude randomisée contrblée versus placebo évaluant I'efficacité du valaciclovir sur la
prévention de la transmission au foetus est en cours chez des femmes enceintes présentant une

primo-infection pendant le 1% trimestre (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02351102). Les

données actuelles ne permettent pas de recommander le valaciclovir pour le traitement in utero du
foetus infecté (121,198).

Quant a la prévention par vaccination, c’est une approche qui est étudiée depuis des décennies, mais
actuellement aucun vaccin commercialisé n’est disponible. Un candidat vaccin a base de gB, évalué
dans le cadre de la prévention primaire de I'infection a CMV chez des femmes séronégatives dans
une étude randomisée et contrblée versus placebo, a montré une efficacité de 50% (199). D’autres
vaccins sont en cours de développement et plusieurs études cliniques sont en cours. Il n'y a
actuellement pas de données sur l'utilisation du vaccin en prévention de linfection foetale

(40,200,201,202).

1.2.8. Diagnostic chez le nouveau-né

La sérologie a peu de place dans le diagnostic de l'infection congénitale du nouveau-né, les
guantités importantes de CMV excrétées dans les urines et la salive permettant un diagnostic direct
aisé. De plus, la sensibilité de la détection des IgM est limitée, de I'ordre de 70% (178). La détection
des IgG n’est d’aucune utilité puisqu’elle est le reflet des IgG maternelles qui traversent la barriére
placentaire.

La technique de référence a longtemps été la mise en évidence du CMV par culture cellulaire a partir
d’urines ou de salive. Cette méthode est fiable mais ses principaux points faibles sont d’une part le
long délai de réponse, et d’autre part sa sensibilité diminuée si les conditions et les délais
d’acheminement au laboratoire ne sont pas respectés. Le premier inconvénient peut étre contourné
par l'utilisation de la technique de culture rapide en «shell vial », qui permet également

d’augmenter la sensibilité (67,74,203).
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Depuis plusieurs années, la détection du CMV par PCR remplace progressivement les techniques de
culture cellulaire. La PCR en temps réel montre d’excellentes sensibilité (100%) et spécificité (98.9-
100%) (203,204,205). Le débat dans la littérature se focalise actuellement sur le type d’échantillon a
tester. La PCR sur urines donne d’excellents résultats, mais la collecte chez le nouveau-né n’est pas
pratique, nécessitant |'utilisation de sacs collecteurs adhésifs. Plusieurs études ont évalué les
performances de la détection du CMV par PCR sur urines et salive (205,206,207,208), ou comparé la
PCR sur salive par rapport a la culture sur urines soit en diagnostic soit en screening (205,209).
Globalement, les 2 types d’échantillons donnent de bons résultats et sont recommandés tant pour le
diagnostic d’un nouveau-né suspect d’infection que pour le screening a large échelle (121). Il est
important de mentionner que la salive peut donner des résultats faussement positifs, principalement
liés a des contaminations lors du passage par la filiere génitale ou suite a I’allaitement maternel. Ces
faux positifs s évaluent de 0.03 a 0.14% (204,205,210). Rawlinson et al., dans leur revue de consensus
publiée dans le Lancet en 2017, recommandent de confirmer un résultat positif sur un second
échantillon, soit urines soit salive (121).

Le moment du prélevement est également important. Afin d’étre fiable, le diagnostic d’infection
congénitale doit étre posé dans les 2 a 3 premieres semaines de vie. Apres ce délai, qui correspond a
la période minimale d’incubation du CMV, il est impossible de faire la distinction entre une infection
congénitale et une infection post-natale, qui ne génére pas de séquelles a long terme. Le délai de 3
semaines étant basé sur d’anciennes études qui utilisaient uniquement la culture cellulaire comme
méthode diagnostique, de Vries et al. suggérent que ce délai soit réévalué et peut-étre raccourci a 2
semaines si la PCR, 100 fois plus sensible que la culture, est utilisée (203,211).

La PCR sur carte de Guthrie ou Dried Blood Spot (DBS) est une alternative qui a été largement
étudiée et qui montre une sensibilité variable de 34 a 100% qui dépend de la population étudiée, de
la méthode d’extraction des acides nucléiques, de la charge virale (208,212,213,214). Par
conséquent, la PCR sur DBS n’est pas recommandée pour le diagnostic individuel d’un nouveau-né
suspect d’infection congénitale, mais peut étre utile pour un diagnostic rétrospectif dans le cas ol un
échantillon d’urines ou de salive n’est pas disponible avant 3 semaines de vie. Une PCR sur DBS
positive permettra d’affirmer le diagnostic, alors qu’une PCR négative ne permettra pas d’exclure

une infection congénitale étant donné son manque de sensibilité.
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1.2.9. Traitement du nouveau-né infecté

L'utilisation du ganciclovir et du valganciclovir (prodrogue du ganciclovir a administration orale) a
été évaluée dans plusieurs études et a montré un bénéfice du traitement chez les enfants
symptomatiques a la naissance. On observe une amélioration des atteintes neurologiques et de la
surdité chez les enfants traités. Une durée de traitement de 6 semaines versus 6 mois a montré une
supériorité du traitement plus long en termes d’amélioration de la surdité et du développement
neurologique. L'apparition d’'une neutropénie, principal effet secondaire, s’observe chez environ 20%
des enfants traités par valganciclovir (215,216,217).

Les recommandations actuelles sont de traiter avec du valganciclovir oral (16 mg/kg 2 fois par jour)
les enfants avec une symptomatologie modérée ou sévere pour une durée de 6 mois. Le traitement
doit étre initié dans le 1* mois de vie. L'utilité de traiter les enfants asymptomatiques ou avec une
surdité isolée n’a pas été démontrée et n’est pas recommandé actuellement (121,211).

L'utilisation du foscarnet a été rapportée dans quelques case reports et le cidofovir n’a pas été

évalué dans le traitement des nouveau-nés atteints de cCMV (216).
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2.0BJECTIFS DU TRAVAIL

L'analyse de la littérature montre que de nombreuses questions subsistent dans le domaine du
cCMV. Le screening sérologique des femmes enceintes n’est pas systématique, entre autres a cause
des difficultés fréquentes d’interprétation sérologique et des possibilités limitées de prévention et
de traitement de l'infection foetale. L'amélioration du diagnostic sérologique de I'infection a CMV est
donc une étape importante dans la prise en charge des femmes enceintes. La premiére partie de ce
travail consiste en I'’évaluation de nouveaux tests automatisés de détection des IgG et des IgM anti-
CMV ainsi que de caractérisation de 'avidité des IgG anti-CMV. En présence d’'lgG et d’IgM anti-CMV
chez une femme enceinte, une des difficultés diagnostiques est de faire la distinction entre une
infection primaire et non primaire (réactivation ou réinfection) et de déterminer si I'infection a eu
lieu en cours de grossesse ou avant celle-ci. Le test le plus couramment utilisé pour aider a la
datation de l'infection mesure I'avidité des IgG anti-CMV. Dans 10 a 20 % des cas, le résultat de ce
test se situe dans une zone intermédiaire ne permettant pas de dater l'infection. De plus, dans
certains cas particuliers, les résultats de ces tests d’avidité « de routine » ne sont pas fiables
(130,218,219). D’autres tests, comme les immunoblots CMV IgG et CMV IgG avidité, sont en cours
de développement. La deuxiéme partie de ce travail est consacrée a I'étude de la réactivité des
anticorps maternels vis-a-vis de certains antigenes particuliers du CMV ainsi que de l'avidité de ces
anticorps spécifiques afin d’évaluer I'apport de cette nouvelle technique d’'immunoblot dans la
datation de I'infection maternelle.

Lorsque le diagnostic d’infection primaire maternelle a CMV est posé ou suspecté chez une femme
enceinte, une PLA peut étre proposée afin de déterminer si le foetus est infecté ou non. Un délai de 6
a 7 semaines doit étre respecté entre l'infection primaire maternelle et la ponction afin d’obtenir une
sensibilité diagnostique adéquate (98). Actuellement, nous manquons de marqueurs prédictifs de
transmission materno-feetale non invasifs pour la grossesse. La troisieme partie de ce travail évalue
des marqueurs virologiques maternels tels que la charge virale ADN CMV mesurée dans le sang et les

urines et la corrélation avec la transmission materno-fcetale.
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3.RESULTATS

3.1. EVALUATION DES NOUVEAUX TESTS AUTOMATISES LIAISON® CMV IGG, IGM ET

IGG AviDITY II.

Introduction : le diagnostic d’une infection a CMV n’est pas toujours aisé et la qualité des
tests sérologiques de laboratoire est cruciale, en particulier pendant la grossesse et pour la
détermination du statut sérologique des donneurs d’organes et des patients en attente de
greffe.

Objectifs : Evaluer les performances des nouveaux tests automatisés LIAISON®CMV IgG I,
LIAISON®CMV IgM Il and LIAISON®CMV IgG Avidity Il en comparaison avec les tests utilisés en
routine dans notre laboratoire (VIDAS® CMV IgG, ETI-CYTOK-M reverse Plus, VIDAS® CMV IgG
Avidity) .

Méthodes : L'évaluation des différents tests a été réalisée sur 383 sérums, d’une part
prospectivement sur un échantillonnage de sérums de routine (n=160), et d’autre part sur
des sérums sélectionnés et bien caractérisés (n=174) (infections récentes, infections
anciennes, séronégatifs, infections anciennes avec IgM persistantes). Le test d’avidité des IgG
a été évalué sur 88 échantillons (39 issus des 174 sérums sélectionnés et 49
supplémentaires).

Résultats: La concordance globale est de 98.8% pour les IgG et de 95 % pour les IgM sur
I’échantillonnage de routine. Pour les sérums testés rétrospectivement, la concordance est
excellente pour les patients séronégatifs (100%) et trés bonne pour les infections anciennes
(94.3% pour les 1gG et 97.1% pour les IgM). Dans le groupe des infections récentes, on
observe des discordances dans 7.1 % des cas pour les 1gG et 13.1 % pour les IgM. Toutes les
infections récentes ont été détectées par LIAISON®. Le test d’avidité des I1gG montre une
concordance de 81 % avec celui de VIDAS®. Sur 51 sérums pour lesquels la date de
primoinfection est précisément connue, aucun faux positif (avidité élevée) n'est détecté
dans le groupe des infections de moins de 3 mois. Dans le groupe des infections de plus de 3
mois, une avidité élevée a été obtenue sur 82% des échantillons.

Conclusion: Les performances des tests automatisés LIAISON® CMV Il line sont comparables

aux méthodes utilisées dans notre laboratoire tant en prospectif sur les échantillons de
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routine que sur des sérums sélectionnés. Ces nouveaux tests sont donc utiles pour le
diagnostic de la primo-infection a CMV et la détermination du statut immunitaire, avec

I"avantage d’'une automatisation compléte.

43



Contents lists available at ScienceDirect

Journal of Clinical Virology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/jcv

Evaluation of the new LIAISON® CMV IgG, IgM and IgG Avidity Il assays @ -

M.L. Delforge*, L. Desomberg, . Montesinos

Department of Microbiology, ULB Erasme Hospital, 808 route de Lennik, 1070 Brussels, Belgium

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 12 May 2015

Received in revised form 11 August 2015
Accepted 7 September 2015

Background: The diagnosis of CMV infection is challenging and the quality of serological laboratory testing
iscritical, especially in pregnancy and in the determination of transplant recipients and donors serostatus.
Objectives: Evaluate the performances of the new LIAISON® CMV II line: LIAISON® CMV IgG II, LIAISON®
CMV IgM 11 and LIAISON® CMV IgG Avidity Il in comparison with the routine methods used in our
laboratory.

’C(e-‘:“’”ds-'l . Study design: The evaluation of LIAISON® CMV IgG II and LIAISON® CMV IgM Il was performed on both
ci’[\ofr]"eéa ovirus prospective routine samples and retrospective selected samples for a total of 383 sera. CMV IgG avidity
MV lgM was assessed with 88 samples.

Results: The overall agreement was 98.8% for the IgG and 95% for the IgM on the routine population. On
selected retrospective samples, excellent agreement was found in the seronegative and past infection
groups. In the recent infection group, discordances were observed in 7.1% of IgG and 13.1% of IgM. No
recent infection was missed with LIAISON®, Avidity agreement with VIDAS® was 81%. On 51 sera witha
known time of infection, no high avidity was found in the group infected for less than 3 months and 82%
of the samples showed a high avidity in the group infected for more than 3 months.

Conclusion: The performances of the fully automated LIAISON® CMV 1 line assays are comparable to those
of the reference methods used in our lab for both prospective and selected populations. This new CMV

CMV IgG avidity
Chemiluminescence

line is a useful tool for the diagnosis of CMV infections and CMV immune status in clinical settings

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Background

Human cytomegalovirus (CMV) infection is endemic worldwide
and affects all age groups. CMV infections in healthy individuals are
generally asymptomatic or resulting in mild and nonspecific symp-
toms. The diagnosis is challenging and the quality of laboratory
testing is critical, especially in pregnancy and in the determination
of transplant recipients and donors serostatus.

CMV is the most common cause of congenital infection. Primary
CMV maternal infection rather than recurrent infection is asso-
ciated with a higher risk of congenital transmission, up to 40%.
The CMV intrauterine infection can lead to permanent disabilities
like deafness and mental retardation [ 1]. Identification of pregnant
women with primary infection is therefore important. Accurate
determination of immune status of pregnant women is also critical
for management. In CMV seronegative expectant mothers, hygienic
measures can be recommended in order to reduce the risk of pri-
mary infection [2,3]. In immunocompromised patients, molecular
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assays are now the gold standard for the follow-up, but the deter-
mination of correct serological pretransplant status is critical in the
management of these patients [4].

