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ABREVIATIONS

HHV6 : Herpes virus 6
PCR : Polymerase chain reaction

GVH : Graft versus Host disease (Réaction du greffon contre 1’hdte en

anglais)

CSH : Cellules souches hématopoiétiques

ECV : Effet Cytopathogéne Viral

DRESS : Drug Reaction with Eosinophilia and Systemic Symptoms
VRESS : Virus Reaction with Eosinophilia and Systemic Symptoms
LNH : Lymphome non hodgkinien

VIH : Virus de I'immunodéficience humaine

cp/ml : copies par millilitre



1 INTRODUCTION

Le virus herpés du groupe 6 (HHV-6), membre des
herpesviridae, est ubiquitaire. La primo infection infantile peut étre
asymptomatique, responsable d’une fievre isolée ou classiquement de
I’exanthéme subit." L’ADN viral demeure ensuite a 1’état latent dans
les cellules hotes mononuclées de 1’organisme, principalement les
lymphocytes T, avec une prévalence a 1’age adulte avoisinant 100%. Il
peut se réactiver au cours de diverses situations d” immunodépression.,
notamment au cours des greffes de cellules souches hématopoiétiques
(CSH), de certaines pathologies lymphoprolifératives, mais également
au cours de toxidermies severes comme le DRESS (Drug Reaction
with Eosinophilia and Systemic Symptoms). En effet, ce virus se
réactive dans environs 50% des cas de GvH apres allogreffe de CSH

ainsi que dans au moins 50% des cas de DRESS.*®

La PCR (polymerase chain reaction) est un examen
fréquemment employé pour la détection d’HHV6 dans le sang en cas
de survenue d’un exanthéme chez les patients hospitalisés en
hématologie clinique. L’étiologie de ces exanthemes est souvent
difficile a établir, en particulier lorsqu’est évoquée 1’hypotheése d’une
infection & HHV-6. Sa présentation clinique est en effet similaire aux
autres exanthémes survenant classiquement dans ce contexte,
notamment les autres infections cutanées virales, les toxidermies et les
GvH. De plus, la détection de ce virus dans le sang n’est pas
pathognomonique d’une infection a HHV-6. Pourtant, le diagnostic
d’une telle infection présente un enjeu pronostic devant le risque de
complications séveéres telles que des encéphalites, des aplasies
médullaires, des retards de prise de greffe, des hépatites et des
pneumopathies interstitielles, avec des évolutions parfois fatales.”® Par
ailleurs, I’identification d’une origine uniquement virale d’un
exantheme permettrait de mieux cibler le traitement étiologique et

d’éviter une escalade de traitements immunosuppresseurs, en



particulier la corticothérapie générale utilisée dans la GvH et le
DRESS.

Cependant, les informations recensées dans la littérature ne
permettent pas d’orienter le diagnostic de maniere certaine. Tout
d’abord, le nombre de copies virales signant la réactivation n’est pas
clairement défini®. Ensuite, méme devant des symptdmes
contemporains d’une réactivation sanguine, le rdle pathogénique du
virus demeure incertain. En outre, suite & un défaut de consensus
nosologique, différents termes tels que « infection», « réactivationy,
« réplication active» sont utilisés pour désigner 1’augmentation des
copies d’ADN dans le sang mesurée par PCR, qu’elle soit

symptomatique ou non.

Pour aider au diagnostic de ces exanthemes, une des solutions
avancées consiste a isoler ’'HHV-6 dans la peau. Il pourrait étre un
indicateur permettant de mieux préciser le réle du virus dans le
déclenchement de 1’éruption. A notre connaissance, seules 3 études ont
exploré le lien entre la PCR HHV-6 cutanée et les exanthemes chez les
allogreffés de CSH.*2 Pour Yoshikawa et al. et Le Cleach et al., cette
positivité pouvait étre révélatrice d’une infection cutanée a HHV-6'12.
Néanmoins, Yoshikawa et al. ne considérent pas I’hypothése de la
GVH dans le diagnostic des exanthemes post allogreffe. Chez Appleton
et al., cette réplication cutanée pourrait étre le témoin du role initiateur
d’HHV-6 dans la GvH. Elle pourrait également étre liée a des GvH
plus sévéres'®. Mais la question de la distinction entre un exanthéme
secondaire a une GvH plus ou moins associé a une réactivation a
HHV-6 et une infection HHV-6 «vraie » est encore largement
débattue.>*® A ce jour, il n’existe pas d’étude ayant cherché a établir si
cette réplication cutanée d’HHV-6 permettait de distinguer 1’origine
virale «vraie » des autres étiologies d’exanthéme pourvoyeuses de
réactivation a HHV-6. A notre connaissance, cette étude n’a encore

jamais été pratiquée chez les autogreffés et les non-greffés de CSH

A travers cette étude chez des patients hospitalises en

hématologie, auto-, allo- ou non greffés de CSH, nous avons voulu
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rechercher 1’existence d’une association significative entre la PCR
HHV-6 mesurée dans la peau et dans le sang d’une part, et de décrire
la fréquence de la détection d’HHV6 dans le sang et/ou dans la peau au
cours des différentes étiologies d’exanthémes et de rechercher en
particulier si leur présence conjointe était prédictive d’une infection
« vraie » a HHV6.



2 PATIENTS et METHODES

2.1 Typed’étude

Il s’agit d’une étude observationnelle, monocentrique et
rétrospective. Le comité de protection des personnes a émis un avis
favorable (N°ID-RCB : 2016-A00994-47).

2.2 Objectifs

2.2.1 Obijectif principal

L’objectif principal de notre étude était de rechercher une
association significative entre la présence du virus HHV-6 dans le sang

et dans la peau.
2.2.2 Obijectif secondaire

L’objectif secondaire était de décrire la fréquence de la
détection d’HHV6 dans le sang et/ou dans la peau au cours des
différentes étiologies d’exanthémes et en particulier de rechercher si
leur présence conjointe était prédictive d’une infection «vraie » a

HHVG.

