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HERPESVIRUS Etiologies des méningites et des encéphalites

%@
* Nombreuses etg,b‘fogles

= Etiologigsinfectieuses : virus +++, bactéries, champignons, parasites
&
- Etlolq@es non infectieuses : maladies auto-immune, cancers, médicaments

= Etgﬂogles indéterminée (encéphalites)
@Q

<3 @\
& Méningites virales > 5 Encephalltes virales

Mailles et al., 2009

NP
,\9 Granerod et al., 2010
(y\ Lopez-Sanchez et al., 2017
o Ai et al., 2017
© Bodilsen et al., 2018
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Recommandations Francaises

Recommanda@bns de prise en charge des encéphalites infectieuses de I'adulte

" Traitement ant.\goﬁ*nfectleux initial emprique :

= Amclov(geﬁOmg/kg/Sh) + Amoxicilline (200mg/kg/j) 48 premieres

2 Dlagngétlc microbiologique heures
EtR HSV, VZV et EV dans le LCS ; coloration de Gram et culture
x<'
/\o\" Hémocultures &
& &
) e s .
,@c’ PCR HSV PCR VZV PCR, QV PCR HSV et VZV négatives |
Positive Positive Po@%ve Bactérie positive (culture) ¥
’0
Aciclovir Aciclovir "X ACV et AMX Traitement antlblothue >
10 mg/kg/8h 15 mg/kg/8h \)ci“‘o spécifique &
Arrét AMX AretAmX (& ArretACV
e .
&,@* (’l@c’
<0 o
G &
&
;e‘ae’f Tous les résultats négatifs ] 6&0
0(*"9 «0
& 2
/\& Aciclovir maintenu jusqu’a réévaluation de@
f@«‘}’ diagnostics HSV et VZV Q:Q?*
@(J% Dans les 4 jours apres le début des signes neurolo@:ques Stohl et al, 2015
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HERPESVIRUS Diagnostic des méningoencéphalites virales

S
90% des cas des méningites
et des encéphalites aigués

virales
e
&
&
&
0‘?
<0
<

v © Lopez-Sanchez et al., 2017
q:\()?‘ Perez-Ruiz et al., 2018
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Trousses Simplexa™ HSV 1 & 2 et VZV'Direct (1)

= Tests rapides de Pgﬁ’en temps réel de type « sample to result »
= Simplexa™ I-@G?/ 1 & 2 Direct Kit :
= HS\éd’ et HSV-2 (gene cible : ADN polymérase) + controle interne
= I&§ préléevements génitaux (milieux de transport)
t!" Limite de détection : ~ 500 copies/mL (ddPCR)

Q,Q
*@'Slmplexa“" VZV Direct Kit : &
& = VVZV (gene cible : ADN polymérase) + contrqj@ interne
X
& = LCS \\Jf
’ = Limite de détection : ~ 1000 coples/gdft (ddPCR)
, &
" Procédure &0“‘
50 pL de mélange réactif (R) @3)
50 pL de préléevement (SAMPLE) @&Q
—_——  —

3 &

Direct Ane}gﬂﬁcation Disc (DAD) LIAISON MDX ©
Q}
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A&a‘y Name |Simplexa HSV 182 Direct.2 RunName [Run 12-11-2018 At 1219
Q
6\2’ Test By labo viro la pitie Report By labo viro la pitie
-
<
<& Lot Number |3547N Lot 0172020
O Expiration
é_\o Instrument | 200110 Software  |1.1.02
)
Kob Disc Id B50142138 TestDate  |12/11/2018 12:23:04 PM
& Ct Values
KS’ HSV-1 Hsv2
’\0") Wedge® Sampleld Sample Type (CFR610) (FAM) QC Statement/No*e<
VG 1 T+HSV1+#2  Unknown 29 295 296 .
(Qe' 2 acro low HSV1 Unknown 329 0 29.1 c:-..
1 c.,?’ 3 acro low HSV2 Unknown 0 333 292

Results

HSV-1

HSV-2

Sample Id Sample Type (CFR610) (FAM) QC Statement/hotes O
1 T+HSVI42 U O
nknown Detected Detecid™ (’})
2 acrolowHSV1  Unknown Detected NeBbtected  Valid ¥
3 acrolowHSV2  Unknown Not Detected _{\Dktected Valid ©
e Q
¢ &
[ -Hsv-1 Bl Hsv-2 3 -c <%
T+ HSV142 (Wedge 1) © acro low HSV1 (Wedge 2) )
310,000 O 240,000 - «0
247,800 2 191,800 / ‘Q:‘)'
185,600 &" 143,600+ CX
s R : / <
123,4oo-§ 4\ 95,400 4 / .kle"o
61,2004 'Q,c’ ) 47,200 /_ . &‘D
(1,000) 6 (1,000) 4 o\
g 82 ‘9\(474 256 338 a2 7A 92 174 256 338 42 &
(e' Cyde Number Cyde Number 0(,
n@ low HSV2 (Wedge 3) <0
90,000 {
71,800 6 QN%
to S

o N

f" 17,200+ ©Qh

\ (1,000)
\g}v 1 92 174 256 38 a2
Cycle Number
<&
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Trousses Simplexa™ HSV 1 & 2 et VZV'Direct (3)