Diagnosis of CMV infection is usually based on a combination of
serological tests, including specific [gG, [gM and IgG avidity. Diag-
nosis of primary infection is easy in case of seroconversion of IgG.
CMV IgM plays an important role in the diagnosis of acute CMV
infection, but its presence can also be related to other reasons:
cross-reaction, long-term persisting IgM, reactivation or reinfec-
tion, stimulation of the immune system. When both IgG and IgM
are present, CMV avidity could be helpful to distinguish primary
from non-primary infection. At the initial stage of infection, IgG of
low avidity are produced. These IgG will mature over time, result-
ing in an increased binding affinity and thus a higher avidity a few
months after infection [5-7].

2. Objectives

The aim of this study was to evaluate the performances of the
new LIAISON® CMV Il line: LIAISON® CMV 1gG II, LIAISON® CMV [eM
11 and LIAISON® CMV IgG Avidity 11 (DiaSorin, Italy) in comparison
with the routine methods used in our laboratory.
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3. Study design
3.1. Patients and sera

3.1.1. Evaluation of LIAISON® CMV II IgG and IgM

The evaluation of LIAISON® CMV IgG Il and LIAISON® CMV IgM
Il was performed on both prospective routine samples and retro-
spective selected samples for a total of 383 sera.

3.1.1.1. Routine samples. 160 fresh residual sera sent to our labo-
ratory for CMV testing were used to evaluate LIAISON® CMV IgG 11
and LIAISON® CMV IgM I1.

3.1.1.2. Selected retrospective samples. 174 frozen sera were clas-
sified in 4 groups according to the results obtained with the
serological methods used in the laboratory as well as additional
clinical and diagnostic data.

3.1.1.2.1. Group 1, recent infection samples. 84 sequential sera
from 36 patients with recent infection defined as (a) appearance of
IgG in a patient known to be previously negative and presence of
IgM, or (b) presence of IgM with increasing IgG or low avidity of
IgG. The number of sera per patient ranged from 1 (8 patients) to
4 (6 patients). For 9 patients, a first IgG and IgM negative sample
was available and tested; the time between the last negative and
the first positive serum ranged from 2 to 9 weeks.

3.1.1.2.2. Group 2, seronegative samples. 35 sera from seroneg-
ative patients defined as IgG and IgM negative.

3.1.1.2.3. Group 3, past infections. 35 sera from patients with
past infections, defined as IgG positive and IgM negative.

3.1.1.2.4. Group 4, long lasting IgM samples. 20 sera from
patients with long lasting IgM, defined as presence of [gM for more
than one year. All these samples show positive IgG.

3.1.2. Evaluation of LIAISON® CMV IgG Avidity Il

For the evaluation of LIAISON® CMV IgG Avidity II, the study was
performed with 31 seroconversion samples (19 from the group 1
described above and 12 supplementary sera), 37 sera with pos-
itive CMV 1gG and IgM on which VIDAS® avidity was routinely
performed, and the 20 long lasting IgM from the group 4.

For the 31 seroconversion sera, the time of infection was estab-
lished on the presence of clinical symptoms and/or laboratory
abnormalities. When absent, the delay from the onset of infection
was arbitrary set between the last [gG and IgM negative sample and
the first1gG positive sample, or at the first [gM positive IgG negative
sample.

3.2. Methods

LIAISON® CMV I line tests are based on an indirect chemilu-
minescent immunoassay. LIAISON® CMV IgG 1l is intended for the
quantitative determination of IgG antibodies to CMV in human
serum and plasma. Results were compared to those obtained with
VIDAS® CMV IgG (bioMérieux, France), an enzyme linked fluores-
cent immunoassay.

LIAISON® CMV IgM Il is used for the semi-quantitative deter-
mination of IgM antibodies to CMV in human serum and plasma.
Results were compared with those obtained with the qualitative
capture immunoenzymatic assay ETI-CYTOK-M reverse Plus run on
ETI-Max 3000 (DiaSorin, Italy).

VIDAS® CMV IgM was also performed in case of discordant
results. LIAISON® CMV Avidity Il is intended for the determina-
tion of antigen-binding avidity of IgG antibodies to CMV in human
serum and plasma, comparing the signal of untreated sample with
the signal of the same sample after treating with urea. The avidity
index ranges from 0.000 to 0.950. Results were compared to those
obtained with VIDAS® CMV IgG Avidity.

Table 1
Comparison of LIAISON® CMV II and VIDAS® assays for CMV IgG antibodies on
routine samples.

Assays LIAISON®CMV II IgG
Positive Negative Total
VIDAS® CMV IgG Positive 89 2 91
Negative 0 69 69
Total 89 71 160

Table 2
Comparison of LIAISON® CMV 1l and capture EIA for CMV IgM antibodies on routine
samples.

Assays LIAISON® CMV 11 igM
Positive Equivocal Negative Total
ETI-CYTOK-M reverse Positive 1 0 2 3
plus Equivocal 0 0 1 1
Negative 2 3 151 156
Total 3 3 154 160

All three LIAISON® assays were run on the fully automated
random access LIAISON® XL analyser. All assays were performed
according to the recommendations of the manufacturers.

3.3. Statistical analysis

Proportional agreement and chi-square test were calculated and
analysed. A p value <0.001 was considered statistically significant.
Statistical analysis was performed with MedCalc software (Mari-
akerke, Belgium).

4. Results
4.1. LIAISON® CMV II IgG et IgM

The overall agreement was 97.4% (p<0.001) (373/383) for IgG
and 91% (p<0.001) (304/334) for IgM.

4.1.1. Performances observed on routine samples

Comparison between LIAISON® CMV Il assays and the reference
method on the routine population showed an overall agreement of
98.8% (p<0.001) for the IgG (Table 1) and 95% (p<0.001) for the
IgM (Table 2).

Comparison of LIAISON® CMV IgG II and VIDAS® CMV IgG
showed 2 discordances, both VIDAS® positive and LIAISON® neg-
ative. These 2 samples came from the same patient to whom we
observed appearance of CMV IgG with VIDAS® without IgM post
liver/kidney transplantation. CMV PCR remained negative.

Comparison of LIAISON® CMV IgM II and ETI-CYTOK-M reverse
Plus (ETI) showed 8 discordances. Two positive and one equivocal
sample with ETI were found negative by LIAISON®, As VIDAS® CMV
IgM was negative on all samples, they were considered as ETI false
positive results. One serum showed a high level of rheumatoid fac-
tor. Three negative samples with ETI were found equivocal with
LIAISON®, All 3 were negative with VIDAS®. Two negative samples
with ETI were found positive by LIAISON®. One of them belongs
to a patient presenting a CMV primary infection 3 months before,
the other was considered as false positive result since VIDAS® was
negative.

4.1.2. Performances observed on selected retrospective samples
4.1.2.1. Group 1, recent infection samples. As shown in
Tables 3 and 4, comparison between LIAISON® CMV II assays
and the reference methods showed an overall agreement of 92.9%
(p<0.001) for the IgG and 86.9% (p < 0.001) for the IgM.
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Table 3
Comparison of LIAISON® and VIDAS assays for CMV IgG antibodies on recent infec-
tions samples.

M.L. Delforge et al. / Journal of Clinical Virology 72 (2015) 42-45

Table 5
Comparison between LIAISON® and VIDAS® CMV IgG avidity according to the two
different cut off chosen for VIDAS.

Assays LIAISON® CMV 111gG CMV IgG avidity
Positive  Equivocal Negative Total LIAISON® No. of samples with the indicated result by the following assay
VIDAS® CMV IgG Positive 60 2 1 63 VIDAS®(cut off 0.8) VIDAS®(new cut off 0.65)
Equivocal 0 0 1 1
Negative 2 0 18 20 High Moderate Low High Moderate Low
Total 62 2 20 84 High 12 9 0 17 4 0
Moderate 0 3 1 0 2 2
Low 0 5 7 0 1 11
Six discordant results were observed for the IgG. Three of them
are minor and can be explained by close timing of the follow-up. For
Table 6

the 3 other cases, we observed on sequential samples that LIAISON®
gave positive 1gG results before VIDAS® in 2 cases and VIDAS®
before LIAISON® in 1 case.

Eleven discordant results were observed for the IgM. In 3 cases,
ETI was found negative or equivocal and LIAISON® positive: One
sample collected 3 months after infection was negative with ETIand
positive with LIAISON®, 1 sample collected 7.5 weeks after infec-
tion was equivocal with ETI and positive with LIAISON®, 1 sample
collected 12 weeks after infection was negative with ETI and pos-
itive with LIAISON®. In 3 other cases, ETI was found positive and
LIAISON® negative. We were able to perform VIDAS® IgM for two
of them: one sample taken 5 weeks after the first IgG/IgM posi-
tive serum was equivocal and one with no possibility of dating of
infection was positive. For the third one, we did not have enough
sample to perform VIDAS®, this sample was taken 7.5 months after
infection. Five positive samples with ETI were found equivocal with
LIAISON®,

4.1.2.2. Group 2, seronegative samples. 100% agreement on both IgG
and IgM was observed on these 35 samples.

4.1.2.3. Group 3, past infections. We observed a 94.3% agreement
for IgG on these 35 samples: 2 sera expected to be positive were
classified as negative with LIAISON® XL. The first sample belongs
to the same transplanted patient described in Table 1. The second
belongs to a transfused lungs transplanted patient who was tested
CMV IgG negative by VIDAS® one year later. In this case, we can
assume that the IgG detected by VIDAS® are those acquired from
transfusion.

A 97.1% agreement for IgM was observed: 1 sample expected to
be negative was found equivocal with LIAISON® XL.

4.1.2.4. Group 4, long lasting IgM samples. On the 20 samples with
persistent IgM detected by ETI, we found 10 positive, 6 equivocal
and 4 negative results with LIAISON® XL. All these samples showed
a positive IgG result with both tests.

4.2. LIAISON® CMV Avidity Il

The results of IgG avidity performed on the 37 samples in com-
parison with VIDAS® are shown in Table 5. The agreement between
both tests is 59.5% when the VIDAS® cut off of 0.8 is chosen and 81%
when the VIDAS® cut off of 0.65 is chosen.

Table 4
Comparison of LIAISON® and capture EIA for CMV IgM on recent infections samples.

Assays LIAISON® CMV II IigM
Positive  Equivocal Negative Total
ETI-CYTOK-M reverse Positive 63 5 3 71
Equivocal 1 0 0 1
Negative 2 0 10 12
Total 66 5 13 84
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Results of LIAISON® CMV IgG avidity according to the estimated time of infection.

LIAISON® CMV IgG avidity Il

Time of infection Low Moderate High
=3 months 0 5 21
=2 months, <3 months 0 1 0
>1 month, <2 months 4 2 0
=1 month 16 2 0

Table 6 presents the results of the avidity performed on the 31
seroconversion samples and the 20 long lasting IgM samples in
relation to the estimated time of infection. No high avidity results
were found in the group infected for less than 3 months. In the
group infected for more than 3 months, 82% (23/28) of the samples
showed a high avidity. Among the 5 samples showing a moderate
avidity, 4 of them came from patients infected between 3 and 3.5
months ago.

5. Discussion

In this study, we evaluated the performance of the new
LIAISON® CMV I line with a total of 383 samples in comparison
with the routine methods used in our laboratory.

There is no gold standard for CMV antibodies therefore, as done
in several other studies, comparison was made with methods used
in the laboratories for several years of experience. Relative agree-
ment between methods is reported. On the routine population we
found an excellent agreement of 98.8% for the IgG and 95% for the
IgM. We found an overall agreement of 97.4% for IgG and 91% for
IgM which is comparable to studies comparing other commercial
assays [8-10].

A less good agreement among commercial assays for CMV IgM
is well known, and is due to the different assays formats, to the
use of different antigen and to the different assay threshold [9]. In
the recent infections group, we found eleven discordant results for
the IgM. In 3 cases of positive expected result in comparison with
our routine test, LIAISON® IgM was found negative. In 1 case the
third method (VIDAS®) was equivocal, in the second case VIDAS®
was positive but we were not able to date the infection. In the third
case the sample was taken 7.5 months after infection.

Several studies showed that CMV IgM detection is a sensitive
marker for primary infection, but with a poor specificity. About 50%
of CMV IgM-positive individuals have primary infection [7,11,12].
The importance to correctly identify CMV primary infection is of
particular interest during pregnancy: the severity and the fre-
quency of congenital CMV infection make it necessary but, as the
infection is often asymptomatic, only laboratory tests can iden-
tify a possible primary infection. Among the available tests, IgM
searches are used widely, but any positive results need to be inter-
preted correctly because of the possible non-specificity of the tests
themselves and the fact that the presence of [gM may be due to
reactivation or reinfection. In this setting, IgG avidity assays have
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proved to be a valuable tool for interpretation of a positive IgM
result in presence of IgG. In most assays low IgG avidity is indica-
tive of primary infection within the preceding 3 months while high
avidity excludes that primary infection was acquired less than three
months before sampling.

LIAISON® CMV Avidity Il showed good results of IgG avidity
allowing us to exclude in 82% of the cases an infection within the
preceding 3 months in our sampling collection. Contrary to other
studies evaluating several avidity commercial kits, we found no
high avidity in the group infected for less than 3 months [13,14].

Comparing to VIDAS® avidity, we found a much better agree-
ment between the two techniques when the VIDAS® new cut off
of 0.65 is chosen. In their study, Vauloup-Fellous et al. showed that
changing the VIDAS® avidity index cut-off value from 0.80 to 0.65
significantly improve the performance of the kit. They also showed
that the concordance percentage between VIDAS® IgG avidity and
other kits is poor and mainly explained by equivocal results with
VIDAS® when the cut-off of 0.80 is used. The agreement of 81%
observed in our cohort between LIAISON® and VIDAS® avidity is
good and much better than comparison between other kits [13,14].

