N

N

Etat des lieux des prescriptions des analyses virologiques
sur les prélevements de liquides céphalorachidiens et
optimisation de leur prise en charge au laboratoire de

virologie du CHU de Caen

Anne-Laure Garand

» To cite this version:

Anne-Laure Garand. Etat des lieux des prescriptions des analyses virologiques sur les prélevements de
liquides céphalorachidiens et optimisation de leur prise en charge au laboratoire de virologie du CHU
de Caen. Sciences pharmaceutiques. 2017. dumas-01905842

HAL Id: dumas-01905842
https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-01905842
Submitted on 26 Oct 2018

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-01905842
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE DE CAEN NORMANDIE

ANNEE 2017

U.F.R DES SCIENCES PHARMACEUTIQUES

THESE POUR LE DIPLOME D’ETAT DE DOCTEUR EN PHARMACIE

PRESENTEE PAR

Anne-Laure Garand

SUJET : Etat des lieux des prescriptions des analyses virologiques sur les
prélevements de liquides céphalorachidiens et optimisation de leur prise en
charge au laboratoire de Virologie du CHU de Caen

SOUTENUE PUBLIQUEMENT LE : 17 Octobre 2017

JURY :

Monsieur le Professeur Jean-Christophe GIARD  PRESIDENT DU JURY
Madame le Professeur Astrid VABRET DIRECTEUR DE THESE
Monsieur le Professeur Renaud VERDON

Madame le Docteur Marguerite FINES-GUYON



Table des matiéeres

INtrodUCHION ....uuiiiiiiiiirrr s 1
1.  Liquide céphalorachidien ... e 1
A. 3V 811 0T TSR URRUPN 1
B. ASPECT €1 COMPOSITION Luviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieturerrierare e 2

C. ROIES ettt st e h et b e e b e h e e bt et e e sar e e nbeeereereen 3
2. PONCHION [OMDBAINE oot 4
A. REQlISAtiON AU ESTE ...uviiiiiiiie e e e et e e e raaaee s 4
INAICATIONS ..t 6

C. CoNtre-INAICAtIONS. .. .eoieiieeeee e e 7
3. Infections du systéme nerveux central (SNC).......ccocvueeeeeiiieeeiiiieee e eerree e 8
A. MENINGILES VIFAIES ... et e e e s e e e e e te e e e e e nanaeee s 8
a. ASPECES ClINIQUES ...ttt e e e e e e e e e e s abr e e e e eatre e e e e nanreeeas 8

b. Analyses biochimiques et cytologiques du LCR.........cccceeeeviiieei e 10

c. Dosage de 1a procalCitoning ......cccvveeeeiiii i 11

d. o] To 1<T 0 g1To] o} =4 =T UURRN 11

e. MENINGILES @ ENTEIOVIIUS ...eeeieiiiiiiiereee et e et e e e e e e e s rnnraeeeeeeeesennes 12

f. MENINGILES QUITIENNES......ooiiieeeeeeeee e e e e e e e e e 14

g. MENINGILES @ VZV ..ottt e e e e st e e s e ae e e e e s aae e e e senareeeeanes 15

h. MENINGItES @ AAENOVIIUS.....ueiiieiiiieecciiee et e et e e e e e et e e e e saa e e e e enaaeeeeanes 16

B. ENCEPhalites VIrales......ccoceeiiee et 16

a. (011 0 o {8 =SSP 16

b. CONAUITE @ TENIN ..t 17

C. o] To 1= g g1 o] [o =4 1= I PR UPPTOPTPRN 18

d. Encéphalites herpetiqUES .......couuiiii it 20

e. ENCEPAIILES @ VZV ...ttt e e 22

f. Encéphalites @ Cytomegalovirus........cc.uieiieciiiiieeiiie e 23

g. Encéphalite @ Virus EPStEIN-Barm.......ccccuueeiieiiiieeeiiieee e ciiee et ee e e e s eaae e e 23

h. Encéphalite @ HumMan HErpesvirus 6 ........coccveeeeeiiieeeeciiiee e ceieee e esieee e e 24

i. ENCEPhalites @ VIH . ...eoiiiee ettt e eeaae e 25

j. Encéphalites a virus INFIUENZA ........eeeiiiiiiiii e 27

k. ENCéphalites roUGEOIEUSES......cccvii it 28



l. ENcéphalites rub@0IUSES.........ccviiiiieeeiieee et 30

M.  Encéphalites @ ParéChOVirus........c.ooeiiiiiie it 31

n. ENcéphalites rabiqUES ........uuviiieeee e 31

o. ENCEPhalites @ VIFUS JC...coniiiiie ettt et e e et e e e sara e e e e eaaae e e e 32

p. ENCEPhAlites @ ArDOVIrUS ..occeieeiiieeeeee et e e et rre e e e e e e e e 33

g. Encéphalites post-infECIEUSES .....uvviieeiiiiiiiireeee e e e 40

C. Rhombencéphalites VIrales ..........uveeeeeiiiieiiiiieeec e 42
D. Syndrome de GUIIAIN=-Barré...........ceeieiieiiiiieeiee et e e eerrrree e e e e e e s earraeeeee e 46
E. MYELITES INFECTIBUSES. . eiiiiiiiie ettt e e e e rareee s 48
F. Paraparésie spastique tropiCale ......cccvieiiciiii e 52
4. Approche syndromique des infections du SNC.........ccoovviiiiiiieeiee e, 53
A. CONTEXLE ACLUEH ..eiiiiiiiiiee et e s e 53
B. (O 1011 e 11 o] a1 o] L=T-3 USRS 56
C. Place actuelle des techniques de PCR MUILIpIEX .....ccccuveeeeiiiieiiicieec e, 57

Partie 1 : Etat des lieux des prescriptions des analyses virologiques sur les
prélevements de liquides céphalorachidiens au CHU de Caen entre 2015 et

1. Parcours d’un échantillon de LCR au CHU de Caen : du prélévement a la réalisation

des analyses aux laboratoires de virologie et bactériologie .......ccccccovvvvvvveeieeiiiiiciiieeeeen, 59
A. PrElEVEMENT ...t 59
B Etiquetage et bons de demande........c..oevivciiii i 59
C Transport vers [e [aboratoire.........oeocvieii i 60
D Réception, enregistrement et non-conformités .........cccceeeveiieeiicciie e, 61
E. Accueil Biologique COMMUN .....uuiii ettt e s 62
F Traitement des échantillons et stockage........ccoovveviiiiiiiiiini e, 63
G Extraction de FARN €t ADN : ...cooiiiiiiiiiiiie e 64
H Analyses de biologie moléculaire au laboratoire de Virologie........cccccvevivviiveeennns 66

a. Principe de la PCR en temps réel avec sonde Tagman.......ccccvveeeevcvveeeecriveneennns 66
b. HSVL, HSV2 €T VZV ..ot e 68
C B e e 69
d HHVB ...t 69
e. VIPUS JC o 70
f. ROUBEOIE ... ettt e e et e e e e e e s etaraeeaeeeeeenanes 71

g. (04T (o o T PP 71



h. YT o1=To ] =T TP 72

i. ParVOVIrUS BLO ... ..iiiiiiiiiie ettt ettt ettt et 72
B CIMIV EEEBV oot e e eese e enaees 73
l. Cas particulier : Synthese Intrathécale d’AC anti-rougeole...........ccceevveeieiiineeens 73
J. Laboratoire de BactériolOZie......ccuveeeeiiiiiiiiiiieeee ettt 74
a. ANalyses réaliSEes €N UTMZENCES ..uuvuviiiiiiiiciiireeeeeeeeiectrrereeeeeeeesstrrreeeeeeeesenanraees 74
b. ANAIYSES SPECITIGUES..ceiiiiiiiiiiiteeee et e e e e e e e e e s eearrar e e e e e e sesananeaes 77

2. Résultats des analyses de Virologie effectuées au CHU de Caen du 1°" janvier 2015 au
3 o LYol =T 0 o] o (= A O TSR 78

3. Analyse des services prescripteurs du CHU de Caen du 1°" janvier 2015 au 31

(o L=Tol =T o] oY 107 0 < TSR 86
A. R Ty U] =Y £ 4 o] o - 11 D RSP 86

B. NON-CONFOIMILES ... e e e e e e e e e e e e e naaaeee s 88

C. U =Y E o F- [ Y1 Y ol YRS 91

a N TR o] Lo =41 UUPRN 91

b. UrgeNCES AQUIES.......uiiiiieeiie e e e e e e e e s rae e e e e e e e sennes 93

C. HEMatologie ClINIQUE ....ccovviiie ittt e e s aae e e 94

d. =T [ 1T PP UPPRRTPPN 94

Y 011 o T<TY Y PRUR 96

Partie 2 : Optimisation de la prise en charge des prélevements de liquides
céphalorachidiens au laboratoire de Virologie du CHU de Caen..................... 97

1. Comparaison de 2 techniques de RT-PCR en temps réel pour la détection de I'ARN

Entérovirus dans les échantillons de LCR ........coouiiiiiiiieiicecee e 97
A EtUAE PrOSPECELIVE ...t saae e s 97
a. (0] o) 1101 4| RPN 97

b. Matériel et MEthOdES .......coocviiiiiiiiie e 97

C. RESUITATS ...ttt s 98

d. DisCUSSION €t PEIrSPECEIVES ..uuuiic s 102

B. EtUAE rEtrOSPECHIVE .. .veii ettt e e e e e 104
a. @] o) 111 {1 RSP 104

b. Matériel et MEthOUES ......cocviiiieiiieee e 104

C. RESUITALS ...ttt s 105

d. DiscuSSION €t PErsPECLIVES ..ot e e e 109



2. Evaluation d’une technique de PCR Multiplex pour la détection de 14 micro-

organismes dans les échantillons de LCR ........uuiiiiiiiiii e 110
A. (0] o] [=To1 1] £ PSRRI 110
B. Présentation de la PCR Multiplex Panel ME, FilmArray® Biomérieux.................. 111

a. GENEIALITES ..ot 111
b. Agents pathogenes dtECES........ooviii i 111
C. Principe et fonctioNNeMENt ........uviiiiiiiiee e 114
D. Matériel et MEthOdES .......ccuiiieiieeee e 116
E. RESUITAES ...ttt s neas 117
F. (DY ol U Ry (o] g W=t a0 1] 6 o 1T 6 1Y/ 122



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1. Items du NIHSS utilisés pour la recherche de signes de localisations ...................... 8
Tableau 2. Signes de gravité a rechercher lors d’une suspicion de méningite et nécessitant
I"hospitalisation €n réanimation...........ccueiiiiiiie i e e 10
Tableau 3. Orientation clinique en fonction des résultats de cytologie et de biochimie du LCR

Tableau 4. Classification des ENtErOVIIUS .......ccovvieiiiiiiiiieiniie et 12
Tableau 5. Recommandations de la Société de Pathologie Infectieuse de Langue Frangaise
pour les recherches étiologiques chez des patients présentant une Encéphalite Aigue 2007
22 SO STRRPSPR 20
Tableau 6. Incidence des principales pathologies neurologiques pour 1000 patients-année. 26
Tableau 7. Cas décrits d’encéphalites a virus Toscana dans le bassin méditerranéen ou en

FEEOUN B VOYAEE .ottt e e e e e e e st e e e e e e s e s e et e e e e e e e e e sesnntaaeeeeeeeeessnnnernnns 39
Tableau 8. Causes d’ADEM rapportées dans la littérature, d’apres [77] c..ccccecvveeevvciveeeecnnnnn. 41
Tableau 9. Etiologies des rhombencéphalites / encéphalites du tronc cérébral ..................... 45
Tableau 10. Liste des diagnostics pour les 64 cas d’infections neurologiques a chikungunya de
catégories A (probable cas) et B (possible cas) [88].......cccveiiiiiieeeeiiiriie e 48
Tableau 11. Etiologies infectieuses des My&lites [91] ....cccvveeeeviiiiiiiiiieeiee e 50
Tableau 12. Outils diagnostique de PCR Multiplex disponibles pour la recherche des agents

infectieux responsables d’infections du SNC ........ccuvviiriiiiii i 56
Tableau 13. Recherches virologiques effectuées au laboratoire de Virologie du CHU de Caen

entre 2015 et 2016 par biologie MOIECUIQIre.........vveveeiiiiiciieee e 79
Tableau 14. Codétection de virus dans le LCR sur les années 2015 et 2016..........cccveeerrunnennn. 80

Tableau 15. Génotypes des Entérovirus positifs entre 2015 et 2016 dans les LCR (n=74) ...... 83
Tableau 16. Symptomatologie et diagnostics retenus pour les 4 patients sans

immunodépression notable et présentant un EBV dans e LCR.......cccceevvviieievviiiee e 84
Tableau 17. LCR envoyés uniquement au laboratoire de Bactériologie pour cytologie :
Indications principales des PL effectuées dans le service de Neurologie. .........ccccoccvveevirnnenn. 92
Tableau 18. Ct obtenus avec la technique de routine et le kit Diagenode® pour les 12 patients
L0 1Y 111 £ PR 99
Tableau 19. Ct du Cl obtenus avec la technique de routine et le kit Diagenode® pour les 12

[ F LR L= 01 K3 0T 1Y 1 1 £ SRR 100
Tableau 20. Génotypes des 13 échantillons positifs @ entérovirus.........ccceecvevevecieeeeccnnennn, 101
Tableau 21. Résultats des QCMD Entérovirus 2016 avec les techniques de routine et

DI T={=T oY (XTI 102
Tableau 22. Comparaison des Ct obtenus rétrospectivement avec la technique routine 2 et le
kit Diagenode” sur une prise d’essai de 400pL et sur une dilution au demi (n=9)................. 106
Tableau 23. Comparaison des Ct de la cible obtenus rétrospectivement avec la technique de
routine 2 et le kit Diagenode” sur une prise d’essai de 400pL (N=19) ..c.covevvvveverereereeeeerenene 107
Tableau 24. Comparaison des Ct de la cible obtenus rétrospectivement avec la technique
routine et le le kit Diagenode” sur une prise d’essai de 200UL (N=6).....c.ccccvveveererreeerrennne. 108
Tableau 25. Récapitulatif des Ct de la cible obtenus en technique de routine et avec le kit
Diagenode pour les 3 échantillons discordants ..........ccccceeeeciieieiiiiee e 108

Tableau 26. Renseignements cliniques, résultats de la cytologie de la PL, traitement,
imagerie, durée d’hospitalisation et délai de rendu des résultats chez les patients (N=20) de
PELUAE FIlMAITAY® oottt et s e e s e e st e e s te e e sabe e e sabeeesaaeessseessaeesrsaeesnsenenns 120



LISTE DES FIGURES

Figure 1. Localisation des méninges et du LCR........ccccoviiviieieiiciiiiieeeee et eranrree e 1
Figure 2. Circulation du LCR........uuiiiiiiiii ittt e et e e e e e e et rre e e e e e e e ssnarraaeeeeeens 2
Figure 3. Réabsorption du LCR au niveau des granulations de Paccioni.........ccccceeeevvvccnnvvennnnnnn. 2
Figure 4. Matériel nécessaire pour la réalisation d’'une ponction lombaire..........ccceeevvveeen..n. 4
Figure 5. Schéma du point de ponction lombaire .......ccceeeeeieiieiiiiiieeee e, 4

Figure 6. Positions du patient adulte (décubitus latéral et assis) lors d’'une ponction lombaire5
Figure 7. Position de décubitus latéral pour la réalisation d’'une ponction lombaire chez un