‘-;
= Mise en place d%a\selle laboratoire de virologie
® Simplexa™, $§SV 1 & 2 Direct Kit :
3 Daﬁ’ws 2015
-éMenlngoencephalltes LCS
Qg‘* H Herpes génital chez la femme enceinte (accouchement)

/\o&e’ = Herpés néonatal &
. . . <
¢ = Simplexa™ VZV Direct Kit : &
?,é Q::}‘
’{ef’ = En cours. N
= Dlagnostlc de méningoencéphalite &%S o ¥
& 0(’5;\0
'Q-(Q ob
= Volume de prélevement biologique é\o @Q‘
* Volume indiqué dans la notlce @0 uL «0’@'
= Volume réellement utilisé dgms la chambre réactionnel : 10 plL C{e‘"
L&
= En regle général, volumezglhmltes de LCS au laboratoire %@"
& &
@" c’b
=>» Utilisation d’un g@ume de préléevement < 50 pL pour les techn%q‘?,les Simplexa™
3 S
g &
D ©
e
e

X( David Boutolleau -@7 décembre 2018 - RICAI 00O



H;

Adapta&i@‘% du protocole HSV 1 & 2 (utilisation hors marquage CE)
&

= Evaluation ré\{\aﬁ%(ze a la Mayo Clinic (2015)
= 50 LCSQ&)sitifs pour HSV testés en parallele avec 50, 40, 25, 20 et 10 pL
= Tog@oes échantillons étaient positifs jusqu’a 25 uL (96% avec 20 uL)
&@0
- fovgluation réalisée au laboratoire de Virologie de la E\gﬁ’é-Salpétriére (2017)
z(;e,"" = 21 prélevements positifs pour HSV testés en pa%géﬁéle avec 50 et 25 pL

& = 10 échantillons du QCMD HSVDNA  o¢°
N .
= 41CS & &
.\0
= 3 milieux de transport @'e(‘\ o
= 2 sangs totaux O@OQ @d‘o
= 1LBA éob &
2
= Contréle positif Simplexa™ HSV &
<0 ,‘,?}
<
\{6‘7. -&‘,k
=>» Validation de I’utilisatiogﬁ’un volume de 25 ul pour le test Simplexa“:')s“l’\SV 1 & 2 Direct
& <>
& P
> D
<0 N
» ¥
¥ Q
N ©
Qg\(y Espy et al., 2015
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Trousses Simplexa™ HSV 1 & 2 et VZV'Direct (5)

Adaptaf\lgh du protocole HSV 1 & 2 (utilisation hors marquage CE)

V%Irﬁme de 25 plL : 100% des prélevements positifs pour HSV

Q/

&
o
2’0 s:}}\l
<5~°b

&5

g&*
o
z@“ﬁ 1,0
& 8 |
‘L 0.5 Q
— ’ O
:- ___________________________ _ Moyenne de 05;\"
s 00 - ACt: +0,2 @b
d ’ T T T T I,\}
o 3 &
5 RS ¥
S s & <0
< - B | \’ql" ‘ec’u
&0\} ,‘oe,é
165;' ‘,ke’
-1,0 - o R\
o7 O
& S
<& K
<O o
e & . N
<9 Echantillons \V
N (j?”
Q> &
> ©
Qt‘()
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Démarche qualité

= Controle posmft?{ae trousse
u Slmple@« HSV 1 & 2 positive control

- Pass@t%e hebdomadaire
I:{;S’?/ 1 (Ct) : moyenne =29,6 ; ET=1,5

-s»‘Hsv 2 (Ct) : moyenne = 29,4 ; ET = 1,5 <&
éef’«o \"@'é
&% Contréle interne de la qualite (CIQ) .é\e,‘?f’
’ = Acrometrix™ HSV-1 et HSV-2 (niveau bas),?,f”‘
= Passage hebdomadaire <~‘Q’
= HSV-1 (Ct) : moyenne =33,9; ET = b‘f
= HSV-2 (Ct) : moyenne = 34,6 ; E];,b‘?l 7
R S
\_'Zf .iefa'
/\0 b‘,?}
R
= Evaluation externe dela q)&‘hhte (EEQ) 8\6{“%
= Programme HSVDIg:ﬁe du QCMD (Quality Control for Molecular Dlagnostlcs)
= Deux programme? par an \q,o"’