In transplant patients, CMV serology is of crucial importance, in
particular in the pretransplantation management. Serology should
be performed pretransplant on both the organ donor and the recip-
ient. A test that measures anti-CMV IgG should be used, because
IgG serologic tests have better specificity than IgM tests. Because
donor and recipient serostatus are such key predictors of infection
risk and management, it is imperative to use a test with high sen-
sitivity and specificity [4]. In the routine sample, the seronegative
and the past infection groups, we observed an excellent agreement
between VIDAS® and LIAISON® IgG allowing the use of LIAISON®
CMV IgG Il in this clinical setting.

In conclusion, the performances of the fully automated
LIAISON® CMV I line assays are comparable to those of the ref-
erence methods used in our lab for both prospective and selected
populations. This new CMV line is a useful tool for the diagnosis of
CMV infections and CMV immune status in clinical settings.
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3.2. EVALUATION DE L’APPORT DE LA TECHNIQUE D’IMMUNOBLOT DANS LA DATATION

DE L'INFECTION MATERNELLE

Introduction : Les tests commerciaux mesurant I'avidité des IgG anti-CMV sont largement
utilisés dans les laboratoires de biologie clinique et sont utiles pour aider a la datation d’une
infection primaire chez la femme enceinte présentant des IgG et des IgM positives vis-a-vis
du CMV. Néanmoins, ces tests ne sont pas standardisés et ils donnent un résultat non
concluant (avidité intermédiaire) dans 12 a 25% des cas. D’autres marqueurs sont donc
nécessaires dans ce contexte.

Objectifs : Le premier objectif de cette étude est d’évaluer les capacités des nouveaux tests
Mikrogen recomLine CMV IgG and IgG Avidity a dater une infection primaire. Dans un second
temps, nous avons déterminé si ces tests pouvaient apporter des informations
complémentaires sur la date de linfection primaire lorsque le test d’avidité de routine
(VIDAS CMV IgG avidity) est non concluant.

Méthodes : Pour le premier objectif de I'étude, nous avons utilisé 89 sérums séquentiels
provenant de 40 femmes dont le moment de l'infection était précisément connu. Pour la
deuxieme partie de I'étude, 89 sérums provenant de 78 femmes enceintes présentant des
IgG et IgM positives vis-a-vis du CMV ainsi qu’un test d’avidité des IgG non concluant.
Résultats: Dans le premier groupe de sérums pour lesquels la date de primoinfection est
précisément connue, on observe une interprétation correcte des tests Mikrogen recomline
CMV IgG and IgG Avidity dans 83.1% (74/89), un résultat incorrect dans 4.5% (4/89), et un
résultat non concluant dans 12.4% (11/89) des cas. La combinaison des tests Mikrogen
montre une meilleure sensibilité a diagnostiquer une infection <14 semaines comparé au test
VIDAS (85.96% vs 76.92%). Pour le second objectif de I'étude, parmi le groupe de 89 sérums
présentant une avidité non concluante avec le VIDAS CMV IgG Avidity, la combinaison des
tests recomlLine a apporté une information complémentaire quant a la datation de I'infection
primaire dans 79% (70/89) des cas.

Conclusion: Nous avons évalué les performances des immunoblots Mikrogen recomline
CMV IgG and IgG Avidity et démontré que ces nouveaux tests sont utiles pour aider a dater
une infection primaire chez la femme enceinte présentant des IgG et des IgM positives, en

particulier au 1*" trimestre de la grossesse.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: CMV 1gG avidity assays are widely used and can be helpful in pregnant women to date the onset of CMV primary
Received 15 June 2018 infection; however, these tests are not standardized and sometimes give inconclusive results. We evaluated the
Received in revised form 6 September 2018 performances of Mikrogen recomLine CMV 1gG and IgG Avidity compared to the VIDAS CMV IgG Avidity. On a first
:ﬁ;ﬂm o%m?::mber 2018 sample set of 89 sequential sera collected from 40 women with precisely determined onset of CMV primary in-
fection, the combination of Mikrogen recomLine CMV 1gG and 1gG Avidity showed an accurate interpretation in
Keywords: 83.1% (74/89), an incorre result in 4.5% (4/89), and an inconclusive resultin 12.4% (11,/89) and showed a better
Cytomegalovirus primary infection sensitivity to diagnose infections <14 weeks compared to VIDAS (85.9% vs. 76.9%). On a second sample set of 89
Pregnancy sera with anintermediate VIDAS CMV IgG Avidity, the combination of line immunoassays provided additional in-
CMV IgG avidity testing formation on the time of infection in 79% (70/89) of the samples. This combination of line assays is useful as ad-
Immunoblot CMV IgG ditional confirmatory testing and can help to date more precisely the onset of CMV primary infection.

© 2018 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Human cytomegalovirus (CMV) is a herpesvirus which has a ubiquitous
and worldwide distribution, and is the most frequent cause of congenital in-
fection (Kenneson and Cannon, 2007). The prevalence is around 05-1% of all
live births and is the leading cause of sensorineural hearing loss and mental
retardation ( Dollard et al., 2007; Stagno, 1986). OMV congenital infection can
result from primary infection, reinfection, or reactivation among pregnant
women, The risk of vertical transmission from mothers with primary infec-
tion during pregnancy ranges from 30% to 45% (Bodeus et al,, 2010; Enders
etal, 2011; Liesnard et al, 2000; Picone et al, 2013; Revello et al, 2011), and
the risk is going down to 14%in case of nonprimary infection (Kenneson and
Cannon, 2007). In order to counsel about the fetal risk, it is of major impor-
tance to differentiate MV primary infections occurring before pregnancy
from those occurring during pregnancy. The maternal infection is mostly
asymptomatic, and when symptoms are present, they are mostly mild
(Daiminger et al,, 2005). Particularly before 12-14 weeks of gestation, the
presence of IgG and IgM without knowing about the previous serologic sta-
tus can be a source of anxiety for parents and of difficult management for
professionals. Supplementary tests are then needed to define primary infec-
tion onset. IgG avidity assays are widely used in case of positive IgG and IgM
in pregnant women. These tests determine the strength of antigen—antibody

Abbreviations: CMV, cytomegalovirus; Cl, confidence interval.
* Corresponding author. Tel: +32-25555783; fax: +32-25556459,
E-mail address: marie-luce.delforge@erasme.ulb.acbe (M.-L. Delforge).

https: //doi.ong/10.1016/jdiagmicrobio2018.09.013
0732-8893/0 2018 Elsevier Inc. All rights reserved.

bond, which increases over time after the primary infection. The IgG avidity
is initially low during the early weeks and will mature to high avidity a few
months after primary infection (Prince and Lapé-Nixon, 2014). In 12-25% of
cases, the result of these conventional IgG avidity assays is inconclusive (in-
termediate avidity index); therefore, other markers are needed to help to
date the onset of MV primary infection (Enders et al, 2014; Leruez-Ville
et al, 2013; Prince and Lapé-Nixon, 2014). Recently, other assays such as
reactivity against specific C(MV antigens and neutralizing antibodies were
reported as additional tools for dating the onset of primary infection in
pregnancy ( Enders et al., 2013; Lilleri et al, 2016).

In this study, we aimed first to evaluate the ability of the line immu-
noassays Mikrogen recomLine CMV IgG and recomLine CMV 1gG Avidity
(Mikrogen GmbH, Neuried, Germany) to date the onset of CMV primary
infection comparing to VIDAS CMV [gG Avidity (bioMérieux, Marcy
I'Etoile, France) and, secondly, to evaluate the added value of the combi-
nation of recomLine CMV 1gG and recomLine CMV IgG Avidity in cases of
intermediate VIDAS avidity.

2. Study design
2.1. Subjects and samples
For the first objective of this study, 89 sequential sera collected from

40 women with precisely determined onset of CMV primary infection
were evaluated. We retrospectively selected sera drawn in the weeks

Please cite this article as: Delforge M-L, et al, Combination of line immunoassays Mikrogen recomLine CMV IgG and recomLine CMV IgG Avidity
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Mikrogen recomLine CMV 1gG Avidity |
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‘ Suspected infection < 14 weeks

| Suspected infection > 12 weeks

Fig. 1. Flow diagram of recomLine CMV IgG and CMV IgG Avidity interpretations.

and months following the diagnosis of primary infection. The number of
sera per woman was between 1 and 8, depending on the availability of
samples in the laboratory (1 serum for 16 women, 2 sera for 11 women,
3 sera for 7 women, 4 sera for 4 women, 6 sera for 1 woman, and 8 sera
for another one).

The onset time of primary infection was determined by one of the
following criteria:

- In presence of seroconversion of IgG and when both IgG and IgM are
present at the first positive serology, the onset was arbitrary set at
the mid time between the last lgG-negative and the first [gG-
positive sample (n patients = 16, n sera = 40). For these 16 patients,
the interval between last negative and first positive sample was
<6 weeks, except for 3 patients (7, 7, and 8 weeks)

In the presence of a seroconversion of IgG and when only IgM was

positive at the first positive serology, the onset of primary infection

was set at that point (n patients = 11, nsera = 25).

- In the presence of clinical symptoms and/or biological alterations
compatible with CMV infection in the presence of CMV-specific
IgM antibodies and a significant rise of IgG, the onset was established
at the time of the symptoms (n patients = 7, n sera = 16)

The panel also included samples from women who experienced
CMV primary infection in the past but presenting long-lasting CMV
IgM (n patients = 7, nsera = 8).

For the second objective of this study, 89 sera collected from 78
pregnant women presenting positive CMV IgG and [gM and an interme-
diate avidity with VIDAS CMV IgG Avidity were evaluated. For 11 pa-
tients, we tested 2 sequential sera with an interval of 1 to 7 weeks
between samples.

2.2. Methods

The recomLine 1gG and IgG Avidity is a line immunoassay allowing
the identification of antibodies against 6 spedfic antigens of CMV: IE1,
CM2, p150, p65, gB1, and gB2. The detection of phase-specific 1gG and
the avidity allow to differentiate between an acute and a previous infec-
tion, Assays were performed according to manufacturer’s recommenda-
tions. For all samples, 2 test strips were incubated in parallel (1 treated
with avidity reagent and the other not) in order to differentiate IgG an-
tibodies with low avidity and lgG with high avidity. The test proced ure
lasts approximately 3 h.

After 2 h of drying, the evaluation of each strip was done using the
test strip analysis software recomScan (Mikrogen). The software mea-
sures the stain intensity of the occurring bands and determines the re-
activity of each band. For each specific antigen band, a point value is
given and the test result of the IgG is determined by adding the point
values, Moreover, according to the pattern of 1gG reactivity, the time
of infection can be determined in a certain number of cases. The differ-
ent possible interpretations of the IgG blot results are described in Fig. 1.

In cases of positive IgG result and positive 1gG, suspected infection
=6-8 weeks, the test strip incubated with avidity reagent was also
interpreted.

By measuring the difference of intensity between both strips, the
software is able to evaluate the avidity of IgG against [E1, CM2, p150,
and gB2. A decrease of 40% or less indicates high avidity, a decrease of
50-100% indicates low avidity, and a decrease of 40-50% is regarded
as intermediate avidity. According to the avidity of the respective IgG
antibodies against the 4 different antigens, different possible interpreta-
tions are given by the software (Fig. 1). In our study, the final results
were considered: either the combination of the 2 line assays or the re-
sult of the recomLine IgG only in cases of negative IgG, borderline 1gG,
positive IgG with suspicion of primary infection <6-8 weeks, and posi-
tive IgG with suspicion of previous infection =24 weeks. Positive I1gG
without additional information is considered as inconclusive result.

The VIDAS CMV IgG Avidity was performed and interpreted accord-
ing to manufacturer's recommendations using a cutoff index <040 for
low avidity and 20.65 for high avidity. Avidity indexes between 0.40
and 0.65 are intermediate and reported as inconclusive results. Avidity
testing was not performed if concentration of VIDAS CMV 1gG was
below 6 AU/mL.

The tests routinely used for the diagnosis of CMV infection were the
LIAISON® CMV IgG Il and the LIAISON® CMV IgM II assays.

Table 1A
Results obtained with VIDAS on the sample set with precisely detemined onset of CMV
primary infection.

Onset of primary infection VIDAS CMV IgG avidity

<12 weeks Incondusive =12 weeks
212 weeks
0= 5 40 11 1
=12 weeks
. a 13 24
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Table 1B

Results obtained with recomLine on the sample set with predisely determined onset of CMV primary infection.

Onset of primary MIKROGEN recomLine CMV IgG and CMV IgG Avidity
infacti
{niection 1gG 13G Infection  Infection Infection Infection Infection IgG positive, no additional
negative  borderline =< >6-8 weeks and <14 weeks =12 weeks =24 weeks information
6-8 weeks <14 weeks
=14 weeks
n =57 a b c
(<6-8 weeks 2 o 9 1 37 1 o 7
n=32)
=12 weeks
n =37 d " f
(>24 weeks o o o 1 & 21 5 6
n=18)

Five samples taken at 13 weeks after the onset of infection were counted twice: 2 of them were scored as infection <14 weeks, 1 as infection =12 weeks, and 2 as positive 1gG with no

additional information.

Supplementary information for some specific samples:
* Very recent infections: 0 week, 3 weeks.

: Twelve weeks.

: Thirteen weeks.

: Fourteen weeks.