MOUVEAU-NEG.... . ttteiiiteesiteeesiteeestteeestteeesteeesstteesbaeesbseessbaeeasbeeessbeeessbeeeasseeesbeesnsbeesbseesnsseesbaeesseeas 5
Figure 8. Position assise pour la réalisation d’une ponction lombaire chez un enfant.............. 5
Figure 9. a.Signe de Brudzinski et b.Signe de Kernig........cccccuvveeeiiieiiiciiiee e eeiieee e 9
Figure 10. Infections a entérovirus: distribution des cas positifs par semaine, réseau de
surveillance des entérovirus RSE, France, 1¢" janvier 2010 — 10 juin 2017 ......cccoeeeeviivveeeennee. 13
Figure 11. Carte des études épidémiologiques sur I'étiologie des encéphalites ..................... 18
Figure 12. Incidence des 10 manifestations définissant le SIDA pour 1000 patients-année de
1994 Q2 2008.....eeeeeeeiiiee ettt st s ettt e e st e e e s bt e e s be e e nhbe e e nabe e e baeeebaeenraees 26
Figure 13. Classification des ArbOVIrUS..........ueii i e e 34
Figure 14. Principaux Arbovirus responsables d’encéphalites........cccccoccvieeiiciieeiiiiiiee e, 34
Figure 15. Approche diagnostique d’'une encéphalomyélite aiglie disséminée (ADEM), d’apres
[77] ettt ettt ee et e et ettt et et et et ettt et et e e et e e et e e et e e et e e et et e et e e e et en e et e eeeeene 42
Figure 16. Coupe longitudinale du CEINVEAU ........c.ueiieeciiiieecee e 43
Figure 17. Répartition mondiale des infections @ HTLV-1 .......cccooviiiieiciiiee e, 53
Figure 18. Etiologie des méningites bactériennes chez les enfants et les adultes en France
entre 2005 et 2010 (EPIBAC/INVS) ..ococuviiiiiieeeiree e ettt eeteeeeetee e eveeesvre e eveeeenneeeenneesnneesanns 54
Figure 19. Etiologies des encéphalites infectieuses €n France .......cccccvvvveeeiviiveeeiniineecsnnneennn 54
Figure 20. Plan du CHU dans l'agglomération caennaise .........ccccevuvveeiiiiveeeiniiieeesniieee e 60
Figure 21. Parcours de I'échantillon de LCR au laboratoire de Virologie ........ccccccevvvveeeirnnenn. 63
Figure 22. Principe de fonctionnement du QIASYMPhoNny ........cccccvivveeeeeieeiiciiieeee e, 65
Figure 23. Principe de la PCR en temps réel avec utilisation d’'une sonde Tagman................. 66
Figure 24. Courbes de fluorescence et Ct obtenus lors d’'une PCR en temps réel................... 67
Figure 25. Courbe des contréles internes de la technique Rougeole : exemple d’inhibiteurs 68
Figure 26. Cellule de comptage KOVA SlIAe” ........ccoceeevereeireeeeeteeeeeeeeteeeetee e nenes 75
Figure 27. Examen direct caractéristique « lancéolé en flamme de bougie » de Streptococcus
pneumoniae a la coloration de GRAM .........uiiiiiiiiiie it aaee s 76
Figure 28. Examen direct a I'encre de Chine de Cryptococcus neoformans : capsule visible en
(01T | A1 TP TPPR 77

Figure 29. Virus détectés dans les LCR au laboratoire de Virologie de Caen en 2015 et 2016 80
Figure 30. Répartition des LCR regus aux laboratoires de Virologie et de Bactériologie au CHU

de Caen entre 2015 € 2016 (1)...ccieiiiirieeeee e ettt e e ettt e e e e e e e s etbrrreeeeeeeesenarbaereeeeeseenanns 87
Figure 31. Répartition des LCR regus aux laboratoires de Virologie et de Bactériologie au CHU
de Caen entre 2015 €1 2016 (2)...cciceceirrieeeee ettt et e e e e e ee s r e e e e e e s earbrareeeeeseenanns 87
Figure 32. LCR envoyés aux laboratoires de Virologie et de Bactériologie : répartition des

services prescripteurs au sein du CHU de Caen sur 2015 et 2016......ccccoecvveeevcveeeeenineee e 88
Figure 33. Types de NC sur les LCR (2015 et 2016) au laboratoire de Virologie.............c......... 89
Figure 34. Décisions suite aux NC (2015-2016) au laboratoire de Virologie.........c.cccceeeeunnenn. 89

Figure 35. Recherches virales annulées suite aux NC (2015-2016) au laboratoire de Virologie



Figure 36. Répartition des NC par services prescripteurs (2015-2016) ........cccvvveeervrveeeeennnnennn. 91
Figure 37. LCR envoyés uniquement au laboratoire de Bactériologie : objectifs de la PL

(Service de NEUIOIOZI®) ...cccuuiiie ettt e e e e et e et e e e e eaaa e e e s stbe e e e esabaeeeeeanees 92
Figure 38. LCR envoyés uniquement au laboratoire de Bactériologie : Objectifs de la PL

(U= o Yol T AN (U] L) I USSR 93
Figure 39. LCR envoyés uniquement au laboratoire de Bactériologie : Objectifs de la PL

(2<Te [ 1 (=) ST UTRRRRRR 95
Figure 40. Manipulations manuelles pour le lancement d’une analyse sur automate FilmArray
- 1= O OO PROTPR 114
Figure 41. Présentation de la cassette FilmArray ME Panel........ccccceveeeiiiieeeciiiee e 115

Figure 42. Résultats des tests effectués sur le FilmArray Panel ME............ccccovveeeiiiieeecennee. 118



REMERCIEMENTS

Au Professeur Astrid Vabret, pour avoir accepté de diriger ce travail de thése. Merci pour votre
disponibilité, votre écoute et votre soutien durant ces derniers mois. Merci de m’avoir poussé
a toujours essayer de mieux faire, travailler a vos cOtés m’a beaucoup appris
professionnellement et humainement.

Au Professeur Jean-Christophe Giard, pour m’avoir fait I’honneur d’accepter la présidence de
ce jury. Je vous remercie de votre disponibilité.

Au Professeur Renaud Verdon, membre de mon jury. Merci d’avoir accepté de juger mon travail
de thése.

Au Docteur Marguerite Fines-Guyon, membre de mon jury. Merci d’avoir accepté de juger

mon travail de theése. Merci pour votre gentillesse votre disponibilité.

Aux biologistes qui m’enseignent la virologie au quotidien : Stéphanie, Julia, Cécile, Clément.
Merci pour votre disponibilité et votre bonne humeur. Travailler a vos c6tés est un réel plaisir.
A toute I'équipe de virologie : Martine, Sandrine, Isabelle, Véro, Amélie, Justine, Julie, Gaélle
& Gaél, Sylvie, Thérese, Christine & Christine, Momo, Nelly, Laurence. Merci pour votre
disponibilité et pour tout ce que vous m’avez appris. Merci de m’avoir supporté depuis 4 ans !

Mention spéciale a Sandrine, merci pour ta patience et tes précieux conseils.

Au Docteur Christine Archimbaud, pour m’avoir fait tomber dans la virologie quand j’étais

petite étudiante a la fac.



A ma meére, toujours présente a mes co6tés. A nos longues discussions téléphoniques et nos
moments de complicité. Pour avoir cru en moi depuis toujours et pour n’avoir jamais douté de
moi. J’'ai tenu grace et pour toi.

A mon pere, malheureusement pas la pour partager ce moment avec moi. Tu m’accompagnes
a tout instant, et je te remercie de m’avoir soutenu tout au long de ces années, et de m’avoir
poussé a étre la meilleure. A nos moments partagés ensembles, et a cette magnifique journée
de traversée de la Baie du Mont-Saint-Michel, je garderai ce moment gravé dans ma mémoire.
A mon frere, Jean-Charles, et sa facon bien personnelle de me soutenir ! A Stéphanie, nos
nombreux fous rires, notre complicité. A Maé, le rayon de soleil de ces derniers mois, puisse
la cigogne t’'apporter un petit frere...

A mon frere Pierre, I'explorateur, et nos moments complices a la terrasse de la maison. Merci
de croire toujours en moi et de me soutenir. A Esther, future M™® Wang-Garand, « thank you
for everything, you are a great women! ».

A ma grand-meére, Marie, pour garder toujours la porte ouverte de la maison! A mes longues
aprés-midi de sieste sur le canapé apreés la « tchoutchouka ».

A mon grand-pére, Philippe, toujours présent a mes cotés.

A Marie-Line alias Odile Deray, et nos aprés-midi shopping, notre complicité, merci pour tout.
A toute ma famille, Serge, Véro, Pat, Valérie, Louis (et tes comtrepétries !), Pauline, Clémence,
Hugo, Antoine.

A Nanou et Mimi, mes grands-parents.

A Victor, ma moitié, qui m’a soutenu ces derniers mois, merci pour ton écoute, ta gentillesse,

ta patience et tes attentions.



A ma famille d’adoption, Isabelle et Hervé. Le petit veilleur a été utile ! A Mélissa et numéro
deux, et nos aprés-midi molkky. A Emeline et Arthur, qui m’ont fait découvrir I'intérét des jeux

de réles et le langage Java.

A la team clermontoise ! Fatou mon double parisien-réunionnais, Caro mon pilier, Marie ma
petite Berruyenne au cceur tendre, Marion et tes gaffes, et Chouchou, sans qui je n’aurai jamais
pu devenir biologiste... Vous étes présentes dans les bons comme dans les mauvais moments.
Merci pour ces années étudiantes, mais les plus belles restent a venir !

A Titi, mon ami de toujours et Laure, seconde mére. Merci d’étre toujours la pour moi.

A Camille, mon amie du bout du monde, rdv bient6t en Nouvelle-Calédonie !

A Gui et Claire, les stéphanois parisiens, et nos soirées Scrubs pates pesto parmesan.

A Hortense, a ta sensibilité et ta bonne humeur.

A Mathilde, Erwann et Louanne, ma famille normande. Vous avez été d’un énorme soutien.
Merci de m’avoir accueilli et dorloté, vous étes géniaux.

A Sophie, pour m’avoir fait découvrir le Dolly’s, et pour m’avoir écouté, soutenu, et surtout a
nos longues discussions sur tes marches d’escalier | Merci d’étre toi.

A Claire, pour m’avoir aidé a chercher les échantillons pendant des heures a -80°C ! Mais
surtout pour ta bonne humeur et ton écoute, merci !

A Simon, je n‘ai qu’un mot a dire : « Lovelife » !

A mes copines d’'immuno, Emilie, Patou, Nathalie, Sabrina, Ninja, Lolo, Cloclo, qui m’ont
supporté de nombreux mois. Rendez-vous en Guadeloupe, ou a défaut en Auvergne ! Merci

d’avoir toujours été 13, dans les bons comme dans les mauvais moments.



A la team rugby hérouvillaise, et vos traquenards... A nos soirées karaoké au French, merci

pour votre éternelle bonne humeur.

A mes amis d’adoption, Camille, Duncan, Albane, Joscelyn, Vincent, Alexia, Anne-So, Polo,
Thomas, Morue, Louison, Palin, Cyp, Henri, Alexis, Choubidou, Ludo, et tous les autres, sans
qui la Normandie m’aurait paru bien triste. Merci pour les soirées, les barbecues, les apéros et

les parties de rigolades !



Introduction

1. Liquide céphalorachidien
A. Synthése
Le systeme nerveux central (SNC) est enveloppé par les méninges, qui sont, de l'extérieur
vers |'intérieur : la dure mere, I'espace sous dural (entre la dure mere et I'arachnoide), et
la pie mére. Le liquide céphalorachidien (LCR) se localise entre la pie mére et I'arachnoide,

dans l'espace sous arachnoidien [Figure 1].
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Figure 1. Localisation des méninges et du LCR

(http://microbiologiemedicale.fr/physiopathologie-et-diagnostic-des-infections)

Le LCR est produit en majorité par les plexus choroides, mais aussi au niveau des capillaires
de l'espace sous arachnoidien, spinal et péri-encéphalique, pour un volume d’environ
500mL par jour chez un adulte. Chez les enfants entre 4 et 13 ans, le volume de LCR produit
par jour varie entre 65 et 150mL [1]. Il rejoint ensuite 'espace sous-arachnoidien via les
espaces péri-vasculaires de Virchow-Robin.

Le LCR subit une circulation passive en passant d’abord dans les citernes basales et
sylviennes, puis il atteint 'ensemble de I'espace sous-arachnoidien pour arriver enfin au

niveau de la convexité et du sinus longitudinal supérieur [Figure 2]. Ce sont les granulations



de Paccioni, invaginations sous-arachnoidiennes dans la paroi du sinus

supérieur qui sont le siege de la réabsorption du LCR [Figure 3].
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Figure 2. Circulation du LCR
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(http://umvf.cerimes.fr/media/ressWikinu/Neurophysiologie/Neurophysiologie_UPMC/2007-neurophysio-LCR-jfv.pdf)
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Figure 3. Réabsorption du LCR au niveau des granulations de Paccioni

(http://osteo-perfectionnement.com/wp-content/uploads/Circulation-c%C3%A9r%C3%A9brale-et-LCR.Pr.L.Baud.pdf)

B. Aspect et composition

Le LCR est un liquide stérile transparent et incolore, avec un aspect « eau de roche ».

Son pH est d’environ 7,32. Il contient dans les conditions normales moins de 5 éléments

par mm?3 [2]. Sa composition en ions (sodium, potassium, chlore, bicarbonates) est voisine

mais différente de celle du plasma. Dans le LCR physiologique, la protéinorachie est



comprise entre 0,15 et 0,35g/L, la chlorurorachie entre 120 et 130 mmol/L, et la
glycorachie doit étre interprétée en fonction de la glycémie (environ 2/3 de la glycémie).
La lactatorachie est comprise entre 1,2 et 2,2 mmol/L et le taux de lactate déshydrogénase
(LDH) entre 20 et 40 UI/L.

Lors d’atteintes du systeme nerveux central, 'aspect du LCR peut étre modifié et devenir
trouble, hémorragique, ou purulent, et I'on peut observer une perturbation des valeurs

normales biochimiques ainsi qu’une hypercellularité plus ou moins importante.

C. Roles
Le LCR a un effet d’'amortisseur liquide et de protection. Il maintient le SNC dans un
environnement physique et chimique constant. Si la pression du LCR augmente, les
villosités arachnoidiennes s’ouvrent afin de laisser échapper le LCR, ce qui raméne sa
pression a la normale. Cela permet que le tissu cérébral ne soit pas soumis a des pressions
mécaniques.
Le LCR sert aussi de tampon et agit comme un réservoir régulateur du volume
encéphalique. Si le volume du parenchyme cérébral ou du sang intracérébral augmentent,
le LCR va étre drainé au niveau des granulations de Paccioni.
Enfin, le LCR a un rdle de transporteur des matieres nutritives et des neurotransmetteurs

aux tissus nerveux.



2. Ponction lombaire

A. Réalisation du geste
La ponction lombaire est un acte invasif qui doit obligatoirement étre encadrée par un
médecin. Elle est réalisée apres avoir vérifié I'absence de contre-indications (voir plus loin), et
apres la réalisation d’un fond d’ceil, et/ou d’un scanner cérébral.
Le matériel nécessaire comporte une aiguille a ponction lombaire avec mandrin stériles, le

matériel pour anesthésie et désinfection de la peau, des gants stériles, et des tubes [Figure 4].

Figure 4. Matériel nécessaire pour la réalisation d’une ponction lombaire

(Figure personnelle)

La ponction est effectuée aprés anesthésie locale, dans des conditions d’asepsie stricte. Le
point de ponction se situe entre la 3™ et |la 4°™¢ vertébre lombaire, ou entre la 4™ et g 5éme

[Figure 5].
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Fin de la moelle épiniére
LCR : liquide
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Trocart
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Figure 5. Schéma du point de ponction lombaire

(http ://www.artc.asso.fr/la-recherche-et-l-information-medicale/le-cerveau-et-les-tumeurs/les-tumeurs-cerebrales)



Le patient adulte est installé assis le dos rond ou en décubitus latéral, les jambes pliées pres
du ventre, en position dite en « chien de fusil » [Figure 6]. Chez les enfants et les nouveau-nés,
la ponction lombaire est pratiquée en décubitus latéral [1], avec une flexion maximale de la

taille et du cou, pour que les genoux se retrouvent au niveau de la poitrine [Figure 7].

Lumbar Puncture

e Y %g‘/;%

Lying Position Sitting Position

Figure 6. Positions du patient adulte (décubitus latéral et assis) lors d’'une ponction lombaire

(https://www.wikiwand.com/fr/M%C3%A9ningite)

Figure 7. Position de décubitus latéral pour la réalisation d’une ponction lombaire chez un nouveau-né

(Bonadio W, 2014)

En alternative chez les grands enfants, la position assise, comme pour les adultes, est utilisée :

le dos est rond, le cou en flexion, le menton vers la poitrine [Figure 8].

Figure 8. Position assise pour la réalisation d’une ponction lombaire chez un enfant

(Bonadio W, 2014)



En cas de difficultés anatomiques (obésité, ostéo-arthrite, cyphoscoliose...), il existe la
possibilité d’effectuer la PL sous contréle radiologique (scopie).