2.3 Sélection des patients

Dans un premier temps, nous avons sélectionné tous les
patients ayant été hospitalisés dans le service d’hématologie et thérapie
cellulaire du CHU Amiens-Picardie entre le 01/01/2011 et le
31/12/2015 et ayant eu une recherche du virus HHV-6 dans le sang que
le résultat soit positif ou negatif. La liste de ces patients nous a été

fournie par le laboratoire de biologie a partir du logiciel DxLab.

Dans un deuxieme temps, nous avons sélectionné les patients

répondant aux critéres suivants :



- Avoir une hémopathie et étre allo-, auto- ou non greffés de

cellules souches hématopoiétiques.
- Avoir développé un exanthéme lors de I’hospitalisation.

- Avoir eu une biopsie cutanée en peau lésée pour I’exploration de
cet exanthéeme. Ces biopsies devaient étre réalisées au début de
I’exanthéme, avant initiation des corticoides locaux ou

systémiques.

- Le bloc de paraffine issu de la biopsie cutanée devait étre encore

disponible pour analyse microbiologique.

- Un délai de 15 jours maximum entre la biopsie cutanée et le

dosage de la PCR HHV-6 dans le sang total devait étre respecte.

2.4  Définition de la positivité d’HHV6 dans le sang par technique

de Polymérase chain reaction (PCR)

Les PCR HHV-6 étaient réalisées en sang total. L’ADN était
extrait a partir de 200pL de sang total prélevé sur des tubes EDTA en
utilisant D’extracteur NucliSENS easyMAG® (Biomérieux, France)
selon les instructions du fournisseur. La quantification du génome
HHV6 était réalisée grace au kit CMV HHV-6, 7, 8 R-gene® (Argene,
Biomérieux, France). Ce kit amplifiait un fragment de 116 paires de
bases situé dans le gene U57.

Le virus était considéré en réplication a partir de 250 copies de
HHV-6 par millilitre de sang total (cp/ml). En cas de leucopénie < 1

giga/litre, le seuil de positivité était abaissé a 1 cp/ml.

2.5 Technique de détection d’HHV6 dans la peau par polymérase

chain reaction en temps réel

Les biopsies cutanées en peau lésée étaient fixées dans du
formol a 10%, incluses en paraffine puis analysées en microscopie
optique au moment de 1’hospitalisation. Pour les besoins de 1’étude,

I’ADN ¢était par la suite extrait a partir de deux coupes de biopsies
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cutanées incluses en paraffine de 10 micron-métres d’épaisseur en
utilisant I’extracteur TPS (Siemens Diagnostic). La quantification du
génome HHV-6 était réalisée grace aux kits CMV HHV®6, 7, 8 R-gene
® (Argene, Biomérieux, France).

Paralléelement, une quantification du nombre de cellules
présentes dans les échantillons était réalisée en utilisation le kit Cell
control R-gene ® (Argene, Biomérieux, France), qui amplifie le géne
codant la protéine cellulaire HPRT1 (Hypoxanthine Phospho-ribosyl
transferase 1). Ceci permettait de quantifier le nombre de copies de

génome HHV-6 par cellule.

Nous avons considéré la PCR cutanée positive a partir d’une
copie d’HHV-6 par cellule.

2.6  Relecture histologique des lames de peau

Chez les patients positifs en PCR dans la peau, une relecture
des lames correspondantes a été effectuée en microscopie optique au
grossissement  x1000. Celle-ci visait a rechercher un effet
cytopathogene viral (ECV). Des immunomarquages CD34, CD3,
CD20 et CD68 afin d’identifier les cellules atteintes ont ensuite été

réalisés.

2.7 Critéres diagnostiques et définition des diagnostics étiologiques

d’exanthémes

Les diagnostics étiologiques étaient tous posés par un premier
dermatologue (FD) puis validés par un second (GC) apres analyse du
dossier et confrontation avec (i) le diagnostic proposé dans le courrier
final des hématologues, et (ii) les critéres diagnostiques listés ci-
dessous. En cas de doute diagnostique, le patient était classé en

étiologie « incertaine ».



La GvH était definie devant un exanthéme évocateur selon les
criteres de Glucksberg (Annexe 1), et en absence de traitement
imputable et d’aspect clinique évoquant une toxidermie.***°

La reactivation virale HHV6 était définie par une PCR sanguine

supérieure a 250 copies d’ADN viral par ml de sang total (cp/ml).
En cas de Leucopénie < 1Giga/l, le seuil de positivité était abaissé
a lcp/ml.

L’infection virale HHV-6 «vraie » était définie par (i) un

exanthéme fébrile associé a (ii) une PCR HHV-6 dans le sang total
> 250 cp/ml, et (iii) sans autre étiologie bactérienne, fongique ou
virale concomitante et (iiii) ayant régressé suite a un traitement
antiviral.

La toxidermie a type d’exanthéme maculo-papuleux était définie
par une éruption compatible selon les critéres d’imputabilité
intrinseques, survenant dans les 9 a 21 jours aprés un nouveau
traitement, ou dans les 24h en cas de prise antérieure, avec
régression a 1’arrét du traitement, sans arguments pour un autre
diagnostic.

Le DRESS était défini selon le score regisCARE."

La Toxicité a I’aracytine était définie par une éruption compatible,

survenant au cours ou au plus tard 48heures apres la fin de la
dernieére perfusion, régressant a 1’arrét, en absence d’arguments
pour un autre diagnostic.™®

Association diagnostique : les différentes toxidermies et la GvH

pouvaient étre associées a une réactivation HHV-6 ou a
une infection a HHV-6 «vraie » en cas de critéres compatibles

pour les deux diagnostics.

