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: Herpes simplex virus

Indications du diagnostic Virologique

Herpes orofacial chez I'enfant et I'adulte sain

"

diagnostic virologique NON justifié




: Herpes simplex virus
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Indications du diagnostic Virologique

Ulcérations chez I'enfant — diagnostic difféerentiel avec Coxsackievirus
Formes invalidantes — traitement antiviral

Formes graves

Encephalite
Herpes de 'immunodeprimé  ulcérations nécrotiques
lesions atypiques

Herpes génital: Iésions, excrétion asymptomatique

— AL 3

Herpes néonatal



Herpes simplex virus

' Prélevements virologiques |

Selon situation clinique

=t diagnostic de I'infection a HSV au laboratoire
Prélevement Technique de détection directe du virus
Isolement en PCR Immuno- | ELISA Microscgpie
culture de cellules cytodiagnostio électronique
Herpes oral ou génital Lésions ++ + + + +
Kératoconjonctivite Lésions ++ + + + +
U,v_é i_te, irido_cytflite, nécrose Humeur acqueuse N t 0 0 0
rétinienne aigué
Encépha lite aigué postnatale LCR + ++ 0 + 0
Lésions ++ + + + +
Sécrétions pharyngées ++ + 0 0 0
Herpés néonatal Larmes ++ ++ 0 0 0
LCR ++ ++ 0 + 0
Sang + + 0 0 0
Urines + + 0 0 0
Excrétion asymptomatique Sallve_ . o * 0 0 0
Sécrétions génitales ++ + 0 0 0
Herpes cutanéomuqueux progressif § Lésions ++ + + + +
Eczéma herpétisé Lésions ++ + + + +
Sang ++ + 0 0 0
Hépatite herpetique Url_nes o * 0 0 0
Salive ++ + 0 0 0
Sécrétions génitales ++ + 0 0 0

Jivi Huraux et F Rozenberqg. HSV. Virologie Médicale, coordonné par JM Huraux, ESTEM 2003
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Prelevements Virologiques

Lésions veésiculeuses cutaneomuqgueuses

Prelevement le plus précoce possible

Avant tout traitement local

= Ecouvillonnage appuye sur les bords des lesions g

(devant faire un peu mal)

= ou Ponction a la seringue du liguide de vésicule

Milieu de transport — culture cellulaire, PCR, ELISA, Microscopie
clectronique
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Prelevements Virologiques

Sécretions génitales

Avant toute application de désinfectant

18" écouvillon — passer sur face interne et externe des petites levres
2¢me écouvillon — éliminer le mucus du canal cervical et jeter I’écouvillor
3¢me écouvillon —introduire dans le canal cervical surlcm et le faire tourne
4eme écouvillon — passer sur la surface externe du col utérin

Exprimer les 1€, 3¢me et 4éme gcouvillons dans un méme tube

de milieu de transport



Herpes simplex virus
| Techniques de diagnostic |

1- Culture cellulaire  Tous types de prelevements
Technique de reférence car ECP en 1 a 2 jours si lésions fraiches
Inoculation sur Cellules VERO ﬁbroblas’ces humams KB

ECP tres évocateur
Cellules rondes en foyer

>
: * Immunoperoxydase
i}. bt rF. ‘

P
(grappe e raisin) Typage HSV 1 ou 2
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| Techniques de diagnostic |

1- Culture cellulaire  Tous types de prelevements
Technique de reférence car ECP en 1 a 2 jours si lésions fraiches
Inoculation sur Cellules VERO, fibroblastes humains, KB
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- Detection des
antigenes precoces ou tres précoces par
Immunomarquage des cellules inoculées



: Herpes simplex virus

Techniques de diagnostic |

1- Culture cellulaire

Avantages de la culture

®» Culture + = Virions infectieux

®» Détermination de CI50 des antiviraux en cas de résistance

au traitement
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. Techniques de diagnostic |

2- Détection de I’ADN viral par PCR

Sensibilité +++ > culture

ATTENTION

Risque de faux positifs liés a une contamination externe par :

= Amplicons

= Particules virales excrétées par le manipulateur / préleveur
—3SI1 PCR (+) alors gque contexte clinique n’est pas en faveur (exemple

d’une MEH), refaire PCR sur un 2¢me prélévement

PCR (+) ne signifie pas que le prélevement contient du virus
Infectieux
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Techniques de diagnostic |

2- Détection de I’ADN viral par PCR
Intérét +++ pour le diagnostic « d’urgence » de la méningoencéphalite

a partir du LCR

PCR + dans > 90% des cas

« Importance du moment du prelevement par rapport au déebut des
signes cliniques: PCR peut étre negative dans les 48 premicres heures

!
| si PCR (-), doit étre répétée sur un deuxiéme prélévement |

Importance de la PCR pour le suivi des malades sous traitement

antiviral
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| Techniues de diagnostic |

2- Détection de I’ADN viral par PCR

LCR +++

Humeur agueuse
Si immunodeprimes [h"' Lésions atypiques, LBA, Sang

Si herpés néonatal [h"’ LCR, Sang
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: Herpes simplex virus

Techniques de diagnostic |

3- Immunocytodiagnostic

Prelevements liquidiens
Lig. Vésiculaire, LCR

Prélevements cellulaires
Vésicules Conjonctival, LBA..