= Detection scg?’e 0 pour les deux challenges en 2018 ©¢~@

q@‘”
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Adap\gaftlon du protocole VZV (utilisation hors marquage CE)
&Qa

. Evaluatlo(@‘?eallsee au laboratoire de Virologie de la Pitié-Salpétriere (juillet 2018)
= 23¢p‘relevements positifs pour VZV testés en parallele avec 50 et 25 plL
@Q = 14 échantillons du QCMD VZVDNA

& <2
<o° = 4 LCS ef‘b\
e or. X
‘&é’z’ = 4 milieux de transport I~
<~ = Contréle positif Simplexa™ VZV &@\e’ .
()
@Q 0(\
=» Validation de |'utilisation d’un volum@’ de 25 plL pour le test Simplexa™ VZV Dlrect&)"
é‘o Q,Q
¥ &
< N
KQ'Q K\O
&0\} L@
16" keﬁ'
N %
O &
l"’e &
& K
(.){\' <0
S S
> D
<0 N
X &
\"9 ©
o8
N
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Trousses Simplexa™ HSV 1 & 2 et VZV'Direct (7)

Adap\gaftlon du protocole VZV (utilisation hors marquage CE)

Vgh"ime de 25 plL : 100% des prélevements positifs pour VZV

Q/

Q
S8

b\"r

e

o
"

<
&@O
Moyenn qeée

ACt ,@9%18

o
(=]
|

ACt : Ct (25 pL) - Ct

-0,5 -

-1,0 -

3 :
<> Echantillons
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{&\R
HERPESVIRUS

&' r o r L] L]
& Inconvénients et améliorations

Z
= Connexion uné&‘?ectionnelle au SIL
o
()

X ( David Boutolleau -@7 décembre 2018 - RICAI

Trousses Simplexa™ HSV 1 & 2 et VZV'Direct (8)




Trousses Simplexa™ HSV 1 & 2 et VZV'Direct (8)

\ V4 (] y 4 . L]
& Inconvénients et améliorations
%
= Connexion um&‘?ectlonnelle au SIL
&
()
@

- Slmplex@; HSV 1 & 2 Direct Kit
= Igt%rpretatlon différente pour HSV-1 (négatif si Ct>40) et pour HSV-2 (négatif si Ct>42)

) N
<° e}b
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{&\R
HERPESVIRUS

Inconvénients et améliorations

= Connexion umd??ecﬂonnelle au SIL

,Q,@

- Slmplexg.\“ﬁHSV 1 & 2 Direct Kit
= Igt%rpretatlon différente pour HSV-1 (négatif si Ct>40) et pour HSV-2 (négatif si Ct>42)

&
<0 B -Hsv-1 B Hsv-2 - c
T HSVA HSV-2
{:&Q; Wedge Sampleld Sample Type (CFP&1a) (FAM)
& 180801807701 (Wedge 1) %
& 9,000 |
71,800-; "Q
£
§ 53,600 HSV-1 » J\)O(\
35,400-; Sample Id SampleType (wFROIG, ()
T E / 180801807701 Unknown S b\)
17,2004 e ©
(1,000) 38 (’}} .&QIQ
1 9.2 17.4 256 3338 48) (/]
Cycle Number (0 &-’
& <0
=> Nouveau test avec 50 pL (3@assez de prélevement) (.{?f’
Q
= PCR HSV-1/2 cIassmuef\(tractlon puis amplification en temps réel &
(\\\ .s\{':
Q QL
' O
o Ry
& <
S NP
o Q
N v
<0 N
«;'o O
Q B
N ©
o8
D
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B Trousses Siimplexa™ HSV 1 & 2 et VZV Direct (8)

&' r . V4 [ L]
S Inconvénients et améliorations
©
= Connexion uné&‘?ectionnelle au SIL
3
&
. Simple)\@"ﬁ HSV 1 & 2 Direct Kit
<s~°b
&, . . . .
= PGR Simplexa™ HSV 1 & 2 Direct moins sensible qu’unég;PCR classique
O &
e’ &
@ D\
’b& S
BN &
o &
& b\)
& O
° R
N N
& &?’
< S
<
< Vo
¥ L
A\O 'ef:e'
Q\'q,‘v' .,\@k
¢ O
& S
o Ry
N S
QO %
& >
NY "V
40 B
i S
N ©
o8
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{&\R
HERPESVIRUS

&' r o r L] L]
& Inconvénients et améliorations

Z
= Connexion unei@‘Fectionnelle au SIL
3
&
= Simple)\@"ﬁ HSV 1 & 2 Direct Kit
(S

©

& ™ . . . ) .
/I:)g.ﬂ Simplexa™ HSV 1 & 2 Direct moins sensible qu unéggzPCR classique