Le patient reste couché au moins une heure apres le geste, pour éviter toute complication,
dont la plus fréquente est le syndrome post-PL (SPPL). C’est la survenue au décours d’une PL
de céphalées posturales aggravées par l'orthostatisme. Dans 90% des cas, ce syndrome se
manifeste dans les 3 jours suivant le geste et perdure en moyenne une semaine [3]. Il peut de
fagcon exceptionnelle se prolonger quelques mois. Les céphalées sont classiquement fronto-
occipitales bilatérales en casque. Le diametre de l'aiguille utilisée ainsi que l'orientation du
biseau par rapport a I'axe vertébral sont des facteurs influencant la survenue d’un SPPL.

Les antalgiques et les anti-inflammatoires non stéroidiens associés a un antiémétique suffisent
le plus souvent a controler les SPPL peu séveéres. Le traitement le plus efficace est le colmatage
sanguin péridural ou blood patch. Réalisé au moins 24 heures apres la PL, il permet une
sédation quasi immédiate des symptomes dans prés de 90% des cas. En pratique, un blood

patch est indiqué si la symptomatologie est sévere et perdure plus de 24 heures.

B. Indications
La ponction lombaire est un examen qui peut étre pratiqué dans de nombreux cas, parfois en
urgence, a la recherche :
- D’une infection du SNCen présence de signes cliniques évocateurs de méningite,
encéphalite, myélite, polyradiculonévrite.
- D’une atteinte du SNC d’origine inflammatoire ou auto-immune : sclérose en plaque,
vascularite, sarcoidose.
- D’arguments pour l'aide au diagnostic d’'une hémorragie sous arachnoidienne.

- D’une maladie neurodégénérative : biomarqueurs de la maladie d’Alzheimer.



- D’une méningite carcinomateuse, d’'un lymphome ou d’une leucémie avec diffusion
cérébrale

La ponction lombaire a aussi un role thérapeutique, notamment pour le traitement de

I’hydrocéphalie (PL évacuatrice), I'injection de traitements médicamenteux en intrathécal

(chimiothérapie, antibiotiques) ou I'anesthésie spinale et épidurale.

C. Contre-Indications

Les contre-indications a la réalisation d’une ponction lombaire sont les suivantes [4,5]:

Anomalie connue de ’hémostase (Taux de plaquettes < 50G/L ; INR = 1.5), saignement
actif faisant suspecter un trouble majeur de ’hémostase

- Instabilité hémodynamique du patient

- Infection locale au point de ponction

- Risque élevé d’engagement cérébral : signes de localisation neurologique (items 2 a 11
du score NIHSS (National Institute of Health Stroke Score), [Tableau 1]), troubles de la
vigilance (Score de Glasgow < 11)

Crise convulsive récente ou en cours

Ces 3 derniéres situations impliquent de réaliser une TDM en urgence, avant de pouvoir
éliminer tout signe d’engagement cérébral contre indiquant la PL.
L'hypertension intracranienne (HTIC), fréquente dans les méningites graves, n'est pas elle-

méme une contre-indication a la PL [5].



Commandes (ouverture des yeux, ouverture du poing)
Oculomotricité

Champ visuel

Paralysie faciale

Motricité membre supérieur
Motricité membre inférieur
Ataxie

Sensibilité

Langage

Dysarthrie

Extinction, négligence

Tableau 1. Items du NIHSS utilisés pour la recherche de signes de localisations

(SPILF — 17%™¢ Conférence de Consensus en Thérapeutique Anti-Infectieuse — Prise en charge des méningites bactériennes aigues
communautaires)

3. Infections du systéme nerveux central (SNC)
A. Méningites virales
a. Aspects cliniques
Les méningites sont des infections des enveloppes méningées du SNC. La symptomatologie et
les signes cliniques se manifestent différemment en fonction de I'age du patient.
En pédiatrie, en général, plus I'enfant est jeune, plus les symptémes et signes cliniques sont
pauvres et atypiques. Linterrogatoire des parents est essentiel.

Chez les nourrissons de moins de 3 mois, une PL est réalisée devant les signes suivants [5]:

Troubles du comportement: cri plaintif, enfant geignard, inconsolabilité,
hyporéactivité, irritabilité, enfant douloureux, hyperesthésie cutanée

- Anomalies neurologiques : fontanelle bombée, hypotonie

- Convulsions

- Purpura
Chez le nourrisson de 3 mois a 2 ans, les symptomes cliniques classiques (vomissements,
bombement de la fontanelle, raideur de nuque, photophobie, troubles de la conscience) sont

plus fréquents, moins dissociés, mais peuvent manquer. Une convulsion en contexte fébrile

8



impose la PL chez un enfant de moins de 9 mois et doit la faire discuter entre 9 et 12 mois.
Plus I'enfant est agé, plus les signes se rapprochent de ceux d’un adulte.

Chez les enfants de plus de 2 ans et les adultes, une méningite est hautement probable devant
une fievre, une raideur de nuque, des céphalées et troubles de la conscience.

Chez I'adulte, le syndrome méningé fébrile est le tableau clinique le plus souvent retrouvé. Le
syndrome méningé associe la triade céphalées, vomissements, et raideur de nuque [4]. Les
céphalées sont intenses, diffuses, non soulagées par les antalgiques, exagérées par la lumiére
(photophobie), le bruit (phonophobie), et la mobilisation du patient. Leur début est le plus
souvent brutal (quelques minutes a quelques jours), mais peut aussi étre progressif (plusieurs
jours). La raideur de la nuque est majorée par le maintien des jambes en extension, c’est le
signe de Brudzinski [Figure 9]. Si le patient ramene les jambes sur le tronc, toujours en
extension, la téte se rejette en arriére et les céphalées augmentent, c’est le signe de Kernig

[Figure 9].

Figure 9. a.Signe de Brudzinski et b.Signe de Kernig

(http://what-when-how.com/wp-content/uploads/2012/08/tmp602f37_thumb22222.png)

En cas de suspicion de méningite, la conduite a tenir impose de rechercher des signes de
gravité, qui nécessitent une hospitalisation en service de réanimation [Tableau 2].

La recherche d’un syndrome infectieux est systématique (fievre, infection ORL ou
bronchopulmonaire, contage viral) ainsi que des signes de localisation neurologique (déficit
moteur ou sensitif, atteinte des paires craniennes, troubles du langage, syndrome

cérébelleux).



Signes de gravité :
Purpura extensif
Troubles graves de conscience avec
Glasgow <8
Signes de localisation neurologique
Signes de souffrance du tronc cérébral
Etat de mal convulsif
Instabilité hémodynamique

Tableau 2. Signes de gravité a rechercher lors d’'une suspicion de méningite et nécessitant I’hospitalisation en réanimation

(ECN PILLY 2016)

Une méningite est une urgence diagnostique et thérapeutique. Les méningites virales sont en
générale bénignes avec une évolution vers la guérison sans traitement ; les séquelles sont
rares mais possibles (exemple : surdité aprés une méningite ourlienne). Les méningites
bactériennes sont en revanche des infections graves, dont la Iétalité moyenne est de 20% chez

I'adulte, avec 30% de séquelles [4].

b. Analyses biochimiques et cytologiques du LCR
Les méningites infectieuses peuvent avoir différentes étiologies: bactériennes, virales,
parasitaires ou mycologiques. Les analyses biochimiques et cytologiques du LCR permettent
en premiére intention d’orienter le clinicien sur I'étiologie infectieuse [Tableau 3].
Les méningites lymphocytaires normoglycorachiques aigues sont essentiellement virales [4].
Quelques bactéries peuvent étre impliquées (Treponema pallidum, Borrelia burgdorferi),
méme si la syphilis et la maladie de Lyme sont plus souvent responsables de méningo-
encéphalites a liquide clair (avec atteinte fréquente des paires craniennes).
Néanmoins, la formule peut étre a prédominance de polynucléaires au cours d’'une méningite
virale lorsque la PL est réalisée tres précocement (notamment en cas de méningite a
entérovirus). Une absence de pléiocytose (c’est-a-dire moins de 10 éléments/mm?) ne doit pas

exclure le diagnostic de méningite virale.
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LCS normal Méningite purulente = Méningite a liquide clair =

prédominance de PNN pr de lymp yt
Macroscopie : Clair (eau de roche) Trouble en général Clair
turbidité
Eléments < S/mm?* > 20/mm?®, mais en général 52 100/mm?* en général,
(leucocytes) Lymphocytes 60-70 % > 1000/mm® parfois 100-1000/mm*
Total et formule Monocytes 30-50 %
Ni PNN ni hématies PNN > 50 % Lymphocytes > 50 %
Glycorachie > 2/3 x glycémie < 0.4 x glycémie (sensibilité > 2/3 x glycémie : viral
80% et spécificité 98% < 0,4 x glycémie :
pour l'étiologie bactérienne)  Listeria ou BK
Protéinorachie <040 9/L En général > 1 g/L Souvent < 1 g/L si viral
1-2 g/L si bactérien
Lactatorachie < 3,2 mmolL > 3,2 mmol/L < 3,2 mmol/L
Examen direct Négatif Positif dans 60-80 % Négatif si viral
avec colorations des cas en labsence
spécifiques d'antibiothérapie préalable
(Gram...) Si négatif, envisager Positif dans moins d'un tiers des cas si
méningite décapitée par Listeria ou BK
antibiotiques, bactérie
fragile ou faible inoculum
Etiologie - méningite bactérienne Le plus fréquent.
- 30 % des méningites - normoglycorachique = viral a priori. Toujours
virales au début (surtout rechercher des signes d'encéphalite.
entérovirus) . = Listeria, BK

- 10 % das méningites bactériennes au début

Tableau 3. Orientation clinique en fonction des résultats de cytologie et de biochimie du LCR

(ECN PILLY 2016)

c. Dosage de la procalcitonine
Le dosage de la procalcitonine (PCT) a surtout un intérét pour différencier une méningite
bactérienne et virale quand I'examen direct et la culture sont négatifs, mais que I'analyse
cytologique est plutét en faveur d’une étiologie bactérienne. Le seuil est de 0,5ng/mL chez
I'adulte (>0,5ng/mL en faveur d’une étiologie bactérienne et <0,5ng/mL en faveur d’une
étiologie virale) [5,6]. La mise en place d’un diagnostic moléculaire rapide dit « syndromique »

limite I'intérét de ce marqueur indirect.

d. Epidémiologie
Chez I'enfant et I'adulte jeune, les méningites virales sont plus fréquentes que les méningites
bactériennes [4]. Le ratio s’inverse chez le sujet de plus de 65 ans.
Lorientation initiale du diagnostic des méningites virales repose sur un ensemble de données:

contexte géographique, épidémiologique, terrain (immunité), cytologie et biochimie du LCR.
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Les méningites virales sont les plus fréquentes des méningites aseptiques [7]. Elles sont en
général bénignes et de régression spontanée. Elles sont la premiére cause de méningite chez

I'enfant de moins d’un an [8].

e. Méningites a Entérovirus
Les entérovirus (EV) sont des petits virus non enveloppés a ARN, de la famille des

Picornaviridae. Le genre Enterovirus comprend plus de 100 sérotypes [Tableau 4].

Espéces Sérotypes Classification
Human enterovirus A coxsackievirus A2-A8 A10,
(Enterovirus humain A) Al12, A14, A16 A
(12 sérotypes) entérovirus 71

coxsackievirus B1-B6
échovirus 1-7, 9, 11-21,
24-27, 29-33
entérovirus 69

Human enterovirus B
(Enterovirus humain B)
(36 sérotypes)

Human enterovirus C
(Enterovirus humain C)
(11 sérotypes)

coxsackievirus A1, Al11, A13,
Al5, A17-21, A22, A24

[g]

Poliovirus (3 sérotypes) poliovirus 1-3 @

Human enterovirus D
(Enterovirus humain D) Entérovirus 68 et 70 D
(2 sérotypes)

Tableau 4. Classification des Entérovirus

(http://www.microbes-edu.org/etudiant/picornaviridae2.html)

On distingue les poliovirus des non poliovirus : entérovirus, echovirus et coxsackievirus. Les EV
non poliovirus sont responsables de 90% des méningites virales [4]. Dans les régions
tropicales, elles surviennent toute I'lannée alors que dans les régions tempérées, on observe
une recrudescence en été et automne [Figure 10].

Les méningites a EV sont fréquentes chez les enfants. C’est la premiére cause de méningite
chez les moins de 1 an [8].

La transmission de ces virus s'effectue par contact direct a partir du virus excrété dans les selles
et au niveau du rhinopharynx. D'autres mode de transmission sont possibles: via la salive ou
au contact d'autres lésions cutanées (cas des syndromes pied-main-bouche), mais aussi par

transmission materno-foetale a I'origine d'infections néonatales [9].
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Figure 10. Infections a entérovirus: distribution des cas positifs par semaine, réseau de surveillance des entérovirus RSE, France, 1°
janvier 2010 — 10 juin 2017

(Point sur les infections a entérovirus au 20 juin 2017. InVS)

L'infection par un EV est le plus souvent pauci-symptomatique (affections fébriles non
spécifiques), et I'évolution est en général bénigne, hormis chez le nouveau-né qui peut
développer une infection systémique potentiellement grave, ou chez le patient
immunodéprimé. Les manifestations cliniques les plus fréquemment rapportées et
diagnostiquées sont neurologiques, majoritairement représentées par des méningites
évoluant rapidement vers la guérison sans séquelle. Dans de tres rares cas, on peut observer
des encéphalites (< 10 cas/an en France) ou des paralysies. Les virus impliqués de maniére
prédominante dans les méningites sont des EV neurotropes comme |'Echovirus 30 ou E-30, I'E-
6, I'E-11, I'E-13, I'E-18 ou le Coxsackievirus B5 (CB-5) [9]. La co-circulation de plusieurs types
n'est pas rare, et la distribution des types circulant est variable selon les années. Au 20 juin
2017, 432 cas d’infections avec détection positive d’EV dans le LCR ont été déclarés par les
laboratoires du Réseau de Surveillance des EV. D'apres les résultats de typage disponibles (97
sur 432), I'E-6 est prédominant (34%), suivi par le CB-5 (14,4%), I'E-5 (12,3%) et I'E-30 (11,3%)

[9].
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En mai 2016 en Catalogne, un foyer épidémique d'infections graves a EV, majoritairement EV-
71, a été signalé par les autorités sanitaires espagnoles [10]. Les 87 cas, essentiellement des
enfants, présentaient des atteintes neurologiques type encéphalite, rhombo-encéphalite,
paralysie flasque aigue. Vingt-deux des 87 cas ont été hospitalisés en unité de soins intensifs,
mais aucun déces n'a été constaté. Les enfants avaient de 3 mois a 8 ans, dont plus de la moitié
(57%) entre 1 et 2 ans. Suite a cette épidémie, la surveillance des méningites a EV a été accrue
en France, mais aucune circulation accrue de I'EV-71 n'a été constatée, avec 5 cas rapportés
au 20 juin 2016 dont 2 complications neurologiques.

Bien que |'évolution des méningites a EV soit le plus souvent bénigne, le diagnostic de
certitude par la mise en évidence du génome viral par RT-PCR (Reverse Transcriptase
Polymerase Chain Reaction) dans le LCR permet d'une part d'éviter |'antibiothérapie et les
examens complémentaires inutiles, et d'autre part de diminuer la durée de I'hospitalisation
du patient. En 2008, lors de la 17éme Conférence de Consensus en Thérapeutique Anti-
Infectieuse, il a été recommandé de « rechercher le génome viral de I'EV par RT-PCR (test
Genexpert®) en cas de méningite avec faible suspicion de méningite bactérienne » [5]. Compte
tenu de la sensibilité et de la spécificité élevées, de la forte prévalence des EV dans les
méningites aigues infectieuses, et de la rapidité d'obtention du résultat, la positivité de la RT-
PCR EV permet d'éviter la réalisation de PCR bactériennes et d'arréter un traitement

antibiotique si celui-ci avait été initié.

f.  Méningites ourliennes
Le virus ourlien (famille des Paramyxoviridae) est a I'origine des oreillons, maladie le plus
souvent bénigne mais trés contagieuse, évoluant par petites épidémies de collectivités [11].

La méningite ourlienne peut étre associée a une parotidite ou a d'autres localisations

14



glandulaires, mais elle peut aussi étre isolée. C'est une méningite a liquide clair marquée par
une symptomatologie méningée classique (céphalées, raideur de nuque, vomissement,
fievre). Elle peut étre associée a des signes neurologiques déficitaires transitoires (parésie
oculomotrice, atteinte médullaire ou radiculaire) ou a des troubles du comportement. On
retrouve une pléiocytose dans 50 % des cas, la glycorachie est basse et la formule est panachée
au début de l'infection [12].