Source Virology Laboratory
ale New Haven Hospital)

Fluorescence
nucléaire au stade précoce de l'infection
diffuse dans toute la cellule a un stade plus tardif

Bonne specificité de I'lF
Mais sensibilité meilleure lorsque les vesicules prélevees sont jeunes

et nombre de cellules suffisant
Cellules intactes = PAS de congélation du prélevement
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. Techniques de diagnostic |

3- Immunocytodiagnostic

Prelevements cellulaires Prelevements liquidiens
Veésicules, Conjonctival, LBA.. Lig. Vésiculaire, LCR

Source: Virology Laboratory
Yale-New Haven Hospital)

on pour recherche d’'une

excréetion asymptomatique
orale ou génitale
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| Technigues de diagnostic |

4- Microscopie électronique

Liquide de vésicule

Diaanostic rapide ans distinction entre
J P HSV et VZV
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| Techniues de diagnostic |

5- Serologie

Ac anti-HSV 1+2 Ac antl-HSV 2
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| Techniues de diagnostic |

5- Serologie

Ac anti-HSV 1+2 Intérét limité

Titre en
anticorps

186 1OeJ 12614 | 6 sem

Primoinfection Reac’clva’clon
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Techniques de diagnostic |

5- Serologie

Ac anti-HSV 1+2
Une sérologie négative précoce ne doit pas eliminer le diagnostic
VU que IgM inconstantes au cours de la primoinfection

peuvent réapparaitre au cours de la récurrence

A Tsignificative des 19G + IgM
\A

PRIMOINFECTION

Séroconversion 1gG

\

PRIMOINFECTION

RECURRENCE

Or, Important de faire la différence dans I'Herpes genital
pour apprécier le risque d’herpés néonatal



: Herpes simplex virus

| Technigues de diagnostic |

5- Serologie
Ac anti-HSV 1+2

Sécretion intrathécale d’anticorps anti-HSV — Meéningoencéphalite

~_
» 1gG sérum / 1gG LCR <20

MAIS
Diagnostic tardif

Ac détectes dansile LCR a partir
de la 2¢me semaine de la maladie
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' Techniques de diagnostic |

5- Serologie

Ac anti-HSV 1+2
Sensibilité 1¢r¢ semaine 2¢Me semaine | 3¢Me semaine
d’évolution d’evolution d’evolution
PCR
95-100% 47-50% 0-21%

Sécrétion
Intrathécale d’Ac 16-23% 63-80%% 90-100%

Mise en evidence d’une sécrétion intrathécale intéressante
Si PCR n’a pu étre faite
Si PCR négative car LCR tardif fait sous traitement antiviral



Herpes simplex virus

5- Serologie

Ac anti-HSV 1+2

Sécretion intraoculaire d’anticorps anti-HSV — uvéite
rétinite necrosante

Ac détectes dans I’htﬂleur aqueuse tardifs



: Herpes simplex virus

| Technigues de diagnostic |

5- Serologie

Ac anti-HSV 1+2 Ac anti-HSV 2

Apparaissent entre 6 et 8 semaine SEalR:IglE[CRe [N g RV

Herpes geénital + grossesse



Herpes simplex virus

' Démarche diagnostique |

Selon situation clinique

Le diagnostic de I'i :
Prélevement Technique de détection directe du virus
Isolement en PCR Immuno- | ELISA Microscgpie
culture de cellules cytodiagnostio électronique
Herpes oral ou génital Lésions ++ + + + +
Kératoconjonctivite Lésions ++ + + + +
U,v_é i_te, irido_cytflite, nécrose Humeur acqueuse N t 0 0 0
rétinienne aigué
Encépha lite aigué postnatale LCR + ++ 0 + 0
Lésions ++ + + + +
Sécrétions pharyngées ++ + 0 0 0
Herpés néonatal Larmes ++ ++ 0 0 0
LCR ++ ++ 0 + 0
Sang + + 0 0 0
Urines + + 0 0 0
Excrétion asymptomatique Sallve_ . o * 0 0 0
Sécrétions génitales ++ + 0 0 0
Herpes cutanéomuqueux progressif | Lésions ++ + + + +
Eczéma herpétisé Lésions ++ + + + +
Sang ++ + 0 0 0
Hépatite herpetique Url_nes o * 0 0 0
Salive ++ + 0 0 0
Sécrétions génitales ++ + 0 0 0

Jivi Huraux et F Rozenberqg. HSV. Virologie Médicale, coordonné par JM Huraux, ESTEM 2003
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Indications du diagnostic Virologique
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Indications du diagnostic Virologique

m Formes graves de varicelle (adulte, femme enceinte)
m Clinique atypigue ou non concluante surtout dans I’entourage
d’un immunodeprime
Détermination du statut immunitaire (I1gG)
- avant traitement immunosuppresseur