> SimplexaHSV 1 &2 Extraction EMAG (bioMérieux)
Direct Kit/(Ct) + artus HSV-1/2 (Qiagen){Ct)

@ &0{\
HSVDNA 18C1-01 39,7 (\é\ 32,4 7,3 0&3
& <
O Q
HSVDNA 18C1-02 29,4 oagb(' 24,8 4,6 ,@@
< )
"3 A 0
HSVDNA 18C1-03 33,1 Q}Q’Q 29,0 4,1 'e;'o'\
R )
ov , %e\
HSVDNA 18C1-04 %5’,*2 20,9 4,3 &
)
) fpe’\ & i
HSVDNA 18C1-05 & 32,8 28,3 o 4,5
.K‘D ,ﬂ\)
W A
& N
S V
<0 N
S ¥
D ©
o8
S
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&' r o r L] L]
& Inconvénients et améliorations

= Connexion um@ﬁectlonnelle au SIL

- Slmplex@; HSV 1 & 2 Direct Kit
kO
= Pg.R Slmplexa"“ HSV 1 & 2 Direct moins sensible qu urggszPCR classique
‘&.

1"-) Q
< f:}‘\
<

@é’f PCR Simplexa™ HSV 1 & 2 et VZV Direct e
N

= Ne peuvent pas étre effectuées sur le me§he automate -> 2 LIAISON MDX qui

fonctionnent en parallele @@@'

= Compatibilité sur un méme automg:t(g prévue 1°" trimestre 2019 ..
= Test multiplex HSV-1 / HSV-2 / giﬁ//controle interne : quand ???
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Trousses Simplexa™ HSV 1 & 2 et VZV'Direct (8)

&' r o r L] L]
& Inconvénients et améliorations

= Connexion um&‘?ectlonnelle au SIL

- Slmplex@; HSV 1 & 2 Direct Kit

kO

= Pg.R Slmplexa"“ HSV 1 & 2 Direct moins sensible qu’urhgzPCR classique
S

lf-) K\'e’
N N
&= PCR Simplexa™ HSV 1 & 2 et VZV Direct \@*«"
> A
Red
’ [ 7 ) by . Q ’ ] ) . OQ\
= Nécessité d’un SAV trés efficace pour les tgSts moléculaires d’urgence &
S
= Remplacement d’automate rpide t&+ 29@
<
= |In’yapasdeparcd automategﬁlsponlbles en France (Italie) 0\5&
Q A§
'ﬂe’ \ Gy
x< <
<0° -‘ae’é
165;' kei
Q =&
¢ o
Cx O
o Ry
& <O
S <@
> V
<0 N
i &
D ©
v.
Q}(,




¥

&' r o r L] L]
& Inconvénients et améliorations

©
= Connexion unei@‘Fectionnelle au SIL
&
= Simple)\@"ﬁ HSV 1 & 2 Direct Kit
(S

©

R
= I:)gﬁ‘ Simplexa™ HSV 1 & 2 Direct moins sensible qu’urhgzPCR classique
« S

15 ‘&
N : : >
&= PCR Simplexa™ HSV 1 & 2 et VZV Direct \@*«"
) & iy
& &‘@
= Nécessité d’un SAV trés efficace pour les tgSts moléculaires d’urgence 05;\"
. OQ(Q (06
. . . L. & . &
= Test entérovirus (voire enterowrus(&%rechowrus) 0\5&
. . . . . . V4 . 14 « .
= Diagnostic rapide wrologmg@%e 1" ligne dans le cadre des menlngoencecggbhalltes :
HSV-1, HSV-2, VZV et enté?‘)ovirus k'e‘ae'
(\{6“' ©
N4 5
6{@ &0\3
S NP
& S
49 N
eo O
Q B
N ©
\S}"
Q.
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Conclusion

= HSV, VZV et, Sont les principales causes de méningites et d’encéphalites
<

\OQ

: Besmgb%(fe tests moléculaires rapides et sensibles de diagnostic virologique pour la prise en
cha@§e des patients

x<'
.5 ”Les trousses Simplexa™ HSV 1 & 2 et VZV Direct cocpftltuent une solution efficace :
'?f’ \Q/
< QY
. , & &
= QObtention du résultat en 1 heure R &
o &
N &
\
= Possibilité de tester un volume rgﬁowt de 25 L &
@ S
& «0
= Améliorations : tests mult&a?ex test entérovirus, remplacement rapide dze‘g’ automates
\ef-;' ‘,ke:o
& &
& S
< \)‘o
& <0
& P
> D
49 N
® @
S &
%’L ©
e
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Merci pour votre attention

HERPESVIRUS

S, , Iy Dr David Boutolleau

d (< david.boutcileau@aphp.fr