L'encéphalite ourlienne est rare (<0,05%) ; elle est marquée par des troubles de la vigilance,
des crises convulsives, des déficits sensitivo-moteurs, mais guérit en général sans séquelles.
L'atteinte du nerf auditif est spécifique mais rare (1 cas pour 30 000) [13]: la surdité peut étre

transitoire, mais elle est le plus souvent définitive. L'atteinte de la vision est aussi possible.

g. Méningites a VZV
Le virus Varicelle-Zona (VZV) est un Herpes Virus, induisant une varicelle lors de la primo-
infection. Le virus persiste ensuite dans les ganglions du systéme nerveux périphérique et dans
le ganglion de Gasser du nerf trijumeau, et peut se réactiver suite a une baisse de I'immunité
cellulaire pour provoquer un zona [15]. La transmission du virus se fait par voie respiratoire
par inhalation de gouttelettes de salive ou par contact direct avec les lésions cutanées. La
contagiosité débute 2 a 4 jours avant le début de I'éruption et se poursuit jusqu'a disparition
des cro(tes, soit en moyenne 7 jours apres I'éruption. La guérison est spontanée en 10 a 15
jours. Les sujets a risque de formes graves sont les nouveau-nés et les sujets immunodéprimés
[16]. Les complications neurologiques dues aux réactivations sont fréquentes, surtout chez les
immunodéprimés, et souvent associées a un rash vésiculaire de topographie radiculaire.
Cependant, 6 cas de méningites a VZV confirmées par PCR ont été décrits sans aucune

manifestation dermatologique associée [17]. Ceci confirme que le virus latent dans les
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ganglions peut atteindre directement le SNC lors de sa réactivation, sans induire de
manifestation clinique cutanée.
h. Méningites a Adénovirus

Les Adénovirus (ADV) sont des virus pantropiques essentiellement responsables de
pathologies respiratoires basses (bronchopathie aiglie) et de gastro-entérites aiglies. De fagon
beaucoup plus rare, on a pu incriminer les ADV lors de méningites aiglies aseptiques ou de
méningo-encéphalites [45,119]. En cas de suspicion d’infection du SNC, la recherche directe
d’ADV est recommandée sur les prélevements respiratoires (prélevement nasal, pharynx) ainsi
que dans le sang (recherche d’une virémie associée), en cas de symptomatologie respiratoire

[21,22]. La recherche de 'ADV n’est pas recommandée sur le LCR.

B. Encéphalites virales
a. Clinique

Une encéphalite est définie comme étant une association de processus inflammatoires du
parenchyme cérébral et de dysfonctionnements neurologiques [18]. Les symptOmes et signes
cliniques de dysfonctionnement du SNC les plus fréquents sont : des troubles de la vigilance
(de I'obnubilation au coma), des troubles du comportement, des crises d’épilepsie, des signes
neurologiques focaux [19]. Des signes méningés peuvent étre associés, on parle alors de
méningo-encéphalite. La fievre est tres fréquente mais peut étre masquée par la prise
d’antipyrétiques. Cliniguement, les tableaux peuvent étre tres polymorphes dans leurs
expressions et leurs degrés de sévérité.

Tout symptdme ou signe clinique de dysfonctionnement du SNC associé a de la fievre doit faire

évoquer une encéphalite infectieuse [19].
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La gravité de l'encéphalite est surtout neurologique (coma, convulsions, état de mal
épileptique), mais peut concerner d’autres organes (défaillance respiratoire, rénale,
hémodynamique). Les encéphalites peuvent se compliquer d’hypertension intracranienne

(HTIC), de saignement, de nécrose, de vasculopathie ou d’cedéme cérébral.

b. Conduite a tenir
Dés la suspicion d’encéphalite aigue, des examens d’imagerie, une PL et la mise en route d’un
traitement prophylactique sont indispensables. En 2013, le Consortium International des
Encéphalites a défini 2 algorithmes diagnostiques en évaluation initiale des encéphalites
aigues, I'un chez les adultes, I'autre en population pédiatrique [18] [Annexes 17 et 18]. La
distinction des 2 populations est expliquée par le fait que les étiologies possibles et les
fréquences des agents infectieux retrouvés sont différentes. La recherche par biologie
moléculaire des virus HSV1, HSV2, VZV et EV doit étre systématique [19].
Si possible, I'IRM cérébrale, du fait de son apport diagnostique nettement supérieur a la TDM,
est a réaliser en premiére intention. L'électroencéphalogramme (EEG) est recommandé pour
le diagnostic et le suivi des encéphalites aiglies, mais il n‘existe pas de recommandations pour
la répétition systématique de cet examen.
Le gold standard permettant d’affirmer I'encéphalite est 'examen de la biopsie cérébrale,
rarement effectuée en pre-mortem a cause du risque lors de la procédure invasive [18]. En
I'absence de confirmation anatomopathologique, la définition d’'un cas d’encéphalite se base
sur des criteres cliniques, biologiques et d’imagerie [Annexe 19].
Le traitement initial probabiliste comporte I'association d’Amoxicilline (200mg/kg/jour) et
d’Aciclovir (10mg/kg toutes les 8 heures). La réévaluation de ce traitement a 48 heures est

impérative, selon les résultats des analyses bactériologiques et virologiques.
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c. Epidémiologie
Lincidence des encéphalites présumées infectieuses est estimée entre 1,5 et 7 cas pour
100 000 habitants par an, hors période épidémique [20]. L'HSV est I'agent infectieux le plus
souvent impliqué, avec plus de 65% dans certaines études.
En France, les 4 agents infectieux les plus fréquents sont I'HSV, le VZV, Mycobacterium
tuberculosis et Listeria monocytogenes.
Les différences régionales sont importantes, surtout en cas de transmission vectorielle :
encéphalite japonaise en Asie, encéphalite a tiques en Europe et Russie, encéphalites a
Alphavirus et Flavivirus sur le continent américain.
L'épidémiologie des encéphalites est en constante évolution, révélant I'’émergence ou la
dispersion de nouveaux agents pathogénes. L'étiologie des encéphalites selon de nombreuses

études mondiales est représentée sur la Figure 11.
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Figure 11. Carte des études épidémiologiques sur I'étiologie des encéphalites

Epidemiology of infectious encephalitis causes in 2016. Médecine et Maladies infectieuses 47(2017):221-235
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L'histoire médicale du patient (immunodépression), son lieu de résidence, I'environnement
professionnel et personnel, la notion de voyage, peuvent aider a rechercher des causes plus
spécifiques [Annexe 20]. La procédure diagnostique recommandée par la Société de
Pathologie Infectieuse de Langue Francaise (SPILF) [Tableau 5] pour les recherches
étiologiques d'encéphalites infectieuses est divisée en 3 étapes successives, en rapport avec
la fréquence des agents infectieux comme étiologie d'encéphalite, ainsi que la nécessité de
débuter un traitement [21].

Dans une étude francaise de 2007, le diagnostic étiologique avec identification de I'agent
pathogéne en cause a pu étre établi dans 48% des cas d’encéphalites infectieuses [21]. Les
causes non infectieuses représentent 22% des causes des tableaux évocateurs d’encéphalite
infectieuse [19]. Les encéphalites auto-immunes induisent le plus souvent des tableaux
subaigus d’encéphalite limbique ou d’encéphalomyélite aigue. Le diagnostic repose d’une part
sur la recherche d’anticorps onco-neuronaux pour I'encéphalite limbique, et d’autre part sur
I'IRM médullaire et cérébrale pour l'encéphalomyélite aigue. Le lupus érythémateux
disséminé, le syndrome de Gougerot-Sjogren et I'encéphalite d’Hashimoto sont les autres

diagnostics non infectieux alternatifs les plus fréquents.
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Pathogens Cerebrospinal fluid Paired serum samples Other samples
Pathogens frequently ible for
encephalitis (step 1)*
Nonspecific tests Direct examination, culture in- Blood culture
cluding tuber
culosis and Listeria
monocytogenes
Virus
HSV-1 and HSV-2" PCR
HIV (as an exclusion criteria) ELISA and WB (single serum)
Bacteria
Mycoplasma pneumoniae PCR Complement fixation or ELISA PCR on pharyngeal swab
oM
M. tuberculosis and L Direct examination and culture,
monocytogenes PCR
Pathogens that less frequently cause
encephalitis (step 2)
Virus
Enterovirus PCR Culture on throat swab
CMV, EBV, and HHVE" PCR
Adenovirus Culture or PCR on nasal or pharyngeal swabs
TBE Before day 4: isolation or PCR IgM and IgG by ELISA, con-
firmed by neutralization
Bacteria
Chlamydia species PCR ELISA PCR on pharyngeal swab (Chlamydia
pneumonise)
Borrelia burgdorfen PCR ELISA and WB
Coxiella burnetii Immunofiucrescent assay
Bartonella henselae Immunoflucrescent assay
Rare infectious causes of encephalitis
(step 3)
Virus
Infik and p fi Culture or PCR of nasal or pharyngeal swabs
Measles, rubella, and mumps IgM by ELISA
West Nie virus Before day 4: isolation or PCR IgM and IgG by ELISA con-
firmed by neutralization
Toscana virus Beéngd.VS:PCR;m«dws: IgM and IgG by ELISA
LCMV PCR and immunofiuorescent
assay
Parechovirus PCR Culture of throat swab specimen
Bactenia
Rickettsial agents Immunoflucrescent assay
Tropheryma whipplei PCR
Ehriichia schaffenss PCR Immunofiucrescent assay
According to special exposures
(miscellaneous)
Nipah PCR ELISA
Rabies hmPCRohlmhoptyCSFmd:ﬁn
tem:
mmuyovvnl-ohnmov.mgomd-
tection of brain biopsy specimen
Other arboviruses
Japanese encephalitis ELISA and neutrakzation ELISA and neutralization
Dengue . PCR before day 6, ELISA after
day 5
Other IgM and IgG by ELISA, con- IgM and IgG by ELISA, con-
firmed by neutralization firmed by neutralization

NOTE. From [6, 18]. CMV, cy

lovirus; CSF.

ospinal fluid; EBV, Epstein-Barr virus; ELISA, enzyme-iinked immunosorbent assay; HHV, human

herpesvirus; HNWmmlmnwmn HSVhovpnumphxwm LCMV, lymphocytic choriomeningitis virus; PCR, polymerase chain reaction; TBE,

halitis; VZV,

virus; WB, V

* A pertinent history or pertinent epidemiologic i

® Muttiplex PCR investigating all b

could ch

ge the order of the steps.
could be used. For HSV and VZV, if the lumbar puncture had been performed in the first 4 days after onset of

neurologic signs and if the PCR result was negative, an additional lumbar puncture had to be performed on a CSF sample obtained after day 4.

Tableau 5. Recommandations de la Société de Pathologie Infectieuse de Langue Frangaise pour les recherches étiologiques chez des
patients présentant une Encéphalite Aigue 2007 [21]

d. Encéphalites herpétiques
LUencéphalite herpétique est une encéphalite aigue nécrosante temporale, qui est la

manifestation clinique soit d’une primo-infection (Pl), soit d’'une réactivation de I’"HSV.
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’HSV 1 est la 1°™ cause identifiée d’encéphalite infectieuse [18]. Lincidence est estimée entre
2 et 4 cas pour 1 million d’habitants par an. C’est une des causes les plus fréquentes au niveau
mondial [22], elle touche les enfants comme les adultes tout au long de I'année.

Le début est brutal, en moins de 48 heures, avec une fieévre a 40°C, des céphalées, des troubles
du comportement, des troubles phasiques et mnésiques, et des troubles de la conscience
pouvant aller jusqu’au coma. L'évolution est mortelle dans 5 a 20% des cas (70% avant la mise
sur le marché de l'aciclovir) [18 et 19]. Les séquelles neurologiques graves sont fréquentes
chez les survivants.

Le fond d’ceil est normal mais peut aussi révéler un cedéme papillaire. L'IRM met en évidence
plus précocement que le scanner cérébral des zones hyperdenses en périphérie dans les zones
temporales, frontales ou occipitales, correspondant aux zones nécrosées.

Les analyses biochimiques sur le LCR montrent en général une glycorachie normale et une
protéinorachie légerement augmentée. La pléiocytose est fréquente mais dépasse rarement
les 500 éléments/mm?3. La recherche du génome viral par PCR est la technique de référence
pour la recherche de I’'HSV dans le LCR.

Devant un tableau d’encéphalite fébrile, aucun résultat biologique ou d’imagerie n’est attendu
pour mettre en route le traitement antiviral [19]. Uaciclovir a dose de 10mg/kg toutes les 8h
est le traitement de référence de I'encéphalite a HSV de l'adulte. Le retard d’initiation du
traitement est un facteur pronostique indépendant d’évolution défavorable des encéphalites
a HSV. La durée recommandée est de 14 jours chez I'adulte immunocompétent, et de 21 jours
pour l'adulte immunodéprimé. Si 'encéphalite herpétique est prouvée par la positivité de la
PCR, le contréle systématique de la PCR HSV dans le LCR a la fin du traitement n’est pas

recommandé si I'évolution est favorable [19]. En cas d’évolution clinique non favorable a la fin
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du traitement, une ponction lombaire avec PCR HSV et recherche d’anticorps anti-HSV sur le
LCR doit étre réalisée.

e. Encéphalites a VZV
Le VZV représente la seconde étiologie virale des encéphalites aigues infectieuses en France
[23]. Elle touche les adultes et les enfants. Lencéphalite subaigué ou chronique a VZV est
observée chez les patients immunodéprimés (VIH, traitement immunosuppresseur) : elle est
le résultat d’'une vasculopathie des petits vaisseaux et d’une infection des cellules gliales, a
I'origine d’une leucoencéphalite.
Lencéphalite a VZV doit étre évoquée devant une atteinte fébrile du SNC. Les signes
évocateurs d’une infection a VZV sont la présence de vésicules cutanées, une atteinte des nerfs
craniens et des signes de vasculopathie a I'imagerie [24]. L'absence de rash cutané (plus de
50% des cas) rend le diagnostic plus difficile [25].
Lencéphalite a VZV est généralement de mauvais pronostic, avec une mortalité jusqu’a 15%
selon les études [25] et les séquelles neurologiques chez les survivants sont relativement
fréquentes. LUencéphalite a VZV associée au VIH induit une mortalité (33%) et une fréquence
des séquelles (33%) plus importantes malgré la mise en place d’un traitement antiviral.
Le traitement de référence est I'aciclovir en IV, avec une dose de 15mg/kg pendant une heure
toutes les 8 heures [19]. La durée recommandée est de 10 a 14 jours. Le foscarnet et le
ganciclovir pourraient étre utilisés en seconde intention dans les encéphalites a VZV en cas
d’échec, d’intolérance ou de résistance a l'aciclovir. Dans ces indications, la recherche

combinée des HSV1, HSV2 et VZV est souvent réalisée.
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f. Encéphalites a Cytomegalovirus
Les encéphalites a CMV surviennent presque exclusivement chez les patients
immunodéprimés ; de rares cas ont été décrits chez les patients immunocompétents [20].
La plupart des encéphalites a CMV concerne les patients infectés par le VIH (85%), rarement
les patients immunodéprimés autres que le VIH (12%) et exceptionnellement les patients
immunocompétents (3%) [26]. Depuis I'apparition de la trithérapie antirétrovirale, I'incidence
des infections a CMV chez les sujets infectés par le VIH a chuté [27].
Les complications neurologiques a CMV surviennent au cours d’'une immunodépression
profonde, quand le taux de lymphocytes T CD4 est < 50/mm3 [28], et signent le stade SIDA du
patient. Le tableau clinique des encéphalites a CMV est aspécifique, et il est difficile de les
différencier des encéphalites a VIH. Cependant, le mode d’installation est souvent brutal.
L'association d’une atteinte des nerfs craniens, un syndrome de la queue de cheval, une
myélite et une atteinte multiviscérale (rétinienne, pulmonaire, digestive) doit faire évoquer
une encéphalite a CMV.
A I'IRM, la leucopathie est souvent diffuse, mais I'imagerie cérébrale reste peu spécifique.
L'existence d’'une autre localisation viscérale de I'infection a CMV est un élément important du
diagnostic, et la recherche d’un foyer rétinien devrait étre systématique.
La positivité de la PCR CMV dans le LCR pose le diagnostic ; cependant le traitement antiviral

(ganciclovir IV ou foscarnet 1V) doit étre débuté sans attendre le résultat de cette PCR CMV.

g. Encéphalite a virus Epstein-Barr
Le virus Epstein-Barr (EBV) est responsable de la mononucléose infectieuse, pathologie
bénigne et trés répandue. Aprés la primo-infection, le virus reste latent dans les lymphocytes.