: Thirteen, 13, 17, and 17 weeks

: Eighteen, 22, 28, 31, and 62 weeks,

- B m =

2.3. Statistical analysis

We produced diagnostic accuracy measurements (sensitivity and
specificity) for the VIDAS CMV 1gG Avidity and for the recomLine IgG
and IgG Avidity assays and computed 95% confidence interval (CI) ac-
cording to the exact method. We excluded inconclusive test results
from the computation of accuracy measurements, which are reported
in the tables and in the text. As in the clinical practice, we have to con-
sider the inconclusive avidity results, so we also calculated accuracy
measurements including these results and counted them as incorrectly
classified by the test.

We encountered a challenge in the computation of accuracy mea-
surements since the line immunoassay can discriminate between infec-
tions of more than 12 weeks and less than 14 weeks, leaving out
infections estimated at 13 weeks. Since infections occurring at
13 weeks are both =12 weeks and <14 weeks, we always considered
them as classified correctly by the test.

3. Results
3.1. Samples with well-defined onset of infection

Fifty-two sera were drawn within 12 weeks of infection, and 37
were obtained more than 12 weeks after primary infection. The results

1.09
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Fig. 2. VIDAS CMV IgG avidity index according to the time of infection. Samples taken more
than 60 weeks after infection are plotted at 60 weeks,

obtained on the 89 samples with VIDAS CMV IgG Avidity and the com-
bination of recomLine CMV [gG and recomLine CMV IgG avidity are sum-
marized in Tables 1A and 1B.

According to the determined onset of primary infection, VIDAS CMV
IgG Avidity showed an accurate interpretation in 71.9% (64/89) of cases,
an incorrect result in 1.1% (1/89), and inconclusive results (intermedi-
ate avidity) in 27% (24/89). The falsely high avidity result obtained
with VIDAS CMV IgG avidity came from a woman with a proven primary
infection having taken place 3 weeks before sampling. The combination
of recomLine CMV lgG and recomLine CMV IgG avidity scored this serum
correctly as an infection <14 weeks.

Fig. 2 shows the VIDAS CMV lgG avidity index according to the time
of infection.

According to the determined onset of primary infection, the combi-
nation of line immunoassays Mikrogen recomLine CMV IgG and
recomLine CMV IgG Avidity showed an accurate interpretation in
83.1% (74/89) of samples tested, an incorrect result in 4.5% (4/89), and
an inconclusive result in 12.4% (11/89) (positive IgG). The 4 samples
not correctly scored by the combination of immunoblot were as follows:
2 infections scored <14 weeks at 17 weeks and 2 infections scored
=24 weeks at 18 and 22 weeks of infection. For one of the samples not

Table 2
Accuracy of VIDAS CMV IgG Avidity to diagnose an infection <12 weeksand of MIKROGEN
recomLine CMV IgG and CMV IgG Avidity to diagnose an infection <14 weeks.

VIDAS CMV Ig Avidity
Diagnosis of an infection
=12 weeks

Mikrogen recomLine*
Diagnosis of an infection
<14 weeks

Number of incondlusive
results excluded

Number of samples
evaluated

Sensitivity

Specifidty

Number of incondusive
results induded

Number of samples

evaluated
Sensitivity

Specificity

24/89 (27%)
65

97.6% (40/41) 95% C1
87.1-99.9%

100% (24/24) 95% C1
91.2-100%

24/89 (27%)

89

76.9% (40/52) 95% C1
67.20-84.43%
64.9% (24/37) 95% C1
52.18-75.75%

11/89 (12.4%)
83°

98% (49/50) 95% (1
89.35-99.95%
78.8%(26/33) 953 CI
61.09-91.02%

11/89 (12.4%)

89

85.9% (49/57) 95% CI
76.76-91.91%
70.3% (26/37) 95% Cl
57.31-80.53%

* The test has a double threshold of =12 weeks/<14 weeks. Samples whose true status
was 13 weeks (n = 3) were always considered correct.
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Table 3
Accuracy of MIKROGEN recomLine CMV 1gG and CMV 1gG Avidity to diagnose an infection
=24 weeks and an infection <6-8 weeks.

=24 weeks 6-8 weeks*

Total number of samples
evaluated: 78

Number of samples excluded due
to an inconclusive

result: 11 (12.4%)

Sensitivity 16.7% (3/18) 95% (1 3.58-4142%

Total number of samples
evaluated: 79

Number of samples excduded
due an inconclusive

result: 11 (12.4%)

344% (11/32) 958 C
1857-53.19%
100% (47/47) 95% (1 71.51-100%

Specificity 96.7% (58/60) 95% CI
88.47-99.50%

* The test has a double threshold of =<=6 weeks/~8 weeks. Samples whose true status
was 7 weeks (n = 1) were always considered correct

correctly scored at 17 weeks, the time of infection was set at the mid
time between the last negative serology and the first positive serology,
but the interval in between the two samples was 8 weeks, inducing a
possible misclassification of this sample. The 2 samples incorrectly
scored at 18 and 22 weeks were more precisely timed, based on the
first positive serology with IgM positive only, and came from the same
patient.

Tables 2 and 3 show the sensitivity and specificity of both tests to
date correctly a CMV infection. Table 2 presents the computation either
by excluding the inconclusive results or by including them in order to be
more representative of the reality of the clinical setting.

3.2 Samples with unknown onset of infection and intermediate VIDAS CMV
IeG Avidity

The combination of line immunoassays yielded 5 infections <6-
8 weeks, 8 infections >6-8 weeks without additional statement, 11 infec-
tions between 6-8 and 14 weeks, 13 infections >12 weeks, 1 infection
=24 weeks, 29 infections <14 weeks, 2 negative IgG, 1 intermediate IgG,
and 19 cases of noncontributory positive 1gG (Table 4).

Taking into account all the results giving useful information (includ-
ing the negative and borderline IgG), the combination of line immuno-
assays provided additional information on the time of infection in 79%
(70/89) of the samples.

4. Discussion

In this study, we evaluated the performance of the recomLine lgG
and IgG Avidity with a total of 178 samples. Half of them came from
women with precisely determined onset of CMV primary infection,
and half of them were sera with an intermediate VIDAS IgG avidity.

CMV IgG avidity tests are widely used as a useful tool to date CMV
infection, especially in pregnant women presenting with positive CMV
lgG and IgM, but they are not standardized (Revello et al., 2010). Several
comparative studies have shown discrepancies between commercial as-
says, in particular false high positive results (Revello et al,, 2010; Sellier
et al, 2015; Vauloup-Fellous et al,, 2013). We also observed a false high
positive result in this study, previously described as a case report
(Delefortrie et al,, 2016). Other limitations are, on the one hand, the re-
stricted usefulness of these tests after the first trimester of pregnancy
and, on the other hand, the reported unusually long persistence of

Table 4

intermediate or low CMV IgG avidity in some cases (Lumley et al.,
2014; Revello et al., 2010; Sellier et al., 2015; Vauloup-Fellous et al.,
2013). Therefore, we have to be cautious with their interpretation,
and other tests such as immunoblot assays may be useful in this setting.

The first part of the study evaluated the accuracy of recomLine IgG
and I1gG Avidity to date CMV infection: In our study, 83.1% of samples
tested matched onset dates compared to 71.9% with VIDAS avidity.
Moreover, the number of incondusive results (intermediate avidity for
VIDAS, positive IgG without additional statement for recomLine) is
smaller with the combination of line immunoassays (27% vs. 12.4%).

Considering the performances of the combination of recomLine as-
says for timing primary infection according to the interpretations pro-
posed by the manufacturer, we showed that their sensitivity to
diagnose an infection <14 weeks is good (98%) even after including
the inconclusive results (86%). An advantage of the recomLine assay
should be its capacity to diagnose correctly infections =24 weeks,in
order to rule out a primary infection during pregnancy when women at-
tend prenatal care late after the first trimester. Unfortunately, our results
showed a sensitivity of 16.67% (3/18) to exclude an infection <24 weeks,
For the 15 other samples, the test scored correctly as infections
=12 weeks, but this result does not help in the management of these
women presenting late in the pregnancy. This poor sensitivity has also
been observed by Enders et al. They did not obtain the characteristic
blot pattern for late infection =24 weeks among a sample set of 30 infec-
tions >20-40 weeks. However, we have to mention that the manufac-
turer improved the quality of the antigen used for the recomLine assay
compared to recomBlot tested by Enders, so the results may not be
fully comparable. As mentioned by Enders et al,, these results highlight
the importance of performing CMV antibody testing during the first tri-
mester or beginning of the second trimester in order to date correctly a
primary infection (Enders et al., 2013). We observed also a low sensitiv-
ity of the recomLine assay to diagnose predsely an infection <6-8 weeks
(34.38%, 11/32), but in this sample set, the test scored correctly the ma-
jority of the serum as infections <14 weeks (21/32).

Conventional CMV IgG avidity assays have proved to be a helpful
tool to date infection in pregnant women with positive CMV IgG and
IgM; however, they give an intermediate or inconclusive resultin 12—
25% of cases, depending on the population studied and the method
used (Enders et al., 2014; Leruez-Ville et al., 2013; Prince and Lapé-
Nixon, 2014, personal data). In the second part of our study, we showed
that among the sample set of inconclusive results with VIDAS CMV lgG
Avidity, the combination of line immunoassays could help to determine
the timing of infection in 79% of samples. We took into account in these
useful interpretations 2 negative and 1 borderline [gG. This is perhaps
questionable, but as these samples were clearly positive with 2 different
IgG immunoassays (and IgM positive), we considered that this informa-
tion was useful, helping to suspect a very recent infection. Obviously,
this has to be confirmed on a second sample. Considering the results
of the second part of our study, the sequential use of conventional avid-
ity testing followed by the line assays in case of inconclusive conven-
tional avidity results may therefore help in the management of
pregnant women presenting with a positive CMV 1gG and 1gM serology,
especially during the first trimester of pregnancy.

In conclusion, we assessed the performances of the Mikrogen
recomLine CMV IgG and CMV IgG Avidity, and we demonstrated that
this combination of line assays is useful as additional confirmatory test-
ing and can help to date more precisely the onset of CMV primary
infection.

Results obtained on the sample set with borderline VIDAS CMV IgG Avidity (unknown onset of infection ).

MIKROGEN recomLine CMV IgG and CMV IgG Avidity

IgG 1I2G Infection Infection =6-8 weeks Infection > 6-8 weeks and Infection Infection Infection Positive, no additional
negative borderline <6-8 weeks <14 weeks <14 weeks =12 weeks =24 weeks information
n=289 2 1 5 8 11 29 13 1 19
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3.3. MARQUEURS VIROLOGIQUES MATERNELS PRONOSTIQUES D’INFECTION FCETALE :

CHARGE VIRALE ADN CMV MESUREE DANS LE SANG ET LES URINES.

Introduction: La transmission du CMV au foetus peut survenir lors d’une primo-infection maternelle,
mais également lors d’une réactivation ou d’une réinfection ; cependant le risque de transmission est
nettement plus élevé en cas de primo-infection. Le risque augmente également avec I'age
gestationnel. D’autres facteurs de risques ont été décrits mais il subsiste encore de nombreuses
guestions quant aux facteurs maternels qui influencent la transmission verticale.

Objectifs: Les buts de cette étude étaient d’évaluer une éventuelle corrélation entre la présence de
CMV dans le sang et les urines d’une part, et la quantité de CMV dans ces mémes fluides d’autre
part, et la transmission au foetus dans une cohorte de femmes enceintes ayant présenté une primo-
infection pendant leur grossesse.

Méthode : Nous avons réalisé la détection du CMV par PCR dans 150 échantillons d’urines et 114
échantillons sanguins provenant de patientes enceintes avec une primo-infection démontrée par des
tests sérologiques. Lorsque la détection du CMV était positive, la quantification était effectuée par
PCR en temps réel.

Résultats: Le taux de transmission verticale était de 36.7% (55/150) dans notre cohorte, ce qui est
comparable aux résultats d’autres études. Nous avons trouvé une association statistiquement
significative entre la présence de CMV dans les urines maternelles et la transmission au foetus (OR
2.03 95% Cl 1.03-3.99), et entre la présence de CMV dans le sang maternel et la transmission (OR
3.14 95% CI 1.38-7.16). La quantification du CMV a été réalisée sur 79 urines positives et 34
échantillons sanguins positifs. La médiane de la charge virale observée dans les urines était
significativement plus élevée chez les patientes qui ont transmis I'infection comparé aux non-
transmetteuses (P=0.015). Nous n’avons pas observé de corrélation entre la charge virale sanguine
et la transmission au foetus.

Conclusion: Dans notre cohorte, la présence de CMV dans le sang et les urines maternelles sont
corrélées avec la transmission verticale et la charge virale urinaire est plus élevée chez les femmes
transmetteuses. Ces marqueurs virologiques peuvent étre utiles dans I'évaluation du risque de
transmission en cas de primo-infection maternelle mais nécessitent des études sur de plus larges

cohortes afin de confirmer ces résultats et d’établir un seuil quantitatif.
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However there are still many questions about maternal markers that can predict whether the virus
will be transmitted to the fetus.

’é"«‘t’w""ds"l ) Objectives: To investigate the relationship between the presence and the quantity of CMV in urine and
Pi'e;nmaengglowrus blood of women presenting a primary CMV infection during pregnancy and the presence of congenital

infection in their offspring.
Study design: Detection and quantification of CMV DNA was performed on 150 urine samples and 114
blood samples from 150 pregnant women with proven CMV primary infection.
Results: Transmission rate was 36.7% (55/150). A statistically significant association was found between
the presence of CMV in maternal urine and newborn infection (OR 2.03 95%Cl 1.03-3.99). A clearly signif-
icant association was found between the presence of CMV in maternal blood and newborn infection (OR
3.14 95% (I 1.38-7.16). Taking into consideration those samples that are positive for CMV in maternal
urine, the median value of viral load was significantly higher in those patients who transmitted to off-
spring (P=0.015). No significant association between viral load in maternal blood and newborn infection
was observed.
Conclusion: The presence of CMV in maternal urine and maternal blood correlated to the transmission
of CMV to offspring in our cohort. The median viral load in urine is higher in women who transmitted.
These markers may help to identify pregnant women at risk to transmit to the fetus.