2.8 Analyse statistique

2.8.1 \Variables qualitatives et quantitatives

Les données épidémiologiques ont été calculées grace au

logiciel Excel ®. Les valeurs qualitatives sont présentées en nombre et
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fréquence. Les valeurs quantitatives sont présentées en moyenne, écart

type et minimum-maximum.
2.8.2 Analyse de l’objectif principal

L’objectif principal a été analysé grice a un test de Khi?
d’association bilatéral. Ce test a ¢été réalisé quatre fois selon les
hypotheses HO ci-dessous. L’hypothése H1 était a chaque fois le rejet
de HO.

1*" test: L’hypothése HO était D’absence d’association
statistiquement significative entre une PCR positive dans la peau et
une PCR positive dans le sang.

2°™ test: L’hypothése HO était ’absence d’association
statistiquement significative entre une PCR positive dans le sang et une
PCR positive dans la peau.

3*M test: L’hypothése HO était I’absence d’association
statistiquement significative entre une PCR négative dans le sang et
une PCR négative dans la peau.

4%™ test: L’hypothése HO était I’absence d’association
statistiquement significative entre une PCR négative dans la peau et

une PCR négative dans le sang.
2.8.3 Analyse des objectifs secondaires
Les objectifs secondaires ont été analysés a 1’aide d’un test

exact de Fisher.

L’hypothese HO était I’absence d’association statistiquement
significative entre la PCR positive a la fois dans la peau et le sang et le
diagnostic d’infection HHV-6 cutanée « vraie » isolée ou associée a un

autre diagnostic. L hypothese H1 était le rejet de HO.

Les analyses statistiques ont été réalisées via 1’utilisation du

logiciel SPSS version 18.
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3 RESULTATS

3.1 Description de la population

Quatre-vingt-dix-neuf patients (22 auto-, 41 allo-, 36 non
greffés) ont été hospitalisés en hématologie et thérapie cellulaire au
CHU Amiens-Picardie entre le 01/01/2011 et le 31/12/2015 et ont eu
un dosage de la PCR HHV-6 dans le sang total. Parmi eux, 51 ont
présenté un exanthéme et ont été sélectionnés. Parmi ces 51 cas
d’exanthémes, 38 ont eu au moins une biopsie cutanée. Parmi eux, le
bloc de paraffine était indisponible chez un seul patient. Au total, 37
patients ont été inclus dans notre étude. Les étapes de sélections sont

résumées en figure 1.

Patients avec recherche dHHV-6
par PCR dans le sang

Janvier 2011 a Décembre 2015
Total n =99

Exclus :
-Pas d'exanthéme
n=48
-Pas de biopsie cutanée,
n=13

-Biopsie cutanée mais bloc
de paraffine non disponible,

n=1

Inclusn =37

Figure 1 : Diagramme de flux résumant la sélection des patients

Parmi ces 37 patients, on comptait 19 allo-, 9 auto- et 9 non-
greffés de CSH. Parmi eux 14 avaient une PCR HHV-6 positive et 23
une PCR négative dans le sang total. L’age moyen était de 53,1 ans
+11,3 et le sexe ratio de 19 hommes/18 femmes. Chez les greffés, le
délai moyen entre la greffe et I’exanthéme était de 18,4 jours (£14,8)

chez 35 patients. Le délai était de 2 ans et 4 ans chez deux patients
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autogreffés. Le délai moyen entre le prélevement de sang pour PCR
HHV-6 et la biopsie cutanée était de 2,9 jours (+3,6). Les
caractéristiques de la population sont décrits dans le tableau 1 et
détaillées pour chaque patient en annexes 2 et 3.

Tableau 1 : Caractéristiques des patients sélectionnés

n (%)
Données tcf)(:.glc; ree Allo Auto NG
Nombre de patients (%) 37 19 (52) 9(24) 9 (24)
Age (années) moyenne (écart-type) 53,1 (11,3) 48 (10,4) 54,4 (12,5) 62,4 (8,6)
[mininum-maximum] [20-74] [20-67] [29-70] [48-74]
Sexe ratio (H/F) 19/18 14/5 3/6 2[7
Hémopathie sous-jacente (%0)
LAM 12 (32,5) 6 (31,5) 1 (10) 0
LAL 1(2,7) 1(5,3) 0 5 (55,6)
LAI 2 (5,4) 1(5,3) 0 1(11,1)
SMD 4 (10,8) 4 (21,0) 0 0
MP 2 (5,4) 2 (10,5) 0 0
SMM 1(2,7) 1(5,3) 0 0
LNH 11 (29,7) 3(15,8) 7 (80) 1(11,1)
MM 2 (5,4) 1(5,3) 1(10) 0
LMMC 1(27) 0 0 1(11,2)
LH 1(27) 0 0 1(11,2)
Dl SRS, 94049 21905 12029 -
[minimum-maximum] [1-78] [9-78] [0-38]
DA P O g 2969 92070 300 2049
[Mminimum-maximum] [0-15] [0-15] [1-7] [0-12]
l;lr:);r;asgzge Biopsies cutanées 16 26 9 11
PCR HHV6 sang total positives 14 (37,8) 8 (43,0) 6 (57) 0

Allo, Allogreffés ; Auto, Autogreffés; NG, Non greffés; LAM, Leucémie aigué
myéloide ; LAL, leucémie aigué Iymphoide; LAI, Lymphome angio-
immunoblastique ; SMD, Syndrome myélodysplasique ; MP, myélofibrose primitive ;
SMM, syndrome mixte myélodysplasique/myéloprolifératif ; LNH, Lymphome non
hodgkinien; MM, Myélome multiple; LMMC, Leucémie myélomonocytaire
chonique ; LH, Lymphome de hodgkin.

*2 patients avec un délai de 2 et 4 ans post-autogreffe n’ont pas été inclus dans la moyenne.
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3.2 Objectif principal

Cing patients (13,5%) dont 1 allo- et 4 autogreffés avaient une
PCR positive dans la peau. Tous étaient egalement positifs dans le
sang. Le taux de réplication dans la peau s’étalait entre 2,27 et 991,8
copies/cellules. La répartition des résultats des PCR selon la greffe et
I’étiologiec de 1’exanthéme est rapportée dans le tableau 2. Les taux de

réplication virale sont détaillés en annexe 2 et 3.