Une réactivation lors de déficiences immunitaires peut entrainer certaines formes graves,
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notamment des encéphalites. L'EBV est une cause importante d’encéphalite en population
pédiatrique, surtout chez les adolescents [18]. La primo-infection EBV a aussi été rapportée
comme étant une cause d’encéphalite aiglie chez le jeune enfant [29]. La coinfection avec un
autre agent pathogéne (virus ou bactérie) n’est pas rare. Le probleme se pose alors de la
responsabilité de 'EBV dans ces infections. Weinsberg et al. [30] rapportent 16 coinfections
neurologiques a EBV, associées a un autre pathogene. La charge virale s’étendait de 900 Ul
(peu significatif) a 615 000 Ul (significatif). L'affirmation du diagnostic d’encéphalite a EBV doit
étre établie avec prudence et les études a propos de la charge virale dans le LCR manquent.
Le génome étant présent dans une fraction des cellules mononuclées sanguines, la positivité
de la PCR EBV dans le LCR peut étre la simple conséquence d’un afflux de lymphocytes dans
ce compartiment du fait d’'une inflammation [7].

Quoiqu’il en soit, le traitement des formes neurologiques n’est pas codifié et il n’existe pas de
traitement anti-EBV spécifique [31]. Il repose essentiellement sur une restauration de

'immunité.

h. Encéphalite a Human Herpesvirus 6
Le Human Herpesvirus 6 ou HHV-6, est un virus neurotrope. C’est I'Herpes virus dont la
prévalence est la plus élevée chez ’homme, estimée a 100%.
Beaucoup de cas d’encéphalites limbiques a HHV-6 ont été rapportés a la suite de
transplantations de cellules souches [20]. Les encéphalites a HHV-6 ne surviennent
qu’exceptionnellement chez les patients immunocompétents.
En 2009, une étude rétrospective multicentrique a rapporté 23 cas d’encéphalites sur pres de

5500 transplantations allogéniques, dont la médiane de survenue était de 22 jours [32].
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En 2013, une seconde étude multicentrique, cette fois prospective, a rapporté 7 cas
d’encéphalites a HHV-6 aprés 233 transplantations de cellules souches, avec une médiane de
survenue de 70 jours. La survenue d’'une encéphalite était corrélée a un pic de réplication virale
dans le plasma (charge virale plasmatique de 21656 a 433693 copies/mL) [33].

La recherche de ’'HHV-6 dans le LCR lors d’atteintes neurologiques doit donc étre systématique
chez les patients immunodéprimés et chez les enfants de moins de 5 ans.

Linterprétation biologique de la positivité de la PCR HHV6 doit tenir compte de la possibilité
pour le sous-groupe A (HHV6-A) de s’intégrer au génome humain. Ainsi, une étude de 2011 a

estimé l'incidence de cette intégration a environ 2% dans la population caucasienne [34].

i. Encéphalites a VIH

Les manifestations neurologiques touchent les patients infectés par le VIH a tous les stades de
la maladie. La cohorte francaise French Hospital Database on HIV (FHDH) permet une
estimation de la fréquence des manifestations neurologiques centrales compliquant I'infection
par le VIH [Tableau 6] [35]. Depuis la mise en place de la trithérapie, on a observé un
effondrement de I'incidence des affections définissant le stade SIDA, qui a concerné toutes les
pathologies opportunistes [Figure 12].

Lincidence de I'encéphalite a VIH, encore appelée complexe démentiel du SIDA ou démence
associée au VIH, est de 1,8 pour 1000 patients-année en France. Son diagnostic repose sur un
faisceau d’arguments cliniques, biologiques et d’imagerie. Uexpression clinique peut aller d’un
simple ralentissement psychomoteur, de troubles mnésiques et de I'équilibre, a un tableau
plus évolué d’atteintes cognitives. Lapparition d’'un tableau neurologique chez un sujet
séropositif impose la réalisation d’une imagerie cérébrale en urgence: un tableau

d’encéphalite doit faire suspecter une encéphalite a VIH [28]. L'IRM, plus sensible que la TDM,
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montre une leucopathie diffuse bilatérale et symétrique. Les facteurs de risque de

I'encéphalite due au VIH sont I'age plus élevé lors de la séroconversion, le nombre de

lymphocytes T CD4, un antécédent de complications définissant le stade SIDA et la toxicomanie

par voie IV [36].

Pathologie

Encéphalite due au VIH

Toxoplasmose cérébrale

Accidents vasculaires cérébraux
Leucoencéphalite multifocale progressive
Cryptococcose méningée

Lymphome primitif du SNC

Tuberculose extrapulmonaire
(dont neurologique)

Syphilis (toutes formes confondues)

Incidence
1.8
1.5
13
1.0
0,2
0,1
2,0

7.0

Tableau 6. Incidence des principales pathologies neurologiques pour 1000 patients-année

Source FHDH 2009 (retour d’informations clinico-épidémiologiques, 16 octobre 2009, http://www.ccde.fr)

Patients vivants (%)

Tuberculose

Pneumocystose a Pneumocystosis jiroveci
Sarcome de Kaposi

Candidose cesophagienne

Maladie a cytomégalovirus

Toxoplasmose

Lymphomes

Encéphalopathie associée au VIH
Pneumopathie bactérienne récurrente
Leucoencéphalopathie multifocale progressive

T T T T T T T T T
1994 1995 19% 1997 1998 1999 2000 2001 2002

T T T T T
2003 2004 2005 2006 2007 2008

Figure 12. Incidence des 10 manifestations définissant le SIDA pour 1000 patients-année de 1994 a 2008

Source FHDH 2009 (retour d’informations clinico-épidémiologiques, 16 octobre 2009, http://www.ccde.fr)

On distingue 2 formes d’encéphalites a VIH : la forme aiglie lors de la primo-infection, qui est

spontanément résolutive et la forme subaiglie au stade tardif, lorsque les CD4 sont inférieurs

a 200/mm?3. Cette forme d’évolution progressive évolue vers un tableau de démence sous

corticale. Les troubles cognitifs sont importants mais on ne retrouve ni fievre, ni céphalées.

L'évolution est défavorable. Le seul traitement passe par la trithérapie antirétrovirale.
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La quantification du génome viral par RT-PCR dans le LCR (a interpréter en fonction de la
charge virale plasmatique) est un facteur prédictif des atteintes neurologiques. Une charge
virale élevée est corrélée au développement et a la sévérité de ces atteintes. Cette
quantification permet aussi le monitorage des traitements antirétroviraux.

Des virus mutants résistants doivent étre recherchés dans le compartiment du SNC.

j.  Encéphalites a virus Influenza

Le virus Influenza est responsable de la grippe. Il a été décrit dans des cas d’encéphalites aiglies
et d’encéphalites post-infectieuses (voir plus loin). Les encéphalites grippales surviennent de
facon épidémique. Lidentification et le diagnostic des cas sporadiques sont plus difficiles.

Le premier cas d’encéphalite a virus Influenza B diagnostiqué par PCR dans le LCR a été décrit
en 1998 dans le Tennessee [37] chez une petite fille de 6 ans. Peu de données sont disponibles
sur la surveillance des formes neurologiques associées a la grippe, a I'exception des travaux
publiés par les équipes japonaises [38]. Morishima et al ont décrit une série de 148 cas
diagnostiqués au cours de I'épidémie de grippe A (H3N2) de I'hiver 1998-1999 [39]. Cent-vingt
et un (81,8%) étaient des enfants de moins de 5 ans et les formes neurologiques étaient
rarement observées chez les plus de 10 ans. Trente-deux pourcent des patients sont décédés
et 9% ont présentés de lourdes séquelles. Cette prédominance des encéphalites survenant
chez les trés jeunes pourrait étre en partie expliquée par un niveau d’immunité contre le virus
de la grippe saisonniére (acquis ou vaccinal) plus faible par rapport aux enfants plus agés.

Aux Etats-Unis, 4 cas d’encéphalites associées au virus Influenza A (HIN1) ont été décrits a
partir de mai 2009 au Texas [40]. Les patients avaient moins de 17 ans, et ont présenté des
états fébriles avec convulsions ou confusions, sans anomalie au scanner ou a I'lRM. L'évolution

vers la guérison s’est fait sans séquelle.
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Au Japon en 2009, 132 cas d’encéphalites associées au virus Influenza ont été rapportés en 20
semaines [38]: 116 virus Influenza A(H1IN1), 15 virus A (autres que la souche HIN1) et 1 virus
B. Quatre-vingt-quinze pourcent des patients avaient moins de 15 ans (médiane : 8 ans). Sur
les 59 cas documentés, 5% sont décédés, 12% ont gardé des séquelles neurologiques et 83%

ont guéri sans séquelle.

k. Encéphalites rougeoleuses
La rougeole est la maladie infectieuse la plus contagieuse (taux de reproduction RO entre 12
et 18). La transmission se fait essentiellement par voie respiratoire et aéroportée, soit
directement auprés d’un sujet infecté, soit indirectement en raison de la persistance du virus
dans lair. Le lymphotropisme du virus induit une immunosuppression transitoire
(lymphopénie B et T). Ce phénoméne d’immunosuppression explique en partie les
complications faisant suite a I'infection par le virus de la rougeole [41].
Les complications sont plus fréquentes chez les enfants de moins d’un an et les adultes de plus
de 20 ans. |l s'agit surtout de maladies respiratoires et neurologiques. Parmi les complications
neurologiques de la rougeole, on décrit 3 types d’encéphalites : 'encéphalomyélite post-
infectieuse (EPI), la panencéphalite sclérosante subaigue (PESS) et I'encéphalite a inclusions
rougeoliques ou Measles Inclusion Body Encephalitis (MIBE).
La fréquence de I'EPI est estimée entre 0.5 et 1 pour 1000 cas de rougeole. Elle apparait 5 a
14 jours apres I'éruption : on note une réapparition de la fievre, des céphalées, et des troubles
de la conscience. L'évolution est fatale dans 10 a 20% des cas. L'étiologie de cette EPI pourrait
étre une démyélinisation par réaction auto-immune dirigée contre le virus de la rougeole dans
le tissu cérébral. On ne retrouve ni anticorps anti-rougeoleux, ni ARN viral dans le LCR; leur

recherche est donc sans intérét dans ce type d’atteinte.
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La redoutable PESS survient en moyenne 8 ans aprés I'épisode aigu avec une fréquence
d’environ 1 pour 100 000 cas de rougeole. Elle apparait plus fréquente si la primo-infection a
eu lieu pendant I'enfance avant I'age de 2 ans, et se caractérise par une détérioration mentale,
une ataxie et un coma. Les patients atteints de PESS présentent une synthese intrathécale d’AC
antirougeoleux dans le LCR. La destruction neuronale affecte aussi bien la substance blanche
et grise mais les mécanismes expliquant la survenue de la PESS sont mal connus. Les virus
retrouvés dans le tissu cérébral sont ceux circulant au moment de la primo-infection.

La MIBE est la complication neurologique de la rougeole la plus rare et touche essentiellement
les patients immunodéprimés, notamment au cours de leucémie aigue lymphoblastique,
d’infection par le VIH, de transplantation d’organe solide ou de cellules souches, de maladie
auto-immune. Cette encéphalite apparait dans les 6 mois qui suivent une rougeole et conduit
au déces dans 80% des cas. Le virus réplicatif peut étre mis en évidence et isolé a partir de
biopsies cérébrales. La sérologie dans ce contexte-la, est trés peu informative. Basée sur de
rares publications, la ribavirine en IV est actuellement utilisée pour traiter ces encéphalites
rougeoliques. Son efficacité dans le traitement de la MIBE est inconnue [43]. Elle inhibe la
réplication in vitro et a été utilisée avec succés dans le traitement d’infections rougeoliques
chez des patients immunocompétents. Elle a été utilisée au moins 4 fois dans le traitement de
la MIBE, avec un seul cas ou I'état clinique s’est amélioré. Toutefois, le patient a gardé des
séquelles neurologiques séveres. Les 3 autres patients traités sont décédés, notamment une
femme de 27 ans en 2010 a Caen [42].

L'épidémie de rougeole en France entre 2009 et 2013 a particulierement touchée les
nourrissons de moins d’un an. Le risque pour ces enfants de développer une PESS dans les
années a venir est important. Un protocole pour la mise en évidence de la synthese

intrathécale d’AC anti-rougeoleux caractéristiques de la PESS a été réalisé au CNR Rougeole
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[41]. Ce protocole utilise le dosage en paralléle dans le sang et le LCR de 'albumine et des AC
anti-rougeole, herpes et varicelle-zona. Il permet le calcul de plusieurs index pour établir la
synthese intrathécale d’AC anti-rougeoleux, vérifier I'intégrité de la barriere hémo-méningée

et éliminer une synthése polymorphe d’AC dans le LCR.

|.  Encéphalites rubéoleuses

La rubéole est une infection virale contagieuse, généralement bénigne qui touche le plus
souvent les enfants et les adultes jeunes non vaccinés. Chez la femme enceinte, la rubéole
peut entrainer la mort du foetus ou des malformations congénitales. Le virus se transmet par
voie respiratoire via les gouttelettes nasales expulsées par les sujets contagieux [44]. La
maladie est en général bénigne et se manifeste notamment par une éruption cutanée
(exanthéme) et une fiévre. Des formes rares d’encéphalites rubéolique, survenant vers le 10°™¢
jour de la maladie sont possibles, caractérisées par une infiltration lymphocytaire
périveineuse, une absence de virus dans les tissus atteints et des séquelles en général peu
importantes en pourcentage [45]. L'encéphalite rubéolique est considérée exceptionnelle
(1/5000 a 1/10000), de pronostic favorable avec guérison sans séquelles. Cependant, en 2002
dans les Tles Tonga et en 2003 dans les fles Samoa, une épidémie de rubéole a sévi, entrainant
un taux d’encéphalites anormalement élevé (1/300) et des déces chez les jeunes enfants [46].
Il a aussi été rapporté I'existence exceptionnelle de panencéphalite progressive rubéolique.
Elle est analogue en beaucoup de points a la PESS rougeolique [47]. Elle survient environ 10
ans apres une rubéole congénitale ou plusieurs années apres une infection rubéolique chez un
enfant. Elle est caractérisée par une démence progressive, des parésies, dysarthries,
mouvements choréiformes, crises d’épilepsie, ataxie cérébelleuse, évoluant en général vers le
déces.
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m. Encéphalites a Paréchovirus

Les paréchovirus humains, ou HPeV, (famille des Picornaviridae) comprennent plus d’une
dizaine de génotypes différents, dont 3 sont pathogénes pour I’homme : HPeV1, HPeV2
(anciennement Echovirus 22 et 23) et HPeV3 [48]. Ces virus sont fréquemment impliqués dans
les infections chez les enfants de moins de 5 ans. L'HPeV1 est responsable de gastroentérites,
d’infections respiratoires et du SNC. L'HPeV2 a été trés rarement rapporté comme pathogene
humain et 'HPeV3 est responsable, de plus en plus fréquemment, d’infections du SNC.

La séroprévalence des HPeV est de 22% a 2 mois et augmente jusqu’a 88% a 24 mois [49]. Ceci
explique que la grande majorité des infections a HPeV survient dans les premieres années de
vie. L'age médian des infections a HPeV1 et HPeV3 est respectivement de 14,6 mois et 1,3 mois
[48]. U'HPeV1 est associé a des cas sporadiques de méningites aseptiques, d’encéphalites et
d’encéphalomyélite [50]. L'HPeV3 est quant a lui, de plus en plus fréquemment impliqué dans
les méningo-encéphalites infantiles [51]. Ce génotype, particulierement neurotrope est a
I'origine d’encéphalites du nouveau-né (<3mois). Labsence de pléiocytose est dans ce cas
caractéristique. L'évolution est spontanée vers la guérison, mais quelques séquelles

neurologiques modérées peuvent subsister.

n. Encéphalites rabiques
La rage est une zoonose virale due a un Lyssavirus, présent dans la salive des espéces hotes.
Les carnivores terrestres (principalement le chien, mais aussi les renards) et les chauves-souris
(chiropteres) constituent ces espéces hoétes, ou réservoirs du virus. La transmission survient
apres morsure, griffure, Iéchage sur peau lésée ou des muqueuses, d’'un animal contaminé. La

contamination interhumaine est exceptionnelle.
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Le virus rabique est neurotrope : il infecte le systeme nerveux et affecte son fonctionnement.
Il ne provoque pas de lésions visibles mais perturbe le fonctionnement des neurones,
notamment ceux régulant l'activité cardiaque et respiratoire [52]. Aprés quelques jours a
quelques mois, I'individu atteint développe un tableau d’encéphalite. Une fois les signes
déclarés, I'évolution se fait vers le coma et le déces (souvent par arrét respiratoire) en quelques
heures voire quelques jours. Hormis de rares cas décrits, I'issue est toujours fatale. Un premier
cas de survie a été décrit chez un garcon de 6 ans en 1970 [53] ; en 2004, une jeune américaine
a aussi survécu aprés morsure par une chauve-souris, apres un lourd traitement et un séjour
en réanimation. Mais aucun patient traité de la méme facon depuis n’a survécu [52].