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

Congenital infection
CMV DNA in maternal urine and blood

1. Background

Human cytomegalovirus (CMV) is a herpesvirus which has a
ubiquitous and worldwide distribution, and is the most frequent
cause of congenital infection [ 1]. In developed countries, the preva-
lence is around 0.5-1% of all live births and is the leading cause
of sensorineural hearing loss and mental retardation [2,3]. CMV
congenital infection can result from primary infection, reinfection
or reactivation among pregnant women. The mean rate of verti-
cal transmission from mothers with primary infection during the
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pregnancy ranges from 35% to 45% [4-7] and the rate is going down
to 1.4% in case of non-primary infection [1]. Despite numerous
publications in the past decades, questions about the factors influ-
encing the transmission to the fetus are still pending. Transmission
rate increases with gestational age but the fetus is at greater risk
of becoming symptomatic when maternal infection occurs during
the periconceptional period or in the first trimester [4,5]. However
there are still many unanswered questions about markers in the
mother that can predict whether the virus will be transmitted to
the fetus.

2. Objectives

The primary objective of this study was to investigate the rela-
tionship between the presence of CMV in urine and blood of women
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presenting a primary CMV infection during pregnancy and the
presence of congenital infection in their offspring. As a secondary
objective, we aimed to investigate the relationship between CMV
viral load in urine and blood of the same patients and the presence
of congenital infection in their offspring.

3. Study design
3.1. Patients and samples

Between November 2001 and November 2011, we investigated
150 pregnant women with CMV primary infection. Primary infec-
tion was diagnosed by one of the following criteria: presence of a
seroconversion of IgG, presence of [gM with low IgG avidity, a sig-
nificant rise of IgG in presence of IgM, clinical symptoms and/or
biological alterations compatible with CMV infection in the pres-
ence of CMV-specific I[gM antibodies.

Maternal age, gestational age and time between infection and
sampling were collected. The time of infection was arbitrarily
estimated on gestational age at detection of the first positive
serology. Pregnant women negative for CMV antibodies were
routinely screened approximately every month. The median inter-
val between last CMV antibodies negative blood (when known:
141/150) and first positive serology was 5 (p25: 4, p75: 7) weeks.
Maternal urine and blood were collected at first visit, after written
informed consent was obtained.

3.2. Detection and quantification of CMV in urine and whole
blood samples

Between November 2001 and March 2004, CMV DNA was
detected using an in-house nested polymerase chain reaction (PCR)
targeting the pp150 CMV gene, performed as previously described
[8]. Samples collected between April 2004 and January 2011 were
assayed using a real-time in-house PCR targeting the pp150 CMV
gene. Extraction was done using the Qiagen DNA blood mini kit
(Qiagen, Benelux). PCR was performed on a Light Cycler480 PCR
system(Roche Diagnostics) with the forward primer 5-CTG ATG
AGG TTT GGG CTT TAA-3’, the reverse primer 5’-TCC GAG GAG TCG
TCG TCT T-3', and the probe 5’-FAM-CAA ACT GCA GAG TCA CCG
GTC GAA-TAMRA-3".

All positive samples were retrospectively quantified using the
CMV R-gene kit (BioMérieux, France). The PCR was carried out on a
LightCycler 480 PCR system (Roche Diagnostics, Belgium). The kit is
a 5’nuclease real-time assay, targeting the gene coding for ppUL83
protein.

3.3. Diagnosis of congenital infection

A congenital infection in a newborn was determined by the
detection of CMV by PCR in either urine or blood or saliva samples
obtained during the two first weeks of life. In cases of termination

of pregnancy, the detection of CMV was done by PCR on amniotic
fluid, fetal blood and fetal tissues when available.

3.4. Statistical analysis

We performed all statistical analysis using STAT IC 12. Categor-
ical variables were described giving absolute number of cases and
percentage, and were analyzed using a chi square test. As a measure
of association odds ratios (OR) were calculated. Confidence inter-
val (CI) was calculated using the Cornfield formula. Quantitative
variables were described using mean and standard deviation when
normally distributed, median and first and third quartile when not
normally distributed and were analyzed using Student t-test when
prerequisites for the test were met and with a Wilcoxon Manning
test if they were not. Statistical significance was considered when
the p value was <0.05.

4. Results

In our total cohort, the rate of intrauterine transmission was
36.7% (55/150). For these 150 patients the presence of CMV in
maternal urine was analyzed.

InTable 1 baseline characteristics and presence of CMV in mater-
nal urine are summarized in transmission and non-transmission
groups. The OR between the presence of CMV in maternal urine
and transmission of the virus to offspring was found to be signifi-
cant at 2.03 (95% CI 1.03-3.99, p =0.041). There was no statistically
significant difference between maternal age, gestational age at
seroconversion and time elapsed between infection and sampling
between those patients whom transmitted the virus to their off-
spring and those who did not.

In a sample subgroup when blood sample was available
(n=114), we also analyzed the presence of CMV in maternal blood.
In Table 2 baseline characteristics and presence of CMV in mater-
nal blood are summarized in transmission and non-transmission
groups. Presence of CMV in maternal urine was also analyzed
for this subgroup. There was no statistically significant difference
between maternal age, gestational age at seroconversion, time
elapsed between infection and sampling between those patients
who transmitted the virus to their offspring and those who did not.

In this subgroup the OR between the presence of CMV in mater-
nal urine and transmission of the virus to offspring was 1.9 (95% CI
0.87-4.13, p=0.1). The OR between the presence of CMV in mater-
nal blood and transmission of the virus to offspring was found to be
clearly statistically significant at 3.14 (95% CI 1.38-7.16, p=0.006).

The analysis of the difference of virus transmission to offspring
in function of viral load in the positive urine and blood samples
is summarized in Table 3. Taking into consideration those sam-
ples that are positive for CMV in maternal urine (n=79), there was
a significant higher value of viral load in the samples of patients
who transmitted the virus to the offspring compared to those who
did not (p=0.015). When only the subgroup of 114 pregnancies
was considered (59 positive urine samples), the viral load in those

Table 1
The relationship between the presence of CMV in maternal urine and transmission to the fetus. Descriptive statistics of baseline characteristics and univariate analysis.
n Transmission Non transmission OR 95%Cl p-value
n=55(36.7%) n=95

Maternal age (years) 150 2942 46" 3032 43b 0.2
Gestational age at infection (completed weeks) 150 18¢ 12-244 16¢ 12-214 0.26
Time between infection and sampling (completed weeks) 150 6° 3-94 5¢ 3-g8d 0.29
Presence of CMV in maternal urine sample (n) 150 35 63.6% 44 46.3% 2.03 1,03-3,99 0.041
2 Mean.
b Standard deviation.
¢ Median.
d p25-p75.
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Table 2

The relationship between the presence of CMV in maternal blood and transmission to the fetus. Descriptive statistics of baseline characteristics and univariate analysis.

n Transmission Non transmission OR 9%Cl p-value
n=42 (36.8%) n=72

Maternal age (years) 114 28.8° 476" 30.3* 4.3° 0.094
Gestational age at infection (completed weeks) 114 19.5¢ 13-259 17° 12-21.5¢ 0.16
Time between infection and sampling (completed weeks) 114 6° 3-9d 5¢ 3-gd 0.7
Presence of CMV in maternal urine sample (n) 114 27 64.3% 35 48.6% 1.90 0.87-4.13 0.1
Presence of CMV in maternal blood sample (n) 114 19 45.2% 15 20.8% 3.14 1.38-7.16 0.006
2 Mean.
b Standard deviation,
€ Median,
4 p25-p75.

Table 3

Comparison of viral load in maternal positive urine sample and maternal positive blood sample and transmission to the fetus.

n Transmission Non transmission p-value
median p25-p75 median p25-p75

Viral load in maternal urine sample for the whole sample (copies/mL) 79 4480 2060-11100 2570 598-4345 0.015
Viral load in maternal urine sample in maternal blood subgroup (copies/mL) 59 4030 2060-8740 3210 596-4460 0.24
Viral load in maternal blood sample in maternal blood subgroup (copies/mL) 34 2270 1300-5280 1940 1180-5780 0.45

patients who transmitted the virus was higher than the median
viral load of those who did not, but the values did not reach sta-
tistical significance. There were 34 patients with positive CMV in
maternal blood, the median of the viral load was higher in the
transmission group, but was not statistically significant.

5. Discussion

In this study we analyzed the relationship between the pres-
ence of CMV in maternal urine and blood of women presenting
a primary CMV infection during pregnancy and the infection of
the fetus. We found a rate of maternal-fetal transmission of 36.7%,
which is comparable to those found among primary infections in
other studies [4,7]. We observed a marginal statistically significant
association between the presence of CMV in maternal urine sam-
ple and fetal infection. This marginal association could be due to
the limited number of cases.

In a longitudinal study of 2477 pregnant women with positive
screening for IgM antibodies, Lazzarotto et al. found low predictive
rates for congenital CMV infection when the mother shed virus in
the saliva andfor urine during the first two trimesters of pregnancy
but no precision was given about the method of detection used and
the time of sampling [9].

In the subgroup of 114 pregnancies, we detected CMV DNA in
blood samples in 34/114 (30%) which is quite lower than the results
of 75% reported by Revello et al. [10]. Many reasons could explain
this difference, including the different methods used, the different
inclusion criteria and the timing of sampling. In this subgroup we
found a statistically significant association between the presence
of CMV in maternal blood sample and fetal infection. Leruez-Ville
et al. studied serological parameters (IgM level and IgG avidity)
and CMV PCR on serum in women with positive CMV IgM in the
first trimester. They observed a continuous increased risk of vertical
transmission with decreasing IgG avidity. The risk of transmission
is also increased with low IgG titers or a positive PCR in maternal
serum [11]. In their study, Revello et al. support that determina-
tion of DNAemia may complement serologic testing, substantially
help in the identification of women with acute or recent primary
infection and, therefore, help to identify women at risk to transmit
[10]. In a recent study, Forner et al. showed a positive correlation
between the presence of CMV DNA in maternal blood, maternal
urine and transmission to the fetus in a population of primary and
non-primary infections [12]. According to these previous studies,
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our results also support the hypothesis that CMV PCR on blood sam-
ples may help to better identify fetus at risk of congenital infection.

The median viral load in maternal urine and blood is higher in
women who transmitted the disease to offspring; however statis-
tical significance is achieved only for the urine sample. This lack of
association on blood samples could be due to the limited number of
cases (n=34). However, this observation reinforces the hypothesis
of the correlation between presence of CMV in urine and blood and
fetal transmission.

Saldan et al. and Forner et al. showed that CMV-specific cell-
mediated immunity represents a relevant marker in assessing the
likelihood of congenital CMV transmission, particularly in combi-
nation with low IgG avidity. One of their hypotheses is that the high
levels of cell-mediated immunity may be correlated with the dura-
tion and the magnitude of the maternal viremia. This hypothesis
needs to be verified and is in agreement with our findings, how-
ever primary and non-primary infections are mixed up in these
two studies, so one should remain cautious comparing these to our
results [12,13].

In conclusion, the presence of CMV in maternal urine and mater-
nal blood correlates to the transmission of CMV to offspring. The
viral load found in urine of mothers who transmitted CMV to their
newborn is statistically higher than the viral load in urine of moth-
ers who did not transmit. To our knowledge, this is the first study
evaluating the correlation between the presence and the quan-
tification of CMV DNA in maternal urine and blood and the fetal
transmission. Further studies on larger cohorts are needed to vali-
date the hypothesis. The usefulness of the CMV viral load in urine
and blood should also be further evaluated in order to determine a
quantitative threshold which could help to identify women at risk
to transmit.
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4.DISCUSSION ET PERSPECTIVES

L'infection congénitale a CMV est la premiére cause de surdité non génétique et une cause
importante de retard mental ; son impact en termes de santé publique reste encore sous-estimé au
niveau mondial, et également dans nos pays occidentaux. Le fait que la plupart des infections
maternelles et des nouveau-nés sont asymptomatiques, que les séquelles apparaissent tardivement
chez 10 a 15% des enfants asymptomatiques a la naissance, et que linfection congénitale
symptomatique peut survenir chez des enfants nés de mere « immunes » vis-a-vis du CMV sont des
facteurs pouvant expliquer le manque de reconnaissance des problémes liés au cCMV (220,221). En
Belgique, le taux de cCMV a la naissance est estimé a 0.52%, ce qui correspond a approximativement
650 enfants/an dont 120 garderont des séquelles (222).

Dans ce travail, aprés une revue extensive de la littérature et malgré une recherche active dans le
domaine, nous avons pu identifier plusieurs lacunes et questions encore sans réponses concernant
I'infection congénitale a CMV et nécessitant des travaux de recherche complémentaire. Dans ce
cadre, nous nous sommes intéressés a deux aspects précis : I'amélioration du diagnostic de la primo-
infection maternelle pendant la grossesse et I'étude de la corrélation entre les marqueurs

virologiques maternels et la transmission foetale.