Au total, la PCR cutanée positive était significativement
associée a la PCR sanguine positive, avec une fréquence de 100% (p <
0,001). La PCR sanguine négative était significativement associée a la
PCR cutanée négative, avec une fréquence de 100% (p = 0,002). Par
contre, nous n’avons pas retrouvé d’association significative ni entre la
PCR sanguine positive et la PCR cutanée positive (fréquence 35,7%, p
=0,071), ni entre la PCR cutanée négative et la PCR sanguine négative
(fréquence 71,8% ; p = 0,139). Ces données sont reportées dans le
tableau 3.

3.3 Objectifs secondaires

3.3.1 Diagnostics étiologiques validés aprés double lecture des

dossiers

Parmi les 5 patients ayant une PCR positive a la fois dans le
sang et dans la peau, nous avons diagnostiqué une GvH associée a une
infection cutanée @ HHV-6 au cours d’une leucémie aigué lymphoide,
une infection cutanée & HHV-6 « vraie » au cours d’un lymphome non
hodgkinien (LNH) et un DRESS associé a une infection a HHV-6 au
cours d’un LNH. Deux exanthémes étaient d’étiologies incertaines au
cours d’'un LNH. Le premier patient était allo- et les 4 derniers

autogreffés.

Parmi les patients ayant une PCR positive dans le sang mais

négative dans la peau, nous avons diagnostiqué 6 GvH associées a une
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réactivation d’HHV-6 et 1 toxidermie. Deux eétiologies étaient

incertaines.

Parmi les patients ayant une PCR négative dans le sang et dans
la peau, nous avons diagnostiqué 10 GvH, 1 DRESS, 3 toxidermies et
4 toxicités a I’aracytine. Cinq étiologies étaient incertaines.

Les diagnostics sont détaillés dans le tableau 2 et en annexes 2

et 3.

La PCR positive dans le sang et dans la peau eétait
statistiquement associée a une infection a HHV-6 «vraie » isolée ou
associée a un autre diagnostic (GvH ou DRESS dans notre cohorte)
(fréquence : 60,0%, p = 0,001).
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Tableau 2. Répartition des résultats des PCR sang et peau en fonction

du type de greffe et de I’étiologie de I’exanthéme

n (%)
PCR HHV6 Etiologies exanthémes  Total NG
Allo Auto
Sang + 14 8 6 0
(37,8) (216) (16,2
Peau - 9 7 2(54) 0
(24,3) (18,9
GvH et 6 6 2(54) 0
Réactivation HHV6 (16,2) (16,2)
Toxidermie 127 0 127 0
Incertaine 2(554) 127 127 0
Peau + 5 12,7 4 0
(13,5) (10,8)
GvH et Infection 1(2,7) 127 1(27) O
HHV6
Infection HHV6 1(2,7) 0
DRESS et Infection 1(2,7) 0 127 0
HHV6
Incertaine 2(54) 0 2(54) 0
Sang - 23 11 3(81) 9(243)
(62,2) (29,7
Peau - 23 11 9 (24,3)
GvH 10 10 0 0
(27,0)  (27,0)
DRESS 1,7 0 127 0
Toxidermie 3(81) 0 2(54) 127
Incertaine 5 127 127 2(54)
(13,5)
Toxicité aracytine 4 0 0 4(10,8)
(10,8)
Peau + 0 0 0 0

Sang +, PCR HHV-6 positive dans le sang ; Peau +, PCR HHV-6 positive dans la

peau ;

Sang -, PCR HHV-6 négative dans le sang ; Peau -, PCR HHV-6 négative dans la

peau
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Tableau 3 : Résultats des objectifs principal et secondaire

PCR HHV-6 Associée a Fréquence P (S/NS)
PCR HHV-6
Peau + Sang + 100% < 0,001 (S)
Sang + Peau + 35,7% 0,071 (NS)
Sang - Peau - 100% 0,002 (S)
Peau - Sang - 71,8% 0,139 (NS)
Etiologie

Infection virale HHV6 « vraie » isolée

Sang +/ Peau + s . ,
ou associée a un autre diagnostic

60,0% 0,001 (S)

+, positif ; -, négatif ; S, Significatif ; NS, Non significatif

3.4 Recherche d’un effet cytopathogene viral secondaire a HHV-6

Les lames des 5 biopsies cutanées positives a HHV-6 en PCR
comportaient toutes dans le derme des cellules légerement
hyperplasiques avec un noyau trés volumineux dont la partie centrale
était chromatique entourée d’un halo clair. Les cellules atteintes
étaient positives pour CD 3 (lymphocytes T) plus ou moins CD 34
(cellules endothéliales), et négatives pour CD 68 (macrophages) et CD
20 (Lymphocytes B). Les lames du cas n°28 comportaient de
nombreuses cellules atteintes d’allure histiocytaires non marquées par

ces 4 anticorps (annexe 4).
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4 DISCUSSION

4.1 Résultats principaux et comparaison avec les données de la

littérature.