La rage est responsable d’environ 59 000 déces annuel dans le monde, principalement en Asie
et en Afrique, le plus souvent suite a une morsure par un chien enragé. Chaque année, environ
17 millions de personnes recoivent un traitement aprés exposition a des animaux soupgonnés
d’étre infectés par le virus de la rage.

Aucun cas de rage humaine acquise sur le territoire francais métropolitain n’a été rapporté
depuis 1924. En 2008, un cas humain a été rapporté en Guyane aprés morsure par une chauve-
souris. Depuis 1970, on dénombre 20 cas de rage humaine d’importation, dont pres de la
moitié chez des enfants entre 3 et 10 ans : 85% proviennent d’Afrique et 90% sont dus a des

morsures de chien [54].

0. Encéphalites a virus JC
La leucoencéphalite multifocale progressive (LEMP) est une infection due a une réactivation
d’un Poliomavirus : le virus JC. C’est un virus ubiquitaire touchant 2/3 de la population générale
de facon asymptomatique ou paucisymptomatique. Lorsqu’il infecte sa cellule cible,

I'oligodendrocyte (producteur de myéline), il entraine des Iésions dites de démyélinisation du
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SNC. La LEMP survient habituellement dans un contexte d’immunodépression profonde :
patient VIH, hémopathies, traitement immunosuppresseurs [90]. Des cas de LEMP ont aussi
été décrits chez des patients immunocompétents ou faiblement immunodéprimés recevant
des biothérapies [56]. Le diagnostic est établi grace a un faisceau d’arguments cliniques,
radiologiques et biologiques.

La symptomatologie clinique de la LEMP est aspécifique: trouble neurologique focal
progressif, troubles visuels, syndrome cérébelleux, troubles cognitifs. On observe aussi un
déficit sensitivomoteur affectant le plus souvent les membres supérieurs.

Al'imagerie, I'aspect est typique : onretrouve a I'lRM des lésions de la substance blanche sous-
corticale (fibres en U), bilatérales et asymétriques, un hyposignal en T1 et un hypersignal en
T2, et classiquement pas de rehaussement apreés injection de gadolinium [57].

La positivité dans le LCR de la PCR est inconstante, et le seul diagnostic de certitude repose sur
la positivité de la PCR sur la biopsie cérébrale. Il y a en général moins de 20 éléments/mm?3
dans le LCR [58], et la protéinorachie est élevée (>2g/L). Un taux élevé de virus JC dans le LCR
est de mauvais pronostic pour la survie du patient.

L'évolution clinique est rapide, méme si certains patients survivent plusieurs années avec de
lourdes séquelles neurologiques. Il n’existe pas de traitement spécifique : l'objectif est la

restauration de 'immunité, notamment avec la trithérapie chez les patients VIH.

p. Encéphalites a Arbovirus
Les arboviroses, transmises par des arthropodes hématophages, regroupent des affections
différentes quant a leur symptomatologie et surtout leur épidémiologie. Les arbovirus sont
classés en plusieurs familles [Figure 13] et les principaux arbovirus responsables d’encéphalites

sont regroupés dans la Figure 14.
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Le diagnostic biologique d’encéphalite a arbovirus repose sur la détection des anticorps IgM
et 1gG dans le LCR, avec mise en évidence d’'une séroconversion ou d’une augmentation

significative du taux des AC [18]. La recherche directe du virus par PCR est utile en cas de

prélevement précoce, pendant la phase de virémie.

Asfaviridae
Asfivirus
Bunyaviridae
\ //’ Nairovirus
A Bunyavirus
. 4 Hantavirus
Togaviridge «———— (ARBOVIRUS
S Flaviviridae
/ \
.
Rhabdoviridae Reoviridae
Vesiculovirus g?:;:,’;,r:::
Seadornavirus

Figure 13. Classification des Arbovirus

(Figure personnelle)

Bunyavirus Phlebovirus Flavivirus Alphavirus
Encéphalite Californienne  Fiévre de la Vallée du Rift Dengue Encéphalite équine de I'Est

La Crosse Toscana Encéphalite Japonaise  Encéphalite équine de I'Ouest

Rocio Encéphalite équine Vénézuélienne
Murray Valley Chikungunya
Saint-Louis

Encéphalite a tiques

Kunjin

West-Nile

Zika

Fiévre jaune

Powassan

Figure 14. Principaux Arbovirus responsables d’encéphalites

(Figure personnelle)

- Encéphalite a tiques
Les encéphalites a tiques sont dues a des arbovirus TBEV (Tick Borne Encephalitis Virus)
appartenant a la famille des Flavivirus. Il en existe 2 sous types: I'encéphalite russe (ou

orientale) et 'encéphalite d’Europe centrale (ou occidentale) [59]. C’est une cause importante
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d’infections du SNC dans les pays d’Europe orientale, centrale et septentrionale, dans le nord
de la Chine, en Mongolie et en Russie.

La transmission se fait par morsure de tique infectée, mais il arrive parfois que les vaches et
brebis infectées transmettent le virus dans le lait et les produits laitiers non pasteurisés et
infectent ainsi ’'hnomme par la voie alimentaire. La transmission interhumaine n’a jamais été
décrite. Pres de 10000 a 12 000 cas cliniques d’encéphalites a tiques sont notifiés chaque
année dans le monde [60]. En France, I'incidence est tres faible : 42 cas ont été rapportés entre
2000 et 2008 en Alsace et Lorraine [20]. Lincidence saisonniere de la maladie coincide avec
une exposition accrue au printemps, en été et en automne.

Uinfection est asymptomatique dans 2/3 des cas. Les signes cliniques apparaissent en 7 a 14
jours aprés la morsure de tique. La maladie évolue en 2 phases: une premiére phase peu
spécifique a type de syndrome pseudogrippal suivie par une seconde phase caractérisée par
des atteintes neurologiques notamment méningo-encéphalite, paralysie, atteinte des nerfs
craniens, radiculite [59]. Dans environ 40% des cas d’encéphalite, la maladie entraine des
séquelles permanentes, notamment des atteintes neuropsychiatriques et des cognitives. Le
taux de mortalité peut atteindre 20% [60].

Le génome viral peut, dans de rares cas, étre mis en évidence par PCR dans le LCR, mais le
diagnostic est surtout sérologique avec recherche des anticorps IgM spécifiques dans le LCR.
Le virus Powassan, souvent appelé a tort Tick Borne Encephalitis Virus aux Etats-Unis, est tres
proche du virus des encéphalites a tiques. Il est présent en Amérique du Nord et est
responsable d’encéphalites moins séveres. Entre 1958 et 2015, 37 cas humains ont été
rapportés, touchant surtout les personnes agées pendant I'été [20]. Aucun déces n’a été
constaté, mais les séquelles peuvent étre majeures. Lincidence de ce virus est en

augmentation, avec 16 cas déclarés en 2011 par le CDC aux Etats-Unis.
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- Encéphalite japonaise

Lencéphalite japonaise est due a un Flavivirus transmis par un moustique du genre Culex. C’est
la cause majeure d’encéphalites en Asie qui surviennent de facon endémique dans 24 pays des
régions OMS de I'Asie du Sud Est et du Pacifique occidental, ce qui représente plus de 3
milliards de personnes exposées au risque. Elle survient de fagon épidémique dans les régions
tempérées.

Une méta-analyse récente estime lincidence annuelle des infections dans 24 pays
endémiques a 1,8/100 000 habitants par an, allant de 0,01 a 10,6/100 000 habitants par an
selon les régions [20]. On dénombre 67 900 cas d’encéphalite japonaise déclarés chaque
année, dont 75% sont des enfants.

Linfection est le plus souvent asymptomatique sauf dans 1 cas sur 250 [62]. L'encéphalite est
caractérisée par des convulsions, un syndrome parkinsonien et une paralysie aigue flasque
[22]. Le taux de létalité est de 20 a 30%, surtout chez les enfants de moins de 10 ans mais les

séquelles neurologiques et psychiatriques sont observées chez 30% des survivants.

- Encéphalite a virus West Nile

Le virus West Nile (WNV), ou virus de Nil occidental, est un Flavivirus transmis par un
moustique du genre Culex. Les oiseaux constituent le réservoir du virus, et les hommes et
chevaux sont des hotes accidentels. Le virus est présent en Afrique, en Asie, aux Etats-Unis et
des cas sont régulierement rapportés en Europe de I'Est et du Sud (Gréce, Italie) depuis les dix
derniéres années.

Linfection est saisonniére dans les régions tempérées : 93% ont lieu entre juillet et septembre.
Les infections dues au WNV sont asymptomatiques dans 80% des cas, et des complications

neurologiques surviennent dans moins de 1%, surtout chez les personnes agées et
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immunodéprimées [20]. Lincidence de ces complications (encéphalites, mais aussi des
méningites, myélite et paralysie flasque aiglie) est en augmentation chez ces personnes a
risque [22]. Un systeme de surveillance a été mis en place aux Etats-Unis depuis 2001 ; les
complications neuroinvasives représentent 41% des cas, dont 63% sont des encépahlites [22].
L'age médian est de 60 ans, avec une |étalité de 12%.

Le WNV continue de se manifester dans le reste du monde. En France, en Camargue, apres 30
ans de silence, le virus a causé 76 cas d’encéphalites équines en 2000 et 31 cas en 2004. Il y a
eu 7 cas humains dans le Var en 2003 [63].

Le virus Kunjin, sous-type 1 du WNV, est présent en Australie. Il induit des infections moins

séveres, et aucun déces n’a été pour I'instant rapporté.

- Encéphalite due au virus Zika
Le virus Zika est un Flavivirus transmis par un moustique du genre Aedes. |l a été détecté pour
la premiére fois en Ouganda en 1947, et ne cesse de se propager au niveau mondial.
En France métropolitaine, 176 cas ont été biologiquement confirmés chez des personnes
revenant de zone de circulation du virus Zika, dont 7 femmes enceintes et une complication
neurologique [64].
Les infections sont souvent asymptomatiques (70 a 80%) ; les symptémes et signes cliniques
sont de type pseudogrippal associés a des éruptions cutanées. Chez les femmes enceintes, la
transmission du virus au foetus peut engendrer de graves anomalies du développement
cérébral.
La complication neurologique la plus fréquemment rapportée est le syndrome de Guillain-
Barré (voir plus loin). Le lien entre I'infection par le virus et 'apparition d’autres complications

neurologiques est en cours d’étude.
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En avril 2016, un cas de méningo-encéphalite chez un homme de 81 ans a été rapporté aux
fles Solomon. Le diagnostic a été posé grace a la positivité de la RT-PCR dans le LCR [65].

En aolt 2016, une femme de 47 ans est décédée au Brésil d’'une encéphalite [66]. Le diagnostic
a été cette fois sérologique, avec la mise en évidence par ELISA d’IgM dans le sérum et le LCR
al7 apres le début des signes cliniques. La séroconversion avec positivité des IgG dans le sérum
a J15 permet de confirmer I'infection aigue. La RT-PCR dans le LCR était négative.

Dans les régions endémiques, le virus Zika devrait donc étre considéré comme une cause

potentielle d’encéphalite.

- Encéphalites dues au virus de la dengue
Le virus de la dengue (Flavivirus), classé en 4 sérotypes (DEN-1 a DEN-4) est transmis par un
moustique du genre Aedes. La dengue est une maladie qui sévit principalement dans
I'ensemble de la zone intertropicale.
Ces dernieres années, Aedes albopictus s’est implanté en Amérique du Nord et en Europe, y
compris en France.
Désormais le risque de transmission de la dengue est devenu une réalité. En 2010 en France,
les 2 premiers cas autochtones de dengue ont été détectés [67].
Le nombre de cas de dengue notifiés chaque année a 'OMS augmente : il est passé de 0,4
millions en 1995 a 3,2 millions en 2015 [63]. Dans les DOM-TOM, les épidémies de dengue ont
touché en 2013 les Antilles, la Polynésie francaise et la Nouvelle-Calédonie.
Lencéphalite est une complication rare et atypique de I'infection par le virus de la dengue [20].
Une étude prospective cambodgienne rapporte 5 cas d’encéphalites a dengue sur 99 cas

cliniques d’encéphalites : 4 enfants et 1 adulte, dont 2 ont été fatales [68].
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Au Brésil, une étude prospective entre janvier 2005 et juillet 2006 rapporte 498 cas confirmés

de dengue, dont un cas d’encéphalite et deux cas de méningoencéphalites [69].

La dengue doit dont étre une cause potentielle d’encéphalite a considérer.

- Encéphalites dues au virus Toscana

Le virus Toscana est un Phlebovirus transmis par des mouches de sable du genre Phlebotomus.

Il est présent dans tout le bassin méditerranéen, et plusieurs cas d’encéphalites ont été

rapportés, notamment en France [20]. L'incidence des encéphalites est estimée a 1,5% en

France selon une étude nationale prospective [21].

La plupart des infections a Toscana sont des pathologies bénignes d’évolution favorable mais

des cas d’encéphalites ont été décrits [Tableau 7].

Publications Doudier et al. [71] Bartels et al. [72] Papa et al. [73] Howell et al. [74] Osborne et al. [75]
Age 76 73 49 82 65
Sexe  Homme ¢ Homme Femme | Homme Homme
“Lieude résidence/  Marseille (résidence) ltalie, Toscane Gréce (résidence)  ltalie (voyage) Sicile (voyage)
voyage (voyage)
AC spécifiques Positifs Positifs Positifs - Positifs
(sérum)
AC spécifiques - Positifs Positifs
(LCR)
PCR Négative Négative Positive - Positive
(LCR)
Evolution Guérison Décés Guérison Guérison Guérison

Tableau 7. Cas décrits d’encéphalites a virus Toscana dans le bassin méditerranéen ou en retour de voyage

(Tableau personnel)

- Encéphalites dues au chikungunya

Le virus chikungunya est un Alphavirus transmis par les moustiques du genre Aedes. Il est

présent au niveau mondial, en Amérique, Europe, Asie du Sud Est et en Afrique.
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Il est responsable d’atteintes articulaires trés invalidantes, d’ou son nom : « qui marche courbé
en avant » en langue Makondée. Les formes sévéeres n’étaient qu’exceptionnellement décrites
avant I'épidémie de 2005 survenue a I'ile de la Réunion. Cette épidémie a permis de montrer
I'existence de formes neurologiques graves, notamment des méningo-encéphalites. 12
patients ont été atteints (6 nouveau-nés et 6 adultes) de méningo-encéphalite sur plus de 7000

cas d’infections, et aucun déces ni aucune séquelle n’a été observé [20].

g. Encéphalites post-infectieuses

Parmi les encéphalites liées aux infections, on distingue les encéphalites infectieuses par
agression directe du pathogéne, et les encéphalites post-infectieuses, liées a un mécanisme
immunologique. Lencéphalite post-infectieuse, aussi appelée encéphalomyélite aigle
disséminée (acute disseminated encephalomyelitis [ADEM]) est définie par une atteinte
inflammatoire démyélinisante multifocale de la substance blanche du SNC. Elle est médiée par
un mécanisme auto-immun et s’installe le plus souvent suite a une infection ou une
vaccination (antigéne étranger).

LUADEM est plus fréquente chez I'enfant que chez l'adulte [77]; il semble exister une
prédominance saisonniére, avec un pic en hiver et un au printemps. Une infection ou une
vaccination sont les facteurs déclenchants les plus fréquents. On retrouve ceux-ci dans environ
75% des cas de I'enfant et dans 45 a 50% des cas chez I'adulte. L'incidence de I'ADEM est
estimée chez I'enfant entre 0,4 et 0,8/100 000 par an [78]. On ne dispose pas de données chez
I'adulte.