1. Dépistage sérologique de I'infection maternelle et évaluation de nouveaux tests
automatisés CMV IgG, IgM et IgG avidité
Le screening sérologique systématique des femmes enceintes fait I'objet d’'un long débat dans la
littérature et il nest actuellement recommandé par aucun organisme officiel dans aucun pays.
L’Allemagne et I'ltalie recommandent le dépistage dans certains cas, notamment avant la grossesse
ou en début de grossesse en vue de recommander des mesures d’hygiéne chez les femmes
séronégatives a risque. Le Conseil Supérieur de la Santé en Belgique a également proposé cette
recommandation d’un screening sérologique unique dans son avis de 2015 (223). Les habitudes
varient selon les régions mais dans les pays développés, de nombreux praticiens qui suivent les
grossesses réalisent des tests sérologiques CMV. Un premier argument en faveur d’un dépistage
sérologique est I'importance du diagnostic des primo-infections puisque celles-ci sont associées a un
haut risque (35-40%) de transmission au foetus. Un autre argument est la possibilité de prodiguer

des conseils d’hygiene aux femmes séronégatives pour le CMV pendant leur grossesse. Il a en effet
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été démontré que ces mesures diminuent le taux de primo-infections (105,106). Comme une
proportion importante de cCMV survient chez des enfants nés de mére ayant fait une infection non
primaire, certains auteurs préconisent ces mesures d’hygiene a toutes les femmes enceintes afin
d’éviter les réinfections, cependant aucune étude n’a encore démontré I'efficacité de ces mesures
chez les femmes séropositives pour le CMV. De méme aucune étude n’a analysé l'impact des
mesures d’hygiéne appliquées au futur pére.

Les arguments contre le dépistage systématique comprennent I'absence de moyens de prévention
de lI'infection feetale et de traitement de lI'infection in utero, le fait que le cCMV peut survenir suite a
une primo-infection ou une infection non primaire maternelle et que seuls 17 a 20% des nouveau-
nés infectés développent des séquelles (92,121,124, 223,225,226).

En Belgique, depuis juin 2017 le remboursement de la sérologie CMV chez la femme enceinte a été
supprimé alors qu’il reste autorisé pour la toxoplasmose. Un groupe d’experts internationaux a
récemment publié des recommandations sur la prévention, le diagnostic et le traitement du cCMV
(121). En ce qui concerne le screening, les auteurs ne recommandent pas de réaliser
systématiquement des tests sérologiques chez toutes les femmes enceintes, mais bien en cas de
suspicion clinique de primo-infection maternelle ou d’anomalies échographiques feetales suggestives
de cCMV. Il faut rappeler cependant que cette infection congénitale est la principale cause
infectieuse d’atteinte neurologique feetale et la premiére cause de surdité non héréditaire. La charge
pour la société en termes de DALYs (disability-adjusted life years), correspondant au nombre
d’années en bonne santé perdues, est comparable a celle du syndrome de Down et est 10 fois
supérieure a celle de la toxoplasmose congénitale (222).

Plusieurs publications et de récentes communications reposent la question de la stratégie de
dépistage (124,223,225, 227,228,229,230,231,232). Cahill et al. ont étudié le rapport colt-efficacité
de 3 stratégies de dépistage avec intention de traiter par des gammaglobulines en cas de dépistage
positif. La 1ére stratégie consiste a réaliser les tests sérologiques chez toutes les femmes enceintes

éme

une seule fois a 20 semaines ou au-dela, la 2°™" a dépister uniquement les femmes a risque (contacts
réguliers avec des enfants de moins de 4 ans) & 20 semaines et dans la 3°™ stratégie, la sérologie est
réalisée uniquement en cas d’anomalies échographiques compatibles avec une infection feetale a
CMV. La 1% stratégie, celle du dépistage systématique, est celle dont le rapport colt-efficacité est le
meilleur, mais la faiblesse de cette étude est qu’elle se base sur I'’étude non contrélée et non
randomisée de Nigro et al. de 2004 qui montre une réduction de 60% de transmission en cas

d’injection de gammaglobulines. Cette efficacité n’a pas été confimée par I'étude contrblée et
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randomisée de Revello et al. publiée en 2014 (188,189,227). Une estimation du rapport co(t-
bénéfice montre que le traitement (gammaglobulines ou autre) doit atteindre un niveau d’efficacité
de 47% pour étre en faveur d’un dépistage systématique. Il sera donc intéressant de réévaluer les
conclusions de Cahill et al. par rapport aux différentes stratégies de dépistage lorsque les résultats
de I'étude prospective en cours évaluant la prévention de l'infection foetale par injection de

gammaglobulines  seront disponibles (www.clinicaltrials.gov/show/NCT01376778), et s’ils sont

exploitables étant donné I'arrét prématuré de I'enr6lement des patientes. Un autre point discutable
de cette étude est le timing du screening unique a 20 semaines. Son inconvénient principal est qu’il
ne permet pas une datation précise de I'infection maternelle, information utile pour le pronostic
foetal et pour la réalisation éventuelle d’'une amniocentése au moment adéquat. D’autres auteurs
ont proposé des algorithmes de dépistage avec une sérologie CMV pré-conceptionnelle ou réalisée
le plus tot possible pendant la grossesse et un suivi régulier de la sérologie chez les femmes
séronégatives. Cette stratégie permet d’identifier toutes les primo-infections, donc les infections
maternelles le plus a risque de transmettre, et de conseiller des mesures d’hygiéne aux femmes
séronégatives (225). Un algorithme alternatif, ou dépistage ciblé, permettant de diminuer le nombre
de sérologies réalisées et donc le co(t global du dépistage, propose un dépistage le plus t6t possible
pendant la grossesse suivi de sérologies mensuelles uniqguement chez les femmes séronégatives
considérées a risque (contact avec des enfants <3ans) (226). Cette derniére stratégie est
intéressante, mais son efficacité devrait étre évaluée, notamment par rapport a la capacité a bien
identifier les femmes a risque de contracter une primo-infection. L’application de ces différentes
stratégies de dépistage et de suivi sérologique des femmes enceintes dépend entre autres des
possibilités de prévention et de traitement de I'infection foetale, et les études en cours sur |'efficacité
des gammaglobulines et du valaciclovir pourraient faire évoluer les algorithmes de dépistage
sérologique du CMV dans un futur proche.

Dans le cadre de ce débat, que ce soit pour du screening systématique ou du dépistage ciblé, il est
d’autant plus important que les tests sérologiques soient fiables, c’est-a-dire sensibles, spécifiques et
reproductibles. Leur facilité d’utilisation et la rapidité de réponse est également un atout. Jusqu’il y a
qguelques années, la sérologie infectieuse était peu automatisée, a I’exception des tests de dépistage
des hépatites et du VIH. Avec le progrés des technologies, et notamment de I'adaptation de la
chimioluminescence aux immunoessais, les laboratoires de sérologie infectieuse se sont de plus en
plus automatisés, avec un panel de tests commerciaux disponibles de plus en plus vaste. Le premier

objectif de notre travail a été d’évaluer un des premiers tests sérologiques CMV entiérement
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automatisés comprenant les 3 tests nécessaires au diagnostic des primo-infections, les IgG, les IgM et
I"avidité des IgG. Nous avons évalué les performances de ces tests sur un échantillonnage de sérums
bien caractérisés, dont une partie de sérums séquentiels prélevés dans le cadre de primo-infections,
et sur des sérums testés en routine au laboratoire de sérologie infectieuse de I’h6pital Erasme. Les
méthodes servant de comparateur étaient des tests partiellement automatisés.

La spécificité des IgG est une premiére qualité importante des tests sérologiques. Un manque de
spécificité peut mener a de faux diagnostics de séroconversion. Au moment ou notre étude a été
réalisée, il n’existait pas de standard titré en Ul/mL pour le dosage des IgG. Nous avons évalué ces
nouveaux tests par rapports a un comparateur utilisé en routine dans notre laboratoire et obtenu
une concordance globale sur les 2 types d’échantillons de 97.4%, ce qui est comparable a d’autres
études (128,233,235). Récemment, en 2017, un groupe d’experts de 'OMS a élaboré un standard
international (236). Le but de ce standard est qu’il soit utilisé, entre autres, pour calibrer les tests
commerciaux et ainsi améliorer la reproductibilité inter-laboratoires. Il n’y a pas encore d’études
publiées évaluant son apport dans I'amélioration de la standardisation des tests IgG anti-CMV. Ce
type d’étude devrait étre conduit car, si 'on compare au standard existant pour les IgG anti-rubéole,
on observe une disparité importante et un manque de reproductibilité entre les tests commerciaux
alors gqu’ils sont tous calibrés vis-a-vis de ce standard international. Ce probléme est inhérent, entre
autres, a la composition du standard lui-méme (237).

La spécificité des IgM est également un probléme bien connu. En effet, la VPP positive des IgM pour
le diagnostic d’'une primo-infection est de l'ordre de 50%. Cette valeur est probablement
approximative car dans I’étude de Paschale et al., le diagnostic de primo-infection est établi par
rapport a la présence d’'une avidité faible ou modérée, et non par rapport a la date précise de
I'infection déterminée par exemple par I'observation d’une séroconversion (80). Néanmoins, dans
notre expérience, une proportion importante des IgM positives ne sont pas liées a des primo-
infections mais a une persistance d’IgM pendant plusieurs mois ou années apres la primo-infection,
une activation polyclonale liée a une autre infection, une réaction croisée lors d’une infection a EBV
ou la présence d’un facteur rhumatoide. La présence d’IgM peut également étre liée a une infection
récurrente a CMV. Il n’existe pas de standard international pour les IgM. Dans notre étude, nous
avons observé une concordance de 91% avec le test comparateur, ce qui est comparable a d’autres
études (128,233,234, 238,239,240) mais illustre bien le probléeme de la spécificité des IgM et le

besoin d’autres tests pour le diagnostic des primo-infections.
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En présence d’lgG et d’'IgM chez une femme enceinte, la détermination de I'avidité des I1gG est le
test complémentaire recommandé pour dater I'infection maternelle (121,125). Nous avons évalué
le test LIAISON® CMV IGG AVIDITY Il qui est entierement automatisé. Le test LIAISON® a montré
une meilleure sensibilité a diagnostiquer les infections de plus de 3 mois par rapport au test VIDAS,
néanmoins dans 18% des cas l'avidité intermédiaire ne permettait pas de dater l'infection. Nous
n’avons pas observé de résultats d’avidité des IgG faussement élevés contrairement a I'étude de
Seillier et al. (130), mais notre expérience de Centre National de Référence pour les infections
congénitales nous a permis d’observer ultérieurement un cas similaire d’infection tres récente
accompagné d’une avidité des IgG faussement élevée (241). Ces cas sont rares, néanmoins ils
mettent en exergue la nécessité d’interpréter avec prudence les tests d’avidité des IgG , I'importance
d’interpréter 'ensemble des tests sérologiques, et de compléter la mise au point par un contréle sur

éme

un 2°™ sérum prélevé 2 a 3 semaines plus tard.

Notre étude montre également qu’il est important de bien définir les valeurs des seuils d’avidité
élevée et d’avidité basse. Lorsque ceux-ci sont mal positionnés, le risque d’erreur dans la datation de
la primo-infection est présent. Par exemple, le seuil d’avidité du test VIDAS a été surévalué pendant
de nombreuses années, conduisant a un pourcentage élevé d’avidités intermédiaires et donc une
absence d’aide a la datation dans de nombreux cas de primo-infection remontant a de plus de 3
mois (135,218).

Comme nous l'avons vu, les tests sérologiques classiques sont utiles mais ont des lacunes, et nous
avons voulu trouver d’autres marqueurs sérologiques afin d’aider les cliniciens a évaluer le risque

d’infection foetale, en particulier chez les femmes enceintes qui présentent des IgG et des IgM anti-

CMV sans notion de sérologie antérieure.

2. Apport de la technique d’immunoblot dans la datation de la primo-infection maternelle

Les western blot et immunoblot sont utilisés depuis longtemps en sérologie infectieuse pour vérifier
et confirmer la présence d’anticorps vis-a-vis d’un agent infectieux suite a un test de dépistage positif
par exemple HIV, HCV, Borrelia. Dans le cadre des infections congénitales, quelques applications
marginales existent, comme la comparaison des anticorps maternels et du nouveau-né en cas de
suspicion de toxoplasmose congénitale (242,243).