- Chez adulte ou femme enceinte sans ATCD connus de varicelle

et exposes a un contage

afin de prévenir une varicelle grave si IgG -
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Prelevements Virologiques

v

L ésions vésiculeuses +++

Choisir des lésions fraiches (avant stade de crodtes)
Avant tout traitement local
= Ecouvillonnage appuyé sur les bords des lesions
(devant faire un peu mal)
= ou Ponction a la seringue du liquide de vésicule
= voire biopsie apres retrait de la crolte
Milieu de transport — culture cellulaire, PCR, ELISA, Microscopie

/ .
electronlque

Inoculation au lit du malade
Virus fragile, culture difficile

Flacon bijou




: Virus de la varicelle et du zona

Prelevements Virologiques

L ésions vésiculeuses +++

Autres prelevements

Pharynx: les 3 premiers jours de la varicelle
LCR

Sang : chez Pimmunodéprime

Liguide amniotique : si varicelle maternelle

Prélevements oculaires




: Virus de la varicelle et du zona

| Techniues de diagnostic |

1- Culture cellulaire
Inoculation sur fibroblastes humains, Cellules VERO, KB

Cellules irréguliéres toujours disposees en foyer Idem mais cellules plus

sous forme de plage granuleuse arrondies

Culture lente, difficile

Délai de = 3 a 7 jours voire 12 |

’ Si titre viral faible

infectiosité lors transport

Dét!ction des Ag précoces du VZV dans les
cellules en culture 48 h apres I'inoculation
par Immunoperoxydase
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| Techniues de diagnostic |

2- Immunocytodiagnostic

Immunofluorescence
ou Diagnostic rapide simple spécifique

Immunoperoxydase

Nécessitent un prélevement riche en cellules intactes
donc non congelées
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| Techniues de diagnostic |

3- Détection de I’ADN viral par PCR

Diagnostic

v

Des formes compliquées : neurologiques, oculaires, viscérales

Des formes atypiques cutanéomuqueuses

Prelevement rapidement transmis

ou stocké a -20 ° C (a défaut a + 4°C




: Virus de la varicelle et du zona

| Technigues de diagnostic |

4- Microscopie électronique

Liquide de vésicule

Diaanostic rapide ans distinction entre
J P HSV et VZV
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| Technigues de diagnostic |

5- Sérologie  ELISA +++

Diagnostic : intérét de la serologie *
€196 » -Une serologie negative n’elimine pas le diagnostic car
Ac apparaissent 3 a 5 apres début de la varicelle

-Un seul titre d’IgG+ n’a pas de valeur car forte séroprevalence
duVzv

Nécessite de 2 serums = diagnostic retarde

Varicelle Zona +/-
1 Inconst@®mment
Séroconversion IgG T significative des 1gG

€ lgM» -Faux + devant des titres eleves en 1gG
-Peuvent réapparaitre au cours des réactivations
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| Techniues de diagnostic |

5- Sérologie  ELISA +++

-Diagnostic : intérét de la sérologie +

-Statut Immunitaire +++
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Deéemarche diagnosti que

Culture « au lit du malade »

Eruptions vésiculeuses = R

c icat oai PCR — LCR
omplications neurologiques| Ac sarym/LCR = diagnostic tardif car

Ac LCR positifs 1 a 2 semaines apres
signes cliniques

Manif oculaires Retinite nécrosante Kératoconjonctivite
l l
humeur aqueuse ou vitree Grattage corneen
l l l l
PCR  Ac intraoculaires PCR IFD

Contage chez femme enceinte | 19G moins de 9 jours apres contage
(avant toute seroconversion)
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Deéemarche diagnosti que

v

Varicelle femme enceinte au cours de la grossesse

Chez la mére | Diagnostic virologigue indiqué si doute clinigue

Diagnostic prénatal | Liquide amniotique Sang foetal
prélevé apres cicatrisation des l
[ésions cutanées maternelles |g M
! M oo,
anque de sensibilité
PCR 1

Mais positive ne signiﬁe pas
systématiquement ['existence

d’anomalies foetales

Varicelle maternelle dans les 5 jours avant date prévue de I'accouchement

Essayer de retarder I’accouchement pour laisser le temps aux Ac maternels d’apparaitre




CONCLUSION

» e diagnostic virologique des infections a HSV et VZV
est surtout direct.

Le choix de la ou des technique(s) a utiliser depend

de la situation clinigue (et des moyens disponibles au
laboratoire).

C’est essentiellement la culture cellulaire et la PCR qui

constituent les techniques de choix.
» La sensibilité des techniques depend étroitement
de la qualité du prelevement.
» La sérologie a un intérét limité pour le diagnostic de ces
Infections. Son intérét réside dans la détermination du
statut immunitaire d’un sujet donné devant un risque

e d’'infection grave.
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