Les formes originales d’ADEM post-infectieuses ont été décrites dans les jours suivants
I'apparition d’éruptions exanthémateuses (rougeole, rubéole, varicelle). La fréquence de ce

type d’ADEM dans les pays développés a diminué avec les campagnes de vaccination. Ainsi

40



actuellement dans les pays occidentaux, la plupart des ADEM post-infectieuses sont observées
apres des infections non spécifiques (infections respiratoires, gastro-entérites). Les principaux
cas d’ADEM post-infectieuses et post-vaccinales sont rapportés dans le Tableau 8. Le délai
maximal entre infection et développement des symptomes neurologiques pour faire le
diagnostic d’ADEM post-infectieuse est de 30 jours. Il est de 3 mois pour les ADEM post-
vaccinales [77].

Le tableau encéphalitique est brutal, associant fréquemment des troubles de la conscience,
des convulsions, de la fievre et une raideur méningée. L'IRM est essentielle au diagnostic,

montrant des lésions diffuses ou multifocales de la substance blanche du SNC.

Infections Vaccinations
Virus Rage
Rougeole (1/1000)* Vaccin neural type Semple
(1/300—1/7000)*
Rubéole (1/20000)* Vaccin non neural (human
diploid cell) (<1/75000)*
Varicelle (1/10000)* Diphtérie—tétanos—coqueluche
(0,9/100000)*
Oreillons Poliomyélite
Influenza A ou B Variole (3/665 000)*
HIV Rougeole (vaccin vivant)
(0,1/100000)*
HTLV-1 Encéphalite japonaise
(0,2/100000)*
Hépatites A ou B VHB (dix cas décrits)®
HSV, EBY, CMV, HHV6 Influenza
Coxsackie Fiévre jaune
Coronavirus
Bactéries
Streptocoque
Chlamydiae
Campylobacter
Mycoplasma pneumoniae
Legionella
Leptospira

Borrelia burgdorferi
Rickettsia rickettsii

® La fréquence est indiquée entre parenthéses quand elle est
connue.

Tableau 8. Causes d’ADEM rapportées dans la littérature, d’apres [77]

L'analyse du LCR peut montrer des anomalies aspécifiques (pléiocytose, hyperprotéinorachie),
mais aucun agent infectieux n’est détecté.
Il n"existe pas de marqueur biologique spécifique de la maladie, le diagnostic est basé sur un

faisceau d’arguments anamnestiques, cliniques et radiologiques [Figure 15].
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L'évolution est généralement favorable sous traitement immunomodulateur: corticoides
intraveineux, immunoglobulines polyvalentes et échanges plasmatiques.
La mortalité de I'’ADEM est actuellement inférieure a 5% chez I'enfant et d’environ 8% chez

I'adulte [77].

Encéphalopathie aigué

+/= signes neurologiques multifocaux

+/- fiévre

+/- amécédents récents d'infection ou vaccination

1. Eliminer infection du SNC

- Hémocultures, sérologies , LCR : cultures bacténennes, PCR virales

- Débuter imméd un tre anti-bacténen et antiviral

dans |"attente des resultats

2. Bilan auto-immun, immunoélectrophorése protides sang et LCR

3. Réaliser une IRM cérébrale +/- médullaire avec injection de gadolinium

N

Encéphalite Encéphalite post-infecticuse ou ADEM Autre cause d’encéphalopathie
infectieuse -Facteur déclenchant Sepsis
l\\wllvnnx viral, vaccmaton, mm:ij non \|\\v11-_lu" Mclnhohquc. c:lrcnncllc
- Lésions démyélinisantes & I'IRM cérébrale Toxique
Traitement +/- médullaire Vasculaire
anti-infecticux = LCR « inflammatoire » , absence d'infection ’

Pathologie auto-immune
Néoplasie
Epilepsie

! |

T'raitement immuno-modulateur T'raitement étiologique

en fonction des neuro-meningée évolutive
résultats du LCR

Figure 15. Approche diagnostique d’une encéphalomyélite aigiie disséminée (ADEM), d’apres [77]

C. Rhombencéphalites virales

Le terme de rhombencéphalite désigne l'inflammation du rhombencéphale, ou cerveau
postérieur, et concerne donc simultanément le bulbe rachidien, la protubérance annulaire (ou
pont de Varole) et le cervelet [Figure 16].

Les termes de rhombencéphalite et d’encéphalite du tronc cérébral sont utilisés de facon
interchangeable par la plupart des auteurs, bien que les localisations anatomiques de ces 2
atteintes soient différentes.

Les étiologies des encéphalites incluent les infections, les maladies auto-immunes et les

syndromes paranéoplasiques [Tableau 9] [104].
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Figure 16. Coupe longitudinale du cerveau

http://www.lecorpshumain.fr/anatomie/le-cerveau/le-cerveau.html

Listeria monocytogenes est la cause la plus fréquente de rhombencéphalite infectieuse, suivie
par I'EV71 et I'HSV. Le virus de I'encéphalite japonaise est aussi une cause fréquente de
rhombencéphalite, mais uniquement dans les régions endémiques d’Asie.

La paralysie des nerfs craniens est retrouvée dans 75% des rhombencéphalites [105] et I'ataxie
cérébelleuse est fréquente. Une altération de la conscience, une confusion, de la fievre et un
méningisme sont plus souvent rapportés lors des rhombencéphalites d’origine infectieuses.
L'analyse du LCR met en évidence une pléiocytose quasi constante, pouvant aller de 5 a plus
de 500 éléments/mm?3, avec une formule panachée dans la plupart des cas.

Le traitement probabiliste recommandé est I'association de I'amoxicilline et de I'aciclovir, actifs
I'un contre la Listeria et I'autre contre I'Herpés, qui sont les 2 agents les plus communément
impliqués et possédant un traitement efficace.

L'EV71, a l'origine notamment des syndromes pieds-mains-bouche, est connu pour induire des
manifestations neurologiques parfois graves. Depuis une dizaine d’années, des épidémies
réguliéres surviennent en Asie / Pacifique, notamment en 1998 a Taiwan, ou la mortalité des
infections neurologiques a EV71 a atteint 11%. Plus récemment, des cas sont survenus en

Europe, dont un cas mortel en France en avril 2007 chez un garcon de 17 mois [106].
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L'HSV a été rapporté dans 24 cas de rhombencéphalites au moins [107]. L'dge médian était de
41,4 ans (54% d’hommes). Le rhombencéphale était touché spécifiguement dans 54%, et était
associé a une atteinte du lobe temporal dans 42% et du lobe frontal dans 33%.

Cliniguement on notait une atteinte ophtalmique (mouvements oculaires anormaux,
nystagmus, ptosis) dans 81%, des déficits d’autres nerfs craniens et de la fievre (69%), des
céphalées (50%), une ataxie (38%), une dysphagie (31%).

La cellularité du LCR était variable, en moyenne de 93 éléments/mm?3 (de 0 a 465
éléments/mm?3), avec prédominance de formules panachées.

La mortalité était de 22% pour les patients traités par aciclovir et de 75% pour les patients non
traités par aciclovir.

Les cas de rhombencéphalite a EBV sont rares : 4 selon Moragas et al. [105]. L'age médian des
patients (100% de femmes) était de 20 ans. Lataxie, la fievre et l'altération de I'état de
conscience sont les principaux signes cliniques associés. La cellularité, plus faible que pour
I’'HSV, était en moyenne de 24 éléments/mm?3, représentés uniquement par des lymphocytes.
Crawford et al [108] rapporte 3 cas de rhombencéphalites a HHV6 chez des enfants
immunocompétents (de 9 mois a 3 ans). Une légére fievre ainsi que des symptdomes
respiratoires et une ataxie sont les signes cliniques communs, et la cellularité du LCR reste

modérée (de 23 a 157 éléments/mm?3).
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Etiology Frequency®

Infectious
Listeria Common
Enteroviruses
Enterovirus 71 Common
Bulbar poliomyelitis Now very rare
Coxsackicvirus Al6 Very rare
Echovirus Very rare
Flaviviruses
Japanese encephalitis Common
St. Louis encephalitis Very rare
West Nile virus Rare
Herpes viruses
HSV Uncommon
EBV Rare
HH6 Rare
MV Very rare
vzv Very rare
Other infections
Bacterial RE
B Rare
Pncumococcus Very rare
Brucella Very rare
Borrelia (Lyme discasc) Very rare
Salmonella Very rare
Legionella Very rare
Mycoplasma Rare
Viral RE
Rabies virus Very rare
Eastern equine encephalitis Very rare
Adenovirus Very rare
Influenza A Very rare
Other
Meclioidosis Rare
Aspergillus Very rare
Mucomycosis Very rare
Nocardia Very rare
Cysticercosis Very rare
Toxoplasmosis Very rare
Autoimmune
Bcehceet discase Common
SLE Very rare
Relapsing polychondritis Very rare
Sjogren's syndrome Very rare
Sarcoidosis Very rare
Vogt-Koyanagi-Harada Very rare
Parancoplastic Uncommon
Other
Lymphoma Very rare

Tableau 9. Etiologies des rhombencéphalites / encéphalites du tronc cérébral

aFréquence : « common » indique une centaine de cas « uncommon » indique une douzaine ou plusiseurs douzaines de cas « rare »
indique entre 7 et 12 cas et « very rare » indique de 1 a 6 cas

RE Rhombencéphalite ; SLE Lupus érythémateux systémique; TB Tuberculose

(Jubelt B. Rhombencephalitis / Brainstem Encephalitis. Curr Neurol Neurosci Rep 2011)

45



D. Syndrome de Guillain-Barré
Le syndrome de Guillain-Barré (SGB), ou polyradiculonévrite démyélinisante aiglie, est la cause
la plus fréquente et la plus sévere de paralysie aiglie. Il fait suite a un épisode infectieux dans
la plupart des cas, et se traduit par une paralysie qui débute le plus souvent au niveau des
membres inférieurs puis remonte vers le haut du corps, pouvant atteindre les muscles
respiratoires et les nerfs craniens.
Lincidence en Europe et en Amérique du Nord est estimée entre 0,8 et 1,9/100 000 habitants
par an [79]. Le SGB touche plus fréquemment les adultes que les adolescents et les enfants.
Dans une étude rétrospective incluant 5469 cas de SGB entre 2000 et 2014, I'incidence était
de 1,71/100 000 habitants par an, avec une mortalité associée de 1,61%. L'age médian était
de 52 ans, dont 61% d’hommes [80].
Les agents infectieux les plus communément en cause sont le Campylobacter jejuni (25 a 50%),
le CMV, I'EBV, le virus Influenza A, le Mycoplasma pneumoniae et I’Haemophilus influenzae.
Depuis I'émergence des arboviroses, on observe une augmentation des SGB, parallelement a
certaines épidémies de virus zika et chikungunya dans le monde [79].
Le SGB est une urgence neurologique et nécessite une hospitalisation le plus rapidement
possible. Le diagnostic est essentiellement clinique.
Lanalyse du LCR montre une dissociation albumino-cytologique et une hyperprotéinorachie,
qui peut étre retardée de quelques jours, et atteindre plusieurs g/L. La dissociation albumino-
cytologique, c’est-a-dire I'élévation importante du taux d’albumine dans le LCR malgré une
cellularité normale, est évocatrice d’un SGB, bien que non spécifique [81].
La primo-infection par CMV représente la deuxieme cause infectieuse des SGB en terme de
fréquence. Dans étude prospective francaise, 506 patients ont été hospitalisés pour un SGB

[82]. Parmi eux, 63 (12,5%) avaient une primo-infection CMV dans les semaines précédentes.
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Le risque estimé de développer un SGB aprés une primo-infection CMV est compris entre 0,6
et 2,2 cas de SGB pour 1000 primo-infections a CMV [83].

Sur le plan épidémiologique, une association temporelle entre le nombre de cas de syndromes
grippaux et de SGB déclarés a été rapportée [84], ainsi qu’une association entre le nombre de
cas hebdomadaires de grippes confirmées au laboratoire et le nombre de cas de SGB [85]. Une
étude francaise a permis d’estimer I'incidence du SGB associé a la grippe entre 4 et 7 cas de
SGB pour 100 000 cas de grippe [83].

L'association entre la vaccination anti-grippale et la survenue de SGB a été observée aux Etats-
Unis depuis 1976, ou une vaccination massive de plus de 45 millions de personnes a été
soudainement interrompue suite a une augmentation significative du nombre de SGB (plus de
500, dont 25 déceés). Pendant la campagne vaccinale de 2009 contre le virus influenza HIN1,
une surveillance par les autorités sanitaires américaines a été mise en place ; elle a permis de
mettre en évidence une corrélation entre la vaccination et la survenue de SGB. Lincidence
estimée de SGB était de 1,21 pour 100 000 personnes non vaccinées contre 1,92 pour 100 000
personnes vaccinées [86].

Lors de I'épidémie d’infections par le virus zika en Polynésie francgaise en 2013-2014, 42 SGB
ont été recensés, soit 17 fois plus que la normale [87]. Sur ces 42 patients atteints de SGB, 37
(88%) ont présenté un syndrome viral compatible avec une infection par le virus zika quelques
jours auparavant et tous (100%) possédaient des AC spécifiques contre le virus zika. Apres 3
mois, aucun patient n’est décédé, et 24 (57%) pouvaient marcher sans assistance.

Le virus zika est donc devenu un des agents pathogenes potentiellement responsable de SGB,
surtout dans les pays ou le virus est a I'origine d’épidémies.

Une revue de la littérature effectuée entre 2000 et 2015 a permis de recenser 5 SGB sur 64

cas d’infections neurologiques a chirungunya [Tableau 10] [88]. Lors des épidémies de
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chikungunya de 2014 en Martinique et en Guadeloupe, 13 cas de SGB ont été rapportés, dont

2 décés et 4 infections graves avec séquelles lourdes [89].

Category B Category A

Diagnoses Count Diagnoses Count

[

Encephalitis 6
8 GBS 3

Encephalitis

Optic neuropathy

Neuroretinitis

ADEM

(Encephalo-) Myeloradiculopathy

GBS

Bickerstaff-MFS-GBS 1

Myelitis 1
1

N W W A -

Acute encephalopathy
TOTAL = 55 TOTAL=9

Tableau 10. Liste des diagnostics pour les 64 cas d’infections neurologiques a chikungunya de catégories A (probable cas) et B (possible
cas) [88]

E. Myélites infectieuses
Les myélites, ou myélopathies, sont des atteintes inflammatoires de la moelle épiniere
caractérisées cliniquement par des symptdomes et signes de dysfonctionnement
neurologiques, responsables d’une faiblesse et/ou d’un déficit sensitif.
Cliniguement, on distingue les myélopathies aigiies (<4 semaines) et chroniques (>4
semaines).
Les myélites aiglies sont fréquemment divisées en 2 catégories selon I'extension
topographique de I'atteinte : myélites aiglies transverses (MAT) et myélites aiglies partielles
(MAP).
Les MAT (de loin les plus fréquentes) sont caractérisées par une lésion unique, habituellement
étendue en longueur sur plusieurs segments médullaires. Les atteintes de la motricité sont
bilatérales et séveres, avec présence de troubles sphinctériens (vessie neurologique),
associées a l'existence d’un niveau sensitif et d’'une lésion extensive de la moelle a I'IRM.

Dans les MAP, I'atteinte est strictement sensitive et unilatérale, limitée en hauteur.
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Les étiologies des myélites aigues sont nombreuses : maladies inflammatoires ou auto-
immunes (Lupus, sclérose en plaque SEP, sarcoidose), infectieuses, paranéoplasiques, post-
radiques, ou encore idiopathiques (diagnostic d’élimination).

Les myélites chroniques, plus rares, ont plusieurs étiologies : métaboliques (déficit en vitamine
B12 ou en cuivre), inflammatoires (SEP progressive), neurodégénératives.

L'IRM médullaire est 'examen essentiel pour établir le diagnostic et I'IRM cérébrale permet
d’affiner le diagnostic étiologique. On compléte la démarche diagnostique par I'analyse du LCR,
importante dans les myélites aiglies, notamment lorsqu’une étiologie tumorale, inflammatoire
ou infectieuse est suspectée, en présence d’une IRM normale ou non spécifique.

Cependant, chez 15 a 30% des patients, I'étiologie reste inconnue : on parle alors de myélite
idiopathique [91].

Cliniqguement, la myélite se traduit par une paralysie aiglie ou une faiblesse progressive, une
perte de sensibilité, une fatigabilité musculaire associée a une hyper-réflexie et un signe de
Babinski. Les anomalies sensitives incluent des paresthésies, engourdissements et sensations

de picotement, voire parfois des sensations douloureuses.