Dans le domaine du cCMV et en particulier du diagnostic des primo-infections chez la femme
enceinte, la détection des anticorps vis-a-vis de différents antigenes du CMV mesurée par western

blot et immunoblot reste peu utilisée. Nous avons trouvé 5 études sur ce sujet dans la littérature.
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Lazzarotto et al en 2000 ont évalué leur immunoblot « maison » (comprenant des antigenes natifs et
des antigenes recombinants) CMV IgM par rapport a la transmission foetale. Pour les sérums
prélevés entre 6 et 18 semaines d’AG, les auteurs ont obtenu une VPP de 30% comparable a celle de
I'index d’avidité des IgG (34%) mais une VPN de 90%, inférieure a celle de I'index d’avidité (100%)
(244). Le méme groupe a évalué la stratégie de confirmation des IgM par immunoblot IgM associé a
la mesure de I'avidité des IgG dans une cohorte de 2477 femmes enceintes présentant des IgM
positives. Lorsque I'immunoblot IgM est négatif (55% des cas) et est associé a une avidité des IgG
élevée, 'infection a CMV est considérée non active et le taux de transmission observé est de moins
de 0.1%. Lorsque la présence d’'lgM est confirmée par immunoblot et est associée a un index
d’avidité des IgG faible ou modéré, le taux de transmission observé est de 25% et est comparable a
celui observé dans le groupe des femmes ayant présenté une séroconversion (30%), démontrant
I'intérét de I'immunoblot IgM dans ce contexte (167). Eggers et al. en 2001 ont montré I'utilité de la
détection des anticorps anti-gB et gH pour aider au diagnostic d’une primo-infection. Sur un groupe
de 40 patientes et 170 sérums, toutes ont une réactivité anti-pp150 ou pp65 démontrant le contact
avec le CMV, mais aucune n’a de réactivité anti gB ou gH sur le sérum précoce. L'apparition des anti-
gB et gH coincide avec l'apparition des anticorps neutralisants, soit 10 a 17 semaines apres la
séroconversion. L'absence de réactivité gB et gH est donc fortement suggestive d’une infection
récente (160). En 2013 Rajasekariah et al ont évalué les performances du recomBlot CMV IgG, I1gG
avidité et IgM (Mikrogen) (245). Les sensibilités, spécificités, VPP et VPN obtenues sont modestes,
mais sont calculées par rapport aux tests sérologiques conventionnels et non par rapport a la date
de séroconversion, inconnue pour la plupart des patientes. L'utilisation des tests sérologiques
conventionnels comme comparateur de référence rend cette étude peu utile en pratique puisque
I’on sait que la VPP des IgM pour diagnostiquer une primo-infection est de 50%. Récemment, Enders
et al. ont évalué ce méme immunoblot, le recomBlot CMV IgG et CMV IgG avidité, sur une cohorte
de 61 patientes (188 sérums) avec une primo-infection dont la date est bien documentée. Ces
auteurs obtiennent une VPP de 100% pour le diagnostic d’une infection moins de 6 a 8 semaines et
de 96.9% pour le diagnostic d’une infection de moins de 14 semaines. La VPN qui permet d’exclure
une infection de moins de 6 a 8 semaines est de 87.9% (219). Ces bons résultats contrastent avec
ceux de Rajasekariah et al. mais sont plus fiables étant donné qu’ils ont été obtenus sur une cohorte

de patientes dont la date de primo-infection est connue.
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Dans la premiére partie de notre étude, nous avons voulu évaluer les capacités des nouveaux tests
Mikrogen recomLine CMV IgG and IgG Avidity a dater une infection primaire. Ceux-ci different des
tests recomBlot évalués dans les études antérieures, le procédé de production étant modifié. Le
recomBlot est composé d’'une mixture d’antigenes recombinants séparés par électrophorese et
transférés sur une membrane de nitrocellulose. Pour le recomline, chaque antigene recombinant
est transféré séparément sur la membrane. La structure secondaire des antigenes est mieux
préservée grace a I'absence d’électrophorese en milieu dénaturant. La place de chaque antigéne

sur la bandelette est fixe et précise, permettant une lecture aisée par scanner (246).
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recomLine CMV IgG and recomLine CMV IgG Avidity : exemple de réactivité des IgG (bandelette
11) et de l'avidité des IgG (bandelette 2). Evaluation et interpretation par le software recomScan.

Il nous a semblé important de valider les performances de ce test par rapport a la date connue de la
primo-infection, et non par comparaison avec d’autres tests sérologiques. Lorsque la date de la
primo-infection est bien documentée selon des criteres précis, I’évaluation est réalisée par rapport a
un standard de référence solide. C'est un point fort de notre étude alors que beaucoup d’études qui
évaluent les tests d’avidité comparent les tests entre eux. Ces études permettent d’évaluer la
concordance entre tests mais pas la sensibilité et la spécificité par rapport a la date réelle de la
primo-infection.

Nous avons montré que les tests Mikrogen recomLine CMV IgG and IgG Avidity obtiennent une
interprétation correcte dans 83.1% (74/89), un résultat incorrect dans 4.5% (4/89), et un résultat
non concluant dans 12.4% (11/89) des cas. La combinaison des tests Mikrogen montre une meilleure
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sensibilité a diagnostiquer une infection de moins de 14 semaines par comparaison au test VIDAS
(85.96% vs 76.92%). Par contraste avec ces infections récentes pour lesquelles de bons résultats sont
obtenus, on observe que les 4 sérums incorrectement classés sont des infections plus anciennes
remontant a 17 (n=2), 18 et 22 semaines. Chez la premiere patiente, on observe une réactivité vis-a-
vis de tous les anticorps sauf gB2 mais une avidité faible persistante a 17 semaines vis-a-vis d’IE1,
CM2 et p150, résultant en une interprétation d’une infection de moins de 14 semaines. Chez la 2°me
patiente, on observe une réactivité vis-a-vis de IE1, p150 et gB2 avec une avidité faible vis-a-vis de
IE1 et p150, menant également a une interprétation d’une infection de moins de 14 semaines. Pour

eme

ces 2 patientes, l'avidité polyclonale mesurée par VIDAS est intermédiaire. Pour la 3°™ patiente, pour
laquelle nous avons 2 sérums incorrectement interprétés a 18 et 22 semaines, le profil est différent.
Neuf semaines aprés le début de I'infection, on observe déja une absence d’anticorps vis-a-vis des
antigenes de phase précoce (IE1l, CM2 et p65) et une apparition assez précoce, entre 13 et 18
semaines, des anticorps anti-gB. A 18 semaines, cette patiente présente une réactivité uniquement
vis-a-vis de p150 et gB, profil typique des infections anciennes et interprété comme une infection de
plus de 24 semaines par le test recomLine CMV IgG.

Ces quelques cas illustrent la disparité individuelle de la réponse immunitaire humorale, tant en
termes de réactivité des IgG vis-a-vis des différents antigénes viraux que d’avidité des IgG. La
variabilité individuelle de la maturation des IgG, et donc de l'avidité de celles-ci, ainsi que la
concordance limitée entre les méthodes ont déja été montrées dans plusieurs études en ce qui
concerne les tests classiques de mesure de l'avidité polyclonale des IgG (128,130,135,138,218).
Notre étude montre qu’il en est probablement de méme pour l'avidité vis-a-vis d’antigénes
spécifiques du CMV, mais ceci devrait étre confirmé sur un nombre plus important d’échantillons.

Le test montre de bonnes performances pour diagnostiquer les infections récentes (<14
semaines) mais est moins performant pour le diagnostic d’infections plus anciennes. D’une part, les 4
cas mal classés sont des infections datant de 17, 18 et 22 semaines et d’autre part, la sensibilité du
test a diagnostiquer les infections de plus de 24 semaines n’est que de 16.7%. Cette premiere partie
de notre étude sur les immunoblot, réalisée sur des sérums bien caractérisés par rapport au moment
de la primo-infection, pourrait permettre d’améliorer les performances du test. Une analyse fine des
profils des anticorps obtenus fournirait un matériel supplémentaire a la firme qui produit ce test,
permettant une amélioration de l'algorithme décisionnel du logiciel d’interprétation. Une autre
perspective pourrait étre |'utilisation de l'intensité de la bande fournie par la lecture au scanner.

Actuellement, le logiciel d’interprétation se base sur la présence ou I'absence de réactivité pour
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définir le profil, mais il serait utile d’étudier de fagon plus fine I'intensité des bandes observées, par

exemple pour observer la cinétique des anticorps sur des sérums prélevés de fagcon séquentielle.

Dans la seconde partie de notre étude, nous avons déterminé si ces tests pouvaient apporter des
informations complémentaires sur la date de I'infection primaire lorsque le test d’avidité de routine
est non concluant, et nous avons montré que c’est le cas dans pres de 80%. La mesure de l'avidité
par immunoblot différe de I'avidité mesurée par les tests classiques. Ceux-ci mesurent une avidité
globale, polyclonale, des anticorps vis-a-vis des antigénes présents dans le test et qui sont
généralement issus d’'une souche de référence CMV inactivée. L'établissement d’'un  profil
d’anticorps de type IgG d’une part, et d’autre part la mesure de l'avidité des IgG vis-a-vis
d’antigenes recombinants séparés expliquent probablement I'apport des tests de type immunoblot
dans ces circonstances.

S'il est évident au vu des résultats obtenus que ce test peut apporter une aide lorsqu’il est réalisé au
1% trimestre de la grossesse en cas d’avidité des IgG intermédiaire, son impact dans d’autres
circonstances est limité. Sa faible sensibilité a diagnostiquer les infections de plus de 24 semaines
limite son intérét lorsque la sérologie est réalisée tardivement pendant la grossesse. L'intérét
clinique de 'immunoblot réalisé au premier trimestre de la grossesse chez les patientes avec des IgM
positives et une avidité des IgG intermédiaire est a priori conséquent, mais son impact en pratique
sur la prise en charge des patientes doit encore étre évalué. Nous avons réalisé une analyse
préliminaire des cas suivis a la cliniqgue de médecine foetale de I'Hopital Erasme. Sur 10 patientes se
présentant avec une grossesse de moins de 14 semaines, des IgG et des IgM positives et une avidité
des IgG intermédiaire, 5 amniocentéses ont été évitées. Pour 3 d’entre elles, I'infection a été définie
comme clairement pré-conceptionnelle. Pour les 2 autres, l'infection a été précisée comme pré-
conceptionnelle mais ayant eu lieu probablement dans le mois qui précéde la conception, donc avec
un risque faible de transmission de I'ordre de 4-5%. Ces patientes ont eu un suivi échographique
spécifique rapproché et une RMN vers 31-32 semaines. Une troisieme patiente dans la méme
situation a préféré bénéficier d’'une amniocentese. Deux patientes pour lesquelles I'immunoblot
était non informatif, et une pour laquelle une primo-infection en cours de grossesse a été
démontrée, ont eu une amniocentése. Pour une patiente avec une grossesse non évolutive,
I'immunoblot a permis d’exclure un primo-infection a CMV comme cause de fausse-couche.

Il apparait dans ces quelques exemples que I'immunoblot IgG et avidité des IgG a sa place dans la

stratégie décisionnelle de prise en charge de patientes enceintes présentant une suspicion de primo-
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infection & CMV pendant le 1 trimestre de la grossesse et devrait faire I'objet d’une étude sur un

plus grand nombre de cas.

3. Marqueurs virologiques maternels prédictifs d’infection foetale

Lorsqu’une primo-infection a CMV est diagnostiquée ou suspectée chez une femme enceinte, il est
important dans sa prise en charge d’évaluer les risques de transmission de I'infection au feetus. Les
facteurs pronostiques maternels de transmission foetale sont encore mal connus mais de plus en plus
étudiés. Dans la troisieme partie de notre travail, nous avons montré que la présence de CMV
détecté par PCR dans les urines et le sang maternels correle avec la transmission au foetus. Il
s’agissait de la premiére étude publiée étudiant les marqueurs virologiques concomitamment sur le
sang et les urines maternels dans une cohorte de femmes enceintes présentant une primo-infection.
Un lien entre I'excrétion du virus en quantité importante et la transmission foetale est déja suggéré
par Stern en 1986: « There is therefore support for the observation that women who shed high titres
of cytomegalovirus during pregnancy are at increased risk of being delivered of a congenitally
infected baby.” (153). L'observation des résultats de Stern et Tucker en 1973 permet déja d’évoquer
cette hypothése. Sur un suivi de 1040 femmes enceintes, les auteurs observent 11 primo-infections.
Cing d’entre elles excrétent du virus dans les urines a terme, ces 5 patientes transmettent. Les 6
patientes qui n’ont pas de virurie détectable a terme ont des enfants non infectés (247). Nankervis
et al. en 1984 étudient une population de 1089 jeunes femmes enceintes de moins de 20 ans et
observent un risque accru de transmission foetale lorsqu’il existe une virurie maternelle. Il faut noter
gue dans cette étude de Nankervis et al, la majorité des patientes viruriques sont des infections non
primaires (n=121), seules 3 d’entre elles présentent une primo-infection (248).

Ces études datent des années 1970-1980 et sont basées sur des techniques de culture cellulaire qui
mettent en évidence du virus vivant. Avec I'essor des techniques de biologie moléculaire dans les
années 90, il était nécessaire d'évaluer les outils actuels de détection du CMV, nettement plus
sensibles mais qui détectent les acides nucléiques viraux non nécessairement liés a la présence de
particules virales infectieuses. Les toutes premieres études utilisant la PCR ne montrent pas de
corrélation entre la présence de CMV dans le sang et la transmission foetale mais le nombre de
patientes étudié était limité (249,250). Par contre, les études publiées plus récemment, et dont la
plupart évaluent également des parametres immunologiques, montrent une corrélation entre la

présence d’une virémie maternelle et la transmission (146,147,251).
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La virurie, ou présence de CMV dans les urines détectée par PCR, a été peu étudiée. Un article publié
en 2008 décrit une faible VPP pour la transmission au feetus de I’'excrétion de CMV dans les urines
et/ou la salive pendant les 2 premiers trimestres de la grossesse, mais aucune précision n’est
apportée quant aux méthodes de détection utilisées et au nombre de patientes évaluées (167). Dans
leur étude récente publiée en 2016, Forner et al. observent une corrélation positive entre la
présence d’une virémie et d’une virurie maternelle et la transmission au foetus dans une cohorte de
femmes présentant soit une primo-infection (n=57) soit une infection non primaire (n=23), sans faire
de différence entre ces 2 groupes dans leur analyse (147). Nos résultats confirment I’hypothése que
la présence de CMV dans le sang et les urines maternels est un marqueur utile dans I’évaluation du
risque de transmission foetale chez les patientes présentant une primo-infection.