Notre étude rétrospective a permis d’inclure trente-sept patients
atteints d’exanthéme et pour lesquels la recherche d’HHV6 dans le
sang et dans la peau était disponible. Nous avons détecté une PCR
HHV-6 positive dans la peau chez 5 des 14 cas positifs dans le sang.
Ainsi, lorsque la PCR HHV-6 était positive dans le sang, elle ne I’était
pas obligatoirement dans la peau (35,7%, p = 0.071). La présence du
virus dans la peau n’était donc pas le simple reflet d’une réplication
sanguine. Cette donnée est confirmée par 1’étude de Yoshikawa et al.
dans laquelle 9/22 patients inclus étaient positifs dans le sang dont
seulement 2/9 1’étaient dans la peau également.’? L’¢tude d’Appleton
et al. évaluait les PCR sanguines et cutanées en pré et post
transplantation chez des allogreffés dont 90% avaient une GvH et
chez un groupe controle d’autogreffés sans signes de GvH. L’HHV-6
était détectable en post greffe dans le sang chez 22/30 allo- et 14/23
autogreffés et dans la peau chez 18/30 allo- et 8/23 autogreffés.™
L’étude de Le Cleach et al. portait sur 13 patients allogreffés atteints
d’un exantheme. Un seul était positif dans le sang, avec une positivité
également dans la peau.'* Dans notre étude, les 23 cas négatifs dans le
sang étaient tous négatifs dans la peau. Ceci suggere qu’une recherche
du virus dans la peau ne serait pas utile en cas de négativité dans le
sang. Néanmoins, cette conclusion reste limitée par notre petit effectif
et par des données discordantes de la littérature. En effet, dans I’¢tude
de Le Cleach et al.,, 2 des 3 patients positifs dans la peau étaient
négatifs dans le sang. Les auteurs suggerent que ce resultat permettrait
d’éliminer le risque de « contamination sanguine » et confirmerait la
part du virus dans la physiopathologie de I’éruption.'* Dans 1’étude de
Yoshikawa et al. sur 22 inclus, deux patients étaient positifs dans la

peau mais négatifs dans le sang.'? Les auteurs émettent I’hypothése
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que les prélévements sanguins de ces deux patients n’aient pas été
suffisants pour détecter la réplication. Par ailleurs, dans nos
données, lorsque la PCR était positive dans la peau, elle 1’était toujours
dans le sang (fréquence 100%, p < 0.001). Cette information
intéressante sur le plan physiopathologique peut suggérer que le virus

se réactiverait d’abord dans le sang avant d’infecter la peau.

Notre étude apporte également un élément concernant le
diagnostic des infections a HHV-6. En effet, nous avons retrouvé une
association statistiquement significative entre la positivit¢ d’HHV-6
dans la peau (et a fortiori dans le sang) et le diagnostic d’infection a
HHV-6 «vraie » seule ou associée a un autre diagnostic (fréquence
60%, p = 0.001). Cela signifie que lorsque la PCR HHV-6 est positive
dans la peau, le virus est certainement au moins en partie responsable
de I’exanthéme. L’infection «vraie » a HHV6 peut en outre étre
« associée » a un autre diagnostic, faisant référence dans notre étude au
patient atteint d’'une GvH et a celui atteint d’'un DRESS en plus de
I’infection « vraie » a HHV-6. Cette donnée est difficile a comparer a
celles de la littérature. En effet, Yoshikawa et al. n’avaient pas réussi a
mettre en évidence une corrélation entre la réplication cutanée et la
survenue d’un exanthéme.*? De plus, leurs critéres d’infection virale
étaient moins restrictifs (exantheme fébrile concomitant a une virémie)
et ne permettaient pas de diagnostiquer une GvH. L’étude d’Appleton
et al. s’est concentrée sur les exanthémes en rapport avec des GvH
chez les allogreffés et suggére que la présence d’HHV-6 dans la peau
serait liée a la séverité de la GvH. Pour eux, la présence du virus dans
la peau serait le témoin du rdle initiateur de celui-ci dans la GvH. Par
contre, les auteurs ne discutent pas I’hypothése d’une pathogénie
directe du virus a type d’infection virale associ¢e.’® comme celle de
Yoshikawa et al., une des limites de ces études est 1’absence de seuil

de positivité défini pour les PCR.

Nous n’avons eu aucun patient étiqueté GvH et réactivation
virale HHV-6 qui ait eu une PCR positive dans la peau. De la méme

facon, nous n’avons eu aucun cas d’exanthéme en rapport avec une
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infection « vraie » a HHV-6 dont la PCR HHV-6 était negative dans la
peau. La PCR cutaneée semble donc assez spécifique pour distinguer

les infections des réactivations a HHV-6.

Sur 5 patients positifs dans la peau, 2 patients autogreffés (n°22
et 27) ont eu des exanthémes ayant régressés spontanément. Selon nos
criteres, ils étaient de diagnostics incertains, étant donné que nous
avons choisi de retenir le caractere régressif sous anti-viral comme un
critére diagnostic d’infection « vraie » & HHV®6 afin de privilégier une
meilleure spécificité. Néanmoins, en 1’absence d’argument pour une
autre étiologie et devant un ECV en histologie, ces patients avaient
probablement une infection cutanée HHV-6 « vraie ». Ces données
suggérent que I’infection HHV-6 cutanée isolée chez I’autogreffé peut

étre bénigne et de régression spontanée.

De facon intéressante, la  relecture histologique  des
5 cas positifs dans la peaua révelé a chaque fois la présence
d’un ECV sur les noyaux des lymphocytes T et des cellules
endothéliales (Annexe 2 et 4). Ceci semble confirmer le réle direct du
virus dans la physiopathologie 1ésionnelle de 1’exantheme. L’ECV
secondaire a ’HHV-6, contrairement au CMV, est peu décrit (et donc
peu recherché). A notre connaissance, seuls 2 cas cliniques en font état
dans les lymphocytes T et les macrophages cutanés.®*® Cet ECV n’a
encore jamais eté décrit sur les cellules endothéliales. D’aprés nos
données, il ne serait pas si rare en cas d’infection « vraie » a HHV-6.
Sa recherche semble intéressante pour le diagnostic. Toutefois, sa
specificité mérite d’étre confirmée par une plus large étude comparant

des biopsies d’exanthémes avec et sans réplication d’HHV-6.

4.2 Etude des relations entre la replication d’HHV-6 et les

étiologies d’exanthémes d’apres la littérature

4.2.1 HHV-6 en dermatologie

Le virus HHV-6 ft identifié en 1986 prés de 30 ans apres le

début de I’histoire de la greffe de CSH. Lors de la primo-infection, en
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dehors de la classique roséole, il peut étre pourvoyeur
d’éruptions rubelliformes, rougeoliformes, et
de syndromes de Gianotti-Crosti."?># Des cas exceptionnels de
purpura fulminans et de purpura thrombopénique ont été rapportés
chez des enfants immunocompétents.”®*** La réactivation semble
possible en dehors d’une immunodépression, notamment en cas de
pityriasis rosé de Gibert (PRG) ou le virus a déja éte detecté dans la
peau lésée®. Néanmoins les données restent discordantes sur
'imputabilité ’HHV-6 et 7 dans le PRG.?*%

4.2.2 Relations GvH et HHV-6

Le diagnostic de GvH aigué est difficile. Il s’appuie sur un
faisceau d’arguments clinico-biologiques peu spécifiques, en dehors
des atteintesévocatrices palmoplantaires et/ou périfolliculaires™. L’ap
port de Ihistologie est peu spécifique et reste controversé.?® %
L’identification d’un clone lymphocytaire T alloréactif, qui permettrait
un diagnostic de certitude n’est pas réalisé en pratique®’. Méme si
certaines études plaident pour un lien entre la réactivation virale HHV-
6 et I’apparition d’une GvH aigué, la plupart ne retrouvent pas cette
association.>*3*2> par contre la réactivation du virus est associée a la

sévérité de la GvH (grade 11-1Vv).>1%133037

Un de nos patients (n°8, annexe 2) a fait I’objet de 3 recherches
du virus HHV-6 dans le sang. C’est seulement lors du 2°™ prélévement
au 14*™ jour de I’exanthéme que la PCR est devenue positive. Les 3
biopsies cutanées étaient, elles, indemnes de virus. Le rble joué par
HHV-6 est probablement différent selon les cas. Dans certaines
formes, le virus se réactiverait apres 1’allogreffe, favorisant la survenue
d’'une GvH (patient n°2) comme le suggérait Appelton’®. Dans
d’autres, la GvH se développerait indépendamment du virus, mais
favoriserait secondairement sa réactivation (patient
n°8). Cette dichotomie est également avancée par Pichereau et al.* Par

ailleurs, il existe une forme de GvH sans réactivation virale. Dans
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notre étude, 10 patients (58,8% des GvH) étaient dans ce cas, ce qui

concorde avec la littérature.>*3

4.2.3 Relations autogreffe et HHV-6

Parmi les 4 patients autogreffés positifs dans la peau, on
dénombrait 1 infection HHV-6 pure, 2 étiologies « incertaines » et un
DRESS. Comme déja souligné, les deux étiologies incertaines étaient

possiblement des infections a HHV-6.

Le fréquence de reactivation est divergente selon les études
avec des écarts allant de 0 % a 74 % de réactivation dans le sang en
post-autogreffe.’%12343840 yne ¢tude a retrouvé 100% de cas
asymptomatique tandis que les autres retrouvent une symptomatologie
similaire a celle observée chez les allogreffés a type de fievre, aplasie
médullaire, neutropénie fébrile, gastroentérites, pneumopathies et
éruptions fébriles.*»**** Ceci suggére que la chimiothérapie pré-
transplantation pourrait induire une réactivation virale active

symptomatique.*®
4.2.4 Relations DRESS et HHV-6

Les premiers DRESS décrits étaient causes par des
antiépileptiques et datent des années 60-70.**** Ce n’est qu’en 1997
qu’une réactivation d’HHV-6 associée au DRESS a été décrite.** Par la
suite, il a été démontré qu’une virémie HHV-6 était présente chez au
moins 50% des cas de DRESSavec parfois une réactivation
séquentielle de plusieurs herpesvirus.***® De récentes considérations
tendent & modifier le concept de «toxidermie» pour un modele

«virus/médicament/épigénétique ».

Un de nos patient (Numéro 28, annexe 2) a présenté un
DRESS associé a une virémie trés élevée (> 8 millions cp/ml) et un
ECV sur un grand nombre de noyaux (annexe 4). Le conditionnement
(Bendamustine-BEAM) était le seul traitement imputable, bien que
non classiqguement pourvoyeur de DRESS.Il n’y avait ni

hyperéosinophilie ni lymphocytes atypiques. Il est probable, comme
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chez les patients immunodéprimeés par le virus de I’'immunodéficience
humaine (VIH), que I’hyperéosinophilie soit moins fréquente chez les
greffés.® Uncas de DRESS a laminocycline avec une virémie
supérieure a 19 millions de cp/ml a été rapporté en 2003.*” Pour les
auteurs, ce cas confirme 1’hypothése selon laquelle les manifestations
cliniques de certains DRESS seraient dues au virus lui-méme.*® Par
ailleurs, I’aggravation des symptomes du DRESS pourrait étre associée
a la réactivation des virus du groupe herpés.” L’HHV-6 a déja été
détecté dans la peau au cours du DRESS contrairementaux
autres toxidermies®. Les symptdmes cutanés et viscéraux du DRESS
seraient médiés par des lymphocytes T CD8+ activés, dont une large
majorité partagent le méme répertoire de récepteurs T dirigés
spécifiquement contre des virus du groupe herpés comme I’EBV.* En
accord avec ces données, I’exanthéme du cas n°28 a été étiqueté
DRESS associé a une authentique infection a HHV-6. Le virus est au
moins en partie responsable des symptdmes cutanés. Nous pourrions
évoquer un « VRESS » (Virus reaction with eosinophilia and systemic
symptoms).*® Ceux-ci sont des équivalents de DRESS chez les
personnes immunodéprimées par le VIH systématiquement associés a
une réactivation HHV-6, ou I’hyperéosinophilie est moins fréquente et
le médicament imputable parfois non retrouve. Il est possible que le
DRESS chez les allogreffés soit équivalent aux « VRESS » décrit chez
les patients infectés par le VIH. Nous avons également diagnostiqué un
DRESS chez un autogreffé sans réactivation virale (n°25).

Ainsi, a l’instar des GvH, les manifestations cliniques du
DRESS seraient dues soit au virus (HHV-6 ou plus rarement a un
autre herpesvirus), soit a la réaction immunitaire d’hypersensibilité
retardée (cas n°25 annexe X) avec plus ou moins une réactivation

virale secondaire.
4.25 Relation DRESS et GvH

Le diagnostic de DRESS chez un patient allogreffé a pour enjeu

le diagnostic differentiel de GvH aigué, qui lui est bien plus fréquent.
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Malgré une prise en charge différente, le DRESS et la GvH aigué ont
des caractéristiques communes: atteinte cutanée, viscérale,
réactivation  virale  d’HHV-6, morbi-mortalit¢  importante. Ces

similitudes posent la question d’une physiopathologie commune.

Aucun de nos patients allogreffés n’a présenté de DRESS. Par
ailleurs ceux-ci sont peu décrits chez les allogreffés.*® Trois cas
intéressants de la littérature évoquent un continuum entre DRESS et
GvH lie a un herpesvirus. Le premier en 2007 rapportait des
manifestations sclérodermiformes eévoquant une GvH chronique, 4 ans
apres la survenue d’un DRESS avec reéactivation HHV-6 chez une
patiente sans hémopathie et non greffée. Puis un cas de DRESS en
post-allogreffe associé a une réactivation du cytomeégalovirus (CMV)
suivi par la survenue d’une GvH & J71 a été décriten 2010.%° Enfin un
cas de DRESS sévére initie par le virus HHV-6 suivi
d’une GvH chronique chez un enfant aprés greffe intestinale a été
rapporté en 2016 La  réactivation  séquentielle  des
différents herpesvirus décrit dans le DRESS et également dans la GvH

semble é&tre un élément de physiopathologie commune.332°2

Une étude a identifié dans la GvH chronique associée a une
hyperéosinophilie, un clone T CD8+ orienté Th1l comme ceci avait été
découvert dans le DRESS.** Par contre, le récepteur T n’était pas

dirigé contre un virus du groupe herpes, comme pour le DRESS.
4.3  Limites

Notre étude comporte plusieurs limites. Tout d’abord, elle est
de faible effectif et rétrospective. Il se peut que nous n’ayons pas
retrouvé tous les patients incluables, en particulier en 2011 quand le
logiciel du laboratoire de virologie était différent. Ensuite, les critéres
diagnostiques de la GvH sont cliniques et peu specifiques. De plus, les
patients étaient rarement examinés par des dermatologues au moment

de I’éruption. Concernant les PCR HHV-6 dans le sang, elles n’étaient
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effectuées que ponctuellement en cas de symptémes. Le calcul d’une

fréquence de réactivation n’était donc pas possible.

La technique de PCR sur biopsie incluse en paraffine, est quant
a elleest moins sensible qu’en peau congelée. Néanmoins, cette
technique - également utilisée par Appleton et al.- permet d’avoir 2
coupes de paraffine de taille standardisée la rendant plus reproductible

que des biopsies en peau congelées de taille variable'®.

La réplication virale HHV-6 décelée dans un fluide ou un tissu
doit étre interprétée avec prudence car il n’existe de consensus ni
clinique ni biologique sur les critéres de latence, de réactivation ou
d’infection a HHV-6. Nous avons choisi pour la réactivation le seuil de
250cp/ml utilisé dans plusieurs études. Néanmoins, selon la revue
d’Agut et al. le seuil de 1000cp/ml de sang total délimite la zone grise
fluctuante entre les états « de latence » et « d’infection » 8 HHV-6.° Du
fait de la persistance du virus a 1’état latent dans les cellules
mononucléées dont la majorité sont les lymphocytes T CD4+, son
ADN peut étre détecté dans le sang d’adultes sains sans étre synonyme

de réactivation.>

Enfin, nous avons utilisé des critéres d’infection vraie a HHV-6
plus stricts que dans les autres études. Cela a probablement diminué la
force de I’association entre la PCR HHV-6 positive dans la peau et le
diagnostic d’infection vraie (cf: deux patients avec HHV-6 positifs
dans la peau avaient un diagnostic incertain). Néanmoins, en dépit de
la sensibilité, ces critéres nous ont permis de mieux étudier 1’aspect

spécifique de la PCR cutanée.
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5 CONCLUSION

Notre étude a permis de montrer que I’association d’une PCR
positive a la fois dans la peau et dans le sang est une situation
minoritaire. En effet notre étude semble montrer que la présence
d’HHV6 dans le sang n’est pas synonyme d’une présence dans la peau.
Cette positivité concomitante en sang et peau semble orienter de
maniere spécifique vers le diagnostic d’infection virale a HHV6
« vraie » (seule ou associée a une GvH ou a un DRESS) chez les
patients allo- ou autogreffés de CSH atteints d’un exanthéme. D’aprés
ces résultats, la PCR HHV-6 en peau paraffinée devrait donc étre
réalisée devant tout exanthéme chez les allo- et les autogreffés en cas
de PCR sanguine positive. Par contre, nos données suggerent que la
mesure dans la peau est inutile en cas de négativité dans le sang. Par
ailleurs, I’identification d’un ECV semble étre un signe histologique en
faveur d’une infection & HHV-6. Néanmoins, ceci mériterait d’étre

confirmé par une étude prospective spécifique.
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ANNEXE 1

Stadification clinique de la réaction du greffon contre I’hdte aiguél‘r"16

Stade Peau Intestins Foie
1 EMP < 25% de la surface Diarrhée > 500 ml/jour ou nausées Bilirubine 2-3mg/dl
corporelle persistantes avec arguments

histologiques

2 EMP 25-50% de la surface Diarrhée > 1000 ml/jour Bilirubine 3-6 mg/dl
corporelle

3 Erythrodermie géneéralisée Diarrhée > 1500 ml/jour Bilirubine 6-15 mg/dI

4 Desquamation et bulles Diarrhée > 2000 ml/jour ou douleur  Bilirubine > 15 mg/dl

abdominale sévere ou iléus

Gradation de la réaction du greffon contre I’hdte aigué selon Gliicksberg™™®

Grade Peau Intestins Foie Statut fonctionnel
I (moyen) 1-2 0 0 0
Il (modéré) 1-3* 1 1 1
11 (sévere) 2-3 2-3 2-3 2
IV (menagant) 1-4 2-4 2-4 3
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ANNEXE 4

:

* Numéro des patients

Image histologique coloration Hématéine Eosine Safran, grossissement x 1000
Effet cytopathogéne viral di au HHV-6: Cellules endothéliales et lymphocytes T
comportant un noyau augmenté de volume avec une zone chromatique centrale et
un halo clair périphérique.
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ANNEXE 5 - 1/2

Photo 2. DRESS syndrome et infection HHV-6 : Exanthéme cuisses

Photo 3. DRESS syndrome et infection HHV-6 : Exanthéme abdomen
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Photo 4. DRESS syndrome et infection HHV-6 : Exanthéme purpurique des membres inférieurs

Annexe 5.1 - Photographies d’une patiente atteinte d’un DRESS syndrome associé a une infection
HHYV-6 vraie (n°28)

Photo 5. Réaction du greffon contre I’héte.
Abdomer. Photo 6. Réaction du greffon contre

I’héte. Dos.

Annexe 5.2 - Aspect clinique d’une réaction du greffon contre I’hdte cutanée. Dosage
de la PCR HHV-6 non réalisé (patient non inclus dans I’analyse car pas de dosage de
la PCR HHV-6
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RESUME

INTRODUCTION : Le diagnostic des exanthemes en hématologie est difficile, en
particulier pour 1’étiologie virale liée au virus herpés du groupe 6 (HHV-6). Ce virus se
réactivant au cours de diverses étiologies, la signification diagnostique de la polymerase chain
reaction (PCR) cutanée a HHV-6 dans ce contexte n’est pas connue.

PATIENTS ET METHODES : 1l s’agissait d’une étude rétrospective dont 1’objectif
principal était la recherche d’une association entre le résultat de la PCR HHV-6 dans le sang
et dans la peau au cours des exanthémes. L’objectif secondaire était la recherche d’une
association entre la positivité des deux PCR sang et peau et I’étiologie virale a HHV6 de
I’exanthéme. Les patients incluent devaient avoir eu une PCR HHV-6 dans le sang et une
biopsie cutanée de ’exanthéme. La PCR HHV-6 cutanée était effectuée chez tous les patients
quelque soit le résultat de la PCR dans le sang.

RESULATS : Trente-sept patients dont 19 allo-, 9 auto- et 9 non greffés de cellules
souches hématopoiétiques ont été inclus. Parmi eux 14 cas avaient une PCR positive dans le
sang dont 5 étaient positifs dans la peau. Parmi ces 5 cas on comptait 1 autogreffé présentant
une réaction du greffon contre 1’héte (GvH) associée a une infection 8 HHV-6 « vraie » et 4
allogreffés présentant un DRESS associé a une infection 8 HHV-6 « vraie », une infection
HHV-6 « vraie » seule et deux étiologie incertaines. Il y avait une association entre la PCR
positive dans la peau et le sang d’une part (P<0,001) et négative dans le sang et la peau
d’autre part (P=0,002). Le résultat positif des PCR sang et peau était associé significativement
a I’infection HHV-6 « vraie » isolée ou associée a un autre diagnostic (p=0.001).

CONCLUSION : La PCR HHV-6 cutanée est un outil intéressant pour le diagnostic
étiologique des exanthémes, permettant d’orienter vers une étiologie virale vraie seule ou
associée a une GvH ou un DRESS.

ABSTRACT

INTRODUCTION : The etiological diagnosis of rashes in hematology departments,
especially for eruption caused by herpes virus 6 (HHV-6) is difficult. This virus can indeed
reactivate in the course of several diseases. The diagnostic value of cutaneous HHV-6
polymerase chain reaction (PCR) test in this context is unknown.

PATIENTS AND METHODS : We conducted a retrospective study. The objectives
were to look for a significant association : first, between the results of the total blood HHV-6
PCR and the skin PCR during the exanthematous rash, then between the positivity of both
blood and skin PCR with true active HHV-6 infection. The inclusion criteria consisted of
patients whom had a HHV-6 PCR test of total blood and a cutaneous biopsy at the onset of
the rash. Then, all patients had a cutaneous HHV-6 PCR performed regardless of the blood
PCR results.

RESULTS : Thirty seven inpatients of the hematology department among whom 19
allo-, 9 auto- and 9 ungraft patients of hematopoietic stem cells were included. Among them
14 (37,8%) had a positive result for the blood PCR in which 5 (13,5%) had also a positive
result in the skin. Among these 5 cases we counted 1 autograft patient presenting with a graft
versus host disease (GvH) associated with a “true” infection by HHV-6, and 4 allograft
patients presenting with an isolated “true” HHV-6 infection, a DRESS associated with a
“true” HHV-6 infection and two uncertain etiologies, respectively. There was an association
between the positive result of the skin and blood PCR (p<0.001) and between the negative
result in the blood and the skin (p = 0.002). Positive test results in blood and skin were
significantly associated with the diagnosis of true HHV-6 infection, whether accompanied by
other causes or isolated.

CONCLUSION : The cutaneous HHV-6 PCR is an interessant tool for the etiologic
diagnosis of rashes in haematology department. It can orientate towards “true” viral HHV -6
infection, wether accompanied by other causes or isolated.