Les myélites infectieuses peuvent étre causées par de nombreux virus, bactéries, champignons
ou encore parasites [Tableau 11]. Les myélites virales peuvent atteindre la substance blanche,
la substance grise, ou la corne antérieure de la moelle épiniére. La plupart des atteintes de la
substance grise, ou des infections des cellules de la corne antérieure de la moelle épiniere sont
dues aux EV (poliovirus, EV71, echovirus, coxsackievirus A et B) et aux Flavivirus (WNV,
encéphalite japonaise et encéphalites a tiques), alors que les atteintes de la substance blanche

sont dues aux Herpesvirus (HSV, VZV) [91].
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1. Viral ctiology

a. DNA viruses:

© Herpes simplex virus (HSV)-2

© Human herpes viruses 6 and 7

© Varicella-zoster virus

© Cytomegalovirus

© Epstein-Barr virus

b. RNA viruses:

© Flaviviruses: dengue, Japancse encephalitis virus, St Louis virus, tick-bome virus
© Orthomyxoviruses: influcnza A

© Paramyxoviruses: measles, mumps

© Picomnaviruses: coxsackic viruses A and B, echoviruses, enterovirus-70 and -71, hepatitis A and C,
poliovirus type 1, 2, and 3

2. Bactenal ctiology
a. Mycoplasma pneumoniae
b. Tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis)
c. Syphilis (Treponema pallidum)
d. Neurobrucellosi (Brucella)
¢. Listeria monocytogenes
f. Lyme/Borreliosis (Borrelia burgdorferi)
g. Sreptococcus pneumoniae
h. Staphylococcus aureus
i. Rickettsiae (R. rickettsii and R. tsutsugamushi)
). Chlamydia pneumoniae
k. Bartonella henselae
3. Fungal ctiology

a. Pnmary pathogens: Cnptococcus neoformans, Coccidioides immitis, Blastomycetes dermatitides,
Histoplasma capsulatum

b. Sccondary pathogens/opportunistic agents: Candida specics, Aspergillus specics, Zygomycetes
4. Parasitic ctiology

a. Schistosoma specics

b. Toxocara canis

c. Echinococcus specics

d. Taenia solium

e. Trichinella spiralis

f. Plasmodium specics

Tableau 11. Etiologies infectieuses des myélites [91]

Jusqu’a la campagne de vaccination mondiale de 'OMS en 1988, la poliomyélite était la
premiere cause de myélite aiglie. En 2016, le nombre de cas de poliomyélite a atteint le niveau
le plus bas jamais enregistré : 37 cas confirmés, au Nigeria, en Afghanistan et au Pakistan [92].
LEV71 induit des tableaux de « paralysie flasque aigue ressemblant a la poliomyélite et
I'encéphalite avec atteinte du tronc cérébral et de la moelle, associée a une défaillance cardio-
pulmonaire » [93]. Il est a l'origine d’épidémies régulieres, notamment en Asie, parfois
considérables, comme en Chine, avec 490 000 cas de syndromes pieds-mains-bouche dont 78
déces (la plupart dus a des encéphalites, méningo-encéphalites, et aussi paralysies flasques
aigles) [94]. Moins fréguemment, les Echovirus et Coxsakievirus sont responsables de

paralysie flasque aiglie, en général de gravité moindre [95-98].
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Les Herpesvirus sont probablement la cause la plus fréquente de myélite transverse, soit par
invasion virale directe, soit par des mécanismes immuns. Comme I'HSV et le VZV sont latents
dans les ganglions trijumeau et sacré, ils peuvent se réactiver et induire des encéphalites et
méningites, mais aussi des myélites transverses lors d’'une réactivation au niveau de la moelle
épiniere. L'HSV est a l'origine de différents types de myélites, allant de la forme mineure avec
guérison sans séquelles, a la forme grave nécrotique avec séquelles irréversibles. L'HSV1 est
plus fréquemment responsable de myélites chez les enfants, alors que c’est I’'HSV2 chez les
adultes [91].

Les myélites sont une complication peu fréquente des infections a VZV, dont la plupart
surviennent chez des patients immunodéprimés. Chez ces patients, la myélite est due a une
invasion virale directe de la moelle épiniere par le VZV. La plupart des patients présentent un
zoma dermatologique 1 a 3 semaines avant l'apparition de la myélite, qui est en général
subaiglie et asymétrique, et associée initialement a une faiblesse des membres inférieurs [91].
Les méningites et encéphalites sont les manifestations cliniques les plus fréquentes du virus
des encéphalites a tiques. Les paralysies flasques, caractéristiques des
méningoencéphalomyélites, surviennent pendant la phase fébrile de I'infection. Les myélites
surviennent généralement en association a l'encéphalite, et sont rarement la seule
manifestation des infections a TBEV [99].

La paralysie flasque (syndrome pseudopoliomyélitique) est un des signes majeurs et habituels
de la méningo-encéphalite sévere due au virus de I'encéphalite japonaise [100]. Il est fréquent,
surtout chez I'enfant de moins de 10 ans, que persistent des séquelles neurologiques plus ou
moins séveres, notamment une faiblesse musculaire voire des paralysies (en particulier des
nerfs craniens et des membres). La plupart de ces séquelles neurologiques régressent, parfois

complétement, en deux a trois ans.
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Les infections neuroinvasives dues au WNV incluent des méningites, encéphalites et/ou
paralysies flasques aigties, plusieurs de ces atteintes pouvant étre retrouvées. Environ 10% des
patients présentant une infection neuroinvasive développent une paralysie flasque aigle [91].
Durant I'été 1999, la premiere épidémie d’encéphalites a WNV est survenue a New York. Parmi
les 59 patients, 27% présentaient une faiblesse musculaire, et 10% une paralysie flasque aiglie

[101].

F. Paraparésie spastique tropicale
Isolé en 1980 aux Etats-Unis, le virus HTLV-1 (Human T cell Leukemia/Lymphoma virus de type
1) est le premier rétrovirus humain a avoir été découvert. Dix a vingt millions de personnes
sont infectées par ce virus a travers le monde [102]. Les foyers majeurs d’infection endémique
a HTLV-1 sont localisés au sud-ouest du Japon, dans les Caraibes, en Amérique latine et en
Afrique tropicale [Figure 17].
La séroprévalence est de 3% aux Antilles francaises et en Guyane, et elle est de 0,003% en
France métropolitaine [103]. Dans les zones de forte endémie, la séroprévalence augmente
avec l'age.
Dans 5% des cas d’infections a HTLV-1, les personnes développent soit un cancer, 'ATLL (adult
T cell leukemia/lymphoma), soit une neuromyélopathie.
La paraparésie spastique tropicale, ou neuromyélopathie associée a HTLV-1, est une
pathologie de I'adulte, avec prédominance féminine, survenant entre 40 et 50 ans. Le début
est en général insidieux, marqué par des lombalgies et des troubles urinaires. La progression
de la maladie est variable, cependant aprés 10 ans d’évolution, pres de 50% des patients sont

grabataires [102].
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Figure 17. Répartition mondiale des infections a HTLV-1

(Gessain A, Cassar O. Epidemiological aspects and world distribution of HTLV-1 infection. Front Microbiol 2012)

A la phase d’état, le tableau clinique est dominé par une paraparésie ou une paraplégie
spastique et symétrique. Les signes sensitifs sont généralement modérés et I'état général est
conservé au début de la maladie. Les troubles sphinctériens sont fréquents.

’examen du LCR montre une pléiocytose modérée (<50 éléments/mm?3) a prédominance
lymphocytaire, et la protéinorachie est normale [103].

Plusieurs traitements font I'objet d’essais thérapeutiques (immunoglobulines, interféron,
corticoides), mais le traitement est essentiellement symptomatique. Il n’existe pour I'instant

pas de vaccin contre I'HTLV-1.

4. Approche syndromique des infections du SNC

A. Contexte actuel
Les infections du SNC, notamment les méningites et encéphalites, peuvent étre dues comme
nous venons de le voir a de trés nombreux agents infectieux. Les méningites a EV, de loin les
causes de méningite les plus fréquentes en France, ne disposent que d’un traitement
symptomatique et sont a l'origine dans la plupart des cas d’infections bénignes. Les méningites

bactériennes [Figure 18] nécessitent pour leur part une antibiothérapie ciblée.
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Figure 18. Etiologie des méningites bactériennes chez les enfants et les adultes en France entre 2005 et 2010 (EPIBAC/InVS)

En France, I’'HSV1 est la premiere cause d’encéphalite infectieuse, suivi par le VZV, Mycoplasma
tuberculosis et Listeria monocytogenes [Figure 19].

Les méningites et encéphalites infectieuses sont des urgences thérapeutiques ; un retard au
diagnostic engendre un retard dans la prise en charge adaptée (antibiothérapie ciblée), un taux
de complications plus important, une prolongation des durées de séjour, la prescription
d’examens complémentaires le plus souvent inutiles et colteux, et la surconsommation

d’antibiotiques et d’antiviraux.

Sans étiologies
49%

Mycobacterium
tuberculosis

Autres agents i
infectieux
o% 7%

"" Listeria monocytogenes
5%

Figure 19. Etiologies des encéphalites infectieuses en France

(Mailles et al. CID 2009) [21]

Toutes les recommandations actuelles imposent d’effectuer en premiére intention et le plus

rapidement possible une PL a la recherche d’agents bactériens (examen direct, cultures,
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recherche d’antigénes et parfois biologie moléculaire) et de virus (biologie moléculaire
uniquement). En dehors de tout contexte épidémiologique, I'HSV et I'EV sont les virus a
rechercher en priorité. De plus, depuis la 17°™¢ Conférence de Consensus en Thérapeutique
Anti-infectieuse, il est recommandé « de rechercher le génome viral de I'EV par RT-PCR en cas
de méningite avec faible suspicion de méningite bactérienne, ceci permettant d'éviter la
réalisation de PCR bactériennes et d'arréter un traitement antibiotique si celui-ci avait été
initié » [5]. Mais plusieurs problémes restent récurrents :

Il existe de nombreuses exceptions a l'algorithme d’orientation sur les bases de la

cytologie (absence de pléiocytose, formule a polynucléaires neutrophiles malgré une
étiologie virale...)
- La sensibilité de la lecture de I'examen direct (coloration de GRAM) et de la recherche
d’antigenes solubles dans le LCR est faible
- Les cultures sont parfois non contributives : méningite bactérienne décapitée par les
antibiotiques, pousse bactérienne difficile, cultures aprés enrichissement avec
allongement du délai de rendu des résultats...
- Volume d’échantillon souvent insuffisant, nécessitant une hiérarchisation dans le choix
des tests
Lapproche syndromique des infections du systeme nerveux central permet d’optimiser la prise
en charge du patient a travers la recherche en priorité des agents infectieux les plus
fréquemment rencontrés. Le développement récent des techniques de PCR Multiplex s’inscrit

dans cette problématique actuelle.
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B. Outils disponibles

Il existe plusieurs types de PCR Multiplex disponibles sur le marché ; certains permettent la

détection uniquement de virus et d’autres contiennent un panel plus large avec détection

simultanée de virus, de bactéries et de levures [Tableau 12].

_m

Clart® Entherpex

FTD® Neuro 9

Eazyplex® Amplex

Seeplex® Meningitidis Seegene

MeningoFinder® 2SMART
PathoFinder

FilmArray®
Meningitis/Encephalitis Panel
Biomérieux

HSV1
HSV2
vzv

HSV1
HSV2
vzv

HHV6

HSV1
HSV2
vzv

HSV1
HSV2

HsV1
HSV2
vzv

HSV1
HSV2

cmv
EBV
Entérovirus

MV

EBV
Adénovirus
HHV7

cmv
EBV

cmv
EBV
Entérovirus

cmv
HHV6

HHV6 < 9 virus
HHV7
HHV8
Entérovirus 11 virus
Paréchovirus
Parvovirus B19
N.Meningitidis S.Agalactiae 7 agents pathogénes:
S. i L 3 virus
4 bactéries
HHV6 S.F L 12 agents pathogénes:
Entérovirus N.Meningitidis S.agalactiae 7 virus
H.Influenzae 5 bactéries
HHVE L S. i Cr ttii, Cr 22 agents
HHV7  Oreillons N.Meningitidis E.coli K1 neoformans 12 virus
HHV8  Paréchovirus S.Aureus B.burgdorferi 8 bactéries
S.Pneumoniae B.miyamatoi 2 levures
Entérovirus L S. lactic Cryp of g 14 agents pathogenes:
Paréchovirus N.Meningitidis E.coliK1 (pas de distinction entre les 2 espéces) 7 virus
S.Pneumoniae H.influenzae 6 bactéries
1 levure

Tableau 12. Outils diagnostique de PCR Multiplex disponibles pour la recherche des agents infectieux responsables d’infections du SNC

(Tableau personnel)

Les kits Clart® Entherpex et FTD® Neuro 9 permettent uniquement la détection de virus et

nécessitent une extraction préalable.

Les kits Eazyplex” Amplex, Seeplex” Meningitidis Seegene, et MeningoFinder® 2SMART,

PathoFinder, permettent la détection de plusieurs virus et de bactéries, mais nécessitent eux

aussi une extraction préalable.

Le systéme FilmArray®, BioMérieux, est pour le moment le seul & permettre la détection de

nombreux agents pathogénes en incluant les étapes d’extraction du génome viral,

d’amplification des sondes spécifiques, et de détection. Lavantage notable de ce type de

technologie, « sample to result », est une suppression des étapes intermédiaires nécessaires

avec des techniques classiques de PCR (prétraitement, extraction, manipulations manuelles).

L'échantillon de LCR est dans ce cas inséré dans 'automate, qui rend le résultat au bout d’une
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heure environ. L'évaluation de cette technologie, ses avantages et inconvénients sont détaillés

dans la Partie 2.

C. Place actuelle des techniques de PCR Multiplex
Les infections du SNC sont des maladies infectieuses fréquentes chez les enfants et les adultes ;
elles sont de sévérité variable, mais la plupart d’entre elles nécessitent une consultation aux
urgences, voire souvent une hospitalisation. Elles induisent souvent des examens
complémentaires colteux, et la prescription d’antibiotiques, parfois inutiles.
Le diagnostic étiologique est souvent impossible grace aux seuls signes cliniques. Lapproche
syndromique permet de réaliser un seul prélevement de LCR, pour une seule technique
détectant la grande majorité des agents pathogénes a l'origine d’infections du SNC.
Déja largement utilisée pour les infections respiratoires, cette approche syndromique est une
alternative prometteuse pour palier a certains inconvénients des techniques actuelles.
Quelques études ont été menées a propos de I'évaluation des différents kits commercialisés.
Le kit Seeplex” Meningitidis Seegene, a été évalué dans une étude prospective de 2011 sur 27
contrOles et 78 échantillons de LCR humains [110]. Aucune réaction croisée ni aucun faux
positifs n'a été retrouvé. En revanche 6 échantillons, positifs en technique usuelle, étaient
négatifs avec le kit testé, et 2 discordances ont été observées sur les échantillons positifs.
Le kit MeningoFinder®, PathoFinder (détection de 6 virus uniquement) a été étudié
rétrospectivement en 2008, sur 50 échantillons de LCR [111]. Les résultats étaient concordants
avec les techniques usuelles dans 96% des cas. Les limites de détection étaient variables selon
les différents virus. Deux échantillons contenant de faibles charges virales d’EBV étaient

faussement négatifs avec cette technique. Aucune étude n’est actuellement disponible
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concernant le kit MeningoFinder® 2SMART, PathoFinder, permettant la détection de 22 agents
pathogenes.

Une étude multicentrique prospective de 8 mois a été menée aux Etats-Unis en 2014 pour
évaluer les performances du kit FilmArray® Panel Meningitis/Encephalitis, BioMérieux [112].
Au total, 1560 échantillons de LCR ont été collectés, et les résultats obtenus ont été comparés
avec les techniques usuelles (cultures bactériennes et biologie moléculaire). La technique
FilmArray® a été effectuée sur des échantillons frais ainsi que sur des échantillons congelés et
conservés a-70°C. Les sensibilités obtenues étaient de 100% pour 9 des 14 agents pathogenes
recherchés, 95,7% pour les EV, 85,7% pour I'HHV6. Aucune donnée n’est disponible pour
Listeria monocytogenes ni Neisseria meningitidis. La sensibilité pour Streptococcus agalactiae
était de 0%, du fait de la détection d’un faux positif et d’'un faux négatif. La spécificité était de
99,2% pour tous les agents pathogénes. 17 échantillons étaient non valides: 11 tests
incomplets (erreur d’instrument ou de logiciel) et 6 controles internes non valides. Ce taux
d’erreur de 0,38% est en adéquation avec les autres études publiées sur ce kit FilmArray® Panel

Meningitis/Encephalitis.
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Partie 1 : Etat