Ces quelques études sur la virémie/virurie maternelles évaluent un seul dosage, prélevé a des
moments différents par rapport a la primo-infection et par rapport a I’adge gestationnel. Notre étude
est également transversale, analysant un seul échantillon, collecté au moment ol la patiente se
présente asa premiéere consultation en médecine feetale, en moyenne 6.4 semaines aprées la primo-
infection. Ces observations ne permettent donc pas d’évaluer I'importance de la durée de la virémie
et/ou de la virurie ni I'impact de I'dge gestationnel au moment du prélévement sur la transmission
foetale. Or si I'on observe les travaux de Stern et Tucker publiés en 1973, leurs résultats posent
question a cet égard puisque c’est la virurie a terme qui semble étre un facteur de risque de
transmission feetale chez les 11 femmes avec une primo-infection (247). On peut deés lors se poser la
question de I'importance de la durée de la virurie et surtout, de la virémie. En regard de la durée de
la virémie, cette hypothése a été abordée dans 2 études. La premiere montre que la durée de la
virémie est significativement inférieure chez les femmes non transmetteuses comparé aux femmes
transmettant I'infection a leur foetus (32 vs 93 jours) (157). La deuxieme étude, rétrospective, décrit
3 types d’élimination virale en comparant la charge virale maternelle lors de la premiere
consultation par rapport a celle prélevée au moment de I'amniocentese (disparition de la virémie,
virémie persistante, augmentation de la virémie) et montre que les 2 derniers types sont corrélés a la
transmission au foetus (145). Ces résultats suggerent une corrélation entre la persistance de la
virémie maternelle et la transmission au foetus.

Quant a la charge virale, ou quantification des acides nucléiques viraux par PCR, nous avons montré
que lorsqu’elle est détectée sur les urines, elle est significativement plus élevée chez les femmes
transmetteuses comparé aux non transmetteuses (médiane 4480 vs 2570 copies/mL), mais avec une

superposition des valeurs entre les 2 groupes. Aucune autre étude n’a actuellement analysé le lien
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entre la charge virale urinaire maternelle et la transmission mais, a l'instar de la charge virale
sanguine ou une superposition des valeurs est également observée (145), nous n’avons pas pu établir
un seuil quantitatif lié au risque de transmission.

Contrairement a d’autres auteurs, nous n’avons pas observé de corrélation entre la charge virale
sanguine et la transmission feetale, probablement a cause du nombre limité de cas évalués pour ce
parameétre (n=34). La charge virale observée chez les femmes transmetteuses est légerement
supérieure a celle des non transmetteuses (médiane 2270 vs 1940 copies/mL) mais cette différence
n’est pas statistiquement significative. Trois études qui ont évalué la relation entre la charge virale
sanguine maternelle et la transmission foetale ont montré une corrélation positive (145,157,251).
Deux d’entre elles se sont en priorité intéressées a des marqueurs immunologiques. Saldan et al.
observent une corrélation entre la réponse immunitaire cellulaire spécifique vis-a-vis du CMV et la
transmission et formulent [I'hypothése que cette réponse immunitaire forte corrélée a la
transmission est une conséquence de la durée et de l'intensité de la virémie maternelle, et que c’est
celle-ci qui induit une réponse immune intense (252). Mais les résultats de PCR sanguine ne sont pas
décrits dans leur étude, et cette hypothése n’a pas été vérifiée par d’autres auteurs. Au contraire,
Lilleri et al. suggérent que c’est la réponse immune maternelle qui est responsable du contréle de
I'infection et non I'inverse. Une charge virale basse suite a une primo-infection détermine un risque
moindre de transmission et une réponse immune maternelle plus rapide. Son hypothése est que le
développement rapide d’anticorps neutralisants associé a une réponse T fonctionnelle induit un
blocage rapide de la dissémination du virus et une clearance virale sanguine plus rapide (157).
Fornara et al. obtiennent des résultats similaires : une bonne réponse T spécifique et une virémie
faible sont associées a un risque moindre de transmission (251). Ces études suggérent que le
controle rapide de la virémie par les réponses immunitaires est associé a un risque moindre de
transmission au foetus. Cependant aucun parametre individuel ne permet de déterminer quelle
femme enceinte va transmettre ou non. Le point commun de ces études est la présence d’une charge
virale CMV plus élevée chez les patientes transmetteuses. Il s’agit clairement d’un parametre qu’il
faut analyser plus finement, notamment en étudiant sa cinétique pendant la grossesse et la
corrélation avec la transmission, en tenant compte de I'age gestationnel.

Sur bases des données disponibles actuellement, il est difficile d’évaluer si c’est 'amplitude ou la
durée de la virémie qui est un facteur de risque de transmission. La durée de la virémie, donc la
persistance d’une réplication virale, pourrait étre un facteur plus important que I'amplitude de la

virémie pour le passage transplacentaire, mais ces deux parameétres ont probablement une certaine
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importance respective. Une étude prospective et multicentrique étudiant la cinétique de la virémie
et la corrélation avec la transmission au foetus, en tenant compte du moment de la primo-infection
et de I'age gestationnel, permettrait de répondre a ces questions. Un seuil quantitatif de charge
virale ainsi qu’un seuil de durée de la virémie lié a la transmission pourrait étre établi. L’existence
d’un standard international en Ul/mL pour la PCR quantitative permettra une utilisation des seuils
par d’autres laboratoires. Cette étude nécessitera de nombreux prélévements sanguins au cours de
la grossesse. En paralléle, la virurie devrait étre mesurée afin de confirmer nos résultats et de
déterminer l'intérét de ce parametre complémentaire dans I'évaluation du risque de transmission
feetale.

Un algorithme intégrant les parametres virologiques tels que la charge virale CMV dans le sang et
dans les urines, ainsi que des parametres immunologiques, serait un outil précieux pour les cliniciens

dans la prise en charge des femmes présentant une primo-infection en cours de grossesse.

Dans cette perspective, il est important de diagnostiquer les primo-infections. La revue de la
littérature et les résultats de notre travail de recherche apportent plusieurs arguments en faveur du
dépistage sérologique chez la femme enceinte. L'efficacité des mesures d’hygiéne chez la femme
enceinte CMV séronégative en prévention d’une primo-infection a été démontrée. La connaissance
du statut maternel avant ou en début de grossesse est donc importante. Les performances du
diagnostic sérologique se sont améliorées ces derniéres années, notamment avec les tests d’avidité
des 1gG et depuis peu I'apport de I'immunoblot pour les cas difficiles a dater. En cas de primo-
infection maternelle, le taux de transmission au fcetus est de 30 a 40% et la majorité des cCMV
symptomatiques surviennent lorsque la primo-infection a eu lieu au 1* trimestre. L'identification
d’une primo-infection ainsi que le moment de la séroconversion pendant la grossesse sont
importants pour une prise en charge la plus adéquate possible. Un suivi échographique rapproché et
la possibilité d’un diagnostic anténatal par ponction amniotique au moment adéquat (a partir de 21
semaines et 6-8 semaines minimum apres la primo-infection maternelle) peuvent étre proposés. La
détection des anomalies échographiques est meilleure lorsque le statut infectieux du foetus est
connu. Certaines séquelles, en particulier la surdité, peuvent apparaitre tardivement chez les
enfants infectés mais asymptomatiques a la naissance. Il est important de cibler ces enfants a risque
et de les diagnostiquer a la naissance de fagon a suivre leur audition et a les prendre en charge
rapidement. Le dépistage de I'infection maternelle et/ou le screening universel des nouveau-nés

permettent de rencontrer cet objectif.
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Le cCMV survient a la suite d’une réactivation ou d’une réinfection maternelle dans prés de la moitié
des cas mais actuellement nous ne disposons pas de moyens diagnostiques de routine de ces
infections récurrentes. Cette situation n’est pas un argument pour ne pas dépister les primo-
infections.

Dépister ne doit pas étre une obligation mais devrait étre proposé dans le cadre d’une information
systématique donnée aux futurs parents a propos des risques du cCMV, en leur permettant de faire
le choix ou non d’un dépistage sérologique maternel.

La situation particuliere de la Belgique en termes de remboursement pose question puisque la
sérologie CMV pendant la grossesse n’est plus prise en charge par la sécurité sociale a I'exception des
cas de suspicion d’infection aiglie. Pour rappel I'impact du cCMV en termes de charge pour la
société est aussi important que celui du syndrome de Down, pour lequel le dépistage non invasif est
actuellement remboursé par la sécurité sociale pour toutes les femmes enceintes. La charge pour la
société du cCMV est 10 fois supérieure a celle de la toxoplasmose congénitale pour laquelle le
remboursement de la sérologie maternelle existe également. Restreindre le remboursement de la
sérologie CMV aux femmes enceintes qui présentent des symptémes de primo-infection n’identifie
gu’une faible proportion des femmes a risque de transmettre car la majorité d’entre elles ne
présente pas de symptomes lors de la primo-infection, ou ceux-ci sont peu spécifiques. Les
arguments développés en faveur du dépistage pourraient a terme modifier cette décision politique
et permettre le suivi optimal dans notre pays de cette infection congénitale.

Dans cette hypothése I’algorithme suivant pourrait étre proposé :
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Cet algorithme devrait idéalement étre complété par un dépistage sérologique avant la grossesse
lorsque c’est possible, et par un contréle a I'accouchement ou en post-partum immédiat, de facon a
identifier les séroconversions du 2°™ et 3°™ trimestre. Ce dernier point est sujet a discussion car les
études les plus récentes montrent que les séquelles chez I'enfant sont rares lorsque la primo-

infection maternelle survient aprés le 1 trimestre.

Quant aux techniques d’'immunoblot, une perspective de leur utilisation qui sort du cadre de l'aide
au diagnostic de la primo-infection chez la femme enceinte est I'étude de la réponse immunitaire
humorale maternelle a I'infection et son impact sur la transmission au foetus. Plusieurs études sur le
sujet ont été publiées, mettant en évidence que la présence d’anticorps neutralisants vis-a-vis de gB
et surtout du pentameére de glycoprotéines gH/glL/pUL128-131 est associée a un risque réduit de
transmission feetale (157,158,159,160).

Nous nous sommes posé la question de l'intérét de I'immunoblot pour étudier la présence ou
I’'absence d’anticorps maternels vis-a-vis des différentes protéines virales et leur corrélation avec la
transmission au foetus. Dans une étude préliminaire portant sur 31 patientes enceintes avec une
primo-infection dont la date est connue pour 15 d’entre elles et inconnue pour 16 d’entre elles
(présence d’IgM avec une avidité intermédiaire), nous n’avons pas observé de corrélation entre la
présence ou |'absence d’anticorps anti-IE1, CM2, p150, p65 et gB1 et la transmission foetale. Les
anticorps anti-gB2 étaient présents chez 25% des femmes non transmetteuses et absents chez toutes
les femmes transmetteuses mais cette différence n’était pas statistiquement significative (253). Une
éventuelle implication de la présence d’anti-gB2 sur la transmission foetale devrait étre évaluée sur
un nombre plus important de patientes, de fagon a tenir compte du moment de l'infection et de I'dge
gestationnel au moment de la mesure des anticorps. Une corrélation entre la présence d’anti-gB2 et
une transmission feetale réduite pourrait étre simplement le reflet d’'une infection antérieure a la
grossesse, les anti-gB2 étant absents dans les 6 a 8 semaines apres le début de Iinfection. Cette
corrélation pourrait aussi étre due a un parallélisme entre la cinétique des anticorps anti-gB et celle
des anticorps neutralisants, comme démontrés par Eggers et al. (160).

En regard des études qui ont montré un lien entre I'augmentation rapide de I'index d’avidité des IgG
et la transmission foetale, une analyse de la cinétique des différents anticorps et la cinétique de
I'avidité des IgG vis-a-vis de différents antigenes du CMV et la transmission foetale est également
une perspective intéressante pour cette technique d'immunoblot. Une étude prospective enrélant

des femmes enceintes avec une primo-infection documentée, réalisant un suivi régulier des
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anticorps et de leur avidité vis-a-vis des différents antigénes, permettrait de répondre d’une part a

la question sur la présence ou l'absence d’anticorps maternels vis-a-vis des différentes protéines

virales et leur corrélation avec la transmission au foetus ,et d’autre part a I'impact de la cinétique de
ces différents anticorps et de leur avidité dans la transmission feetale. Cette étude devrait étre

multicentrique pour obtenir un nombre suffisant de sujets.

De nombreuses questions demeurent dans le domaine du cCMV. Nous nous sommes intéressés aux
primo-infections de la femme enceinte, mais les atteintes foetales survenant aprées une infection
maternelle non primaire sont aussi importantes en termes de santé publique. Les modalités de
transmission dans les infections non primaires ne sont pas connues, notamment une éventuelle
différence de transmission entre les réactivations endogenes et les réinfections, liée a la protection
immunitaire partielle. Les études sur les facteurs de transmission liés a une infection non primaire
sont difficiles, car il existe peu de moyens diagnostiques prospectifs de ces infections.

Un vaccin efficace et universel pourrait révolutionner I'approche de la femme enceinte par rapport
au cCMV mais, malgré des progrés récents dans le domaine, aucun vaccin n’est actuellement
disponible. Le cCMV reste un probléme important qu’il faut continuer d’aborder et prendre en

charge avec les moyens actuels.

En conclusion, nous avons apporté notre contribution a I'’étude des facteurs virologiques prédictifs
de transmission foetale et une amélioration des possibilités de dater la primo-infection chez la
femme enceinte. Les recommandations de screening sérologiques des femmes enceintes ou en age
de procréer pourraient évoluer, notamment si des possibilités de prévention ou de traitement de
I'infection fcetale sont disponibles. Les recherches dans ce sens continuent (gammaglobulines,
antiviraux, vaccin) et les résultats d’études prospectives sont attendus. La perspective
d’interventions efficaces dans la prévention et le traitement de I'infection foetale pourraient mettre
le diagnostic sérologique de la primo-infection a CMV a I'avant-plan et dans ce cadre, nos 2 premiers
axes de recherche contribuent a I'amélioration de ses performances. Indépendamment de ces
avancées probables en termes de traitement et de prévention, I'amélioration de la datation des
primo-infections permet dés maintenant une meilleure prise en charge des cas suspects d’infection

maternelle en période péri-conceptionnelle et au premier trimestre de la grossesse.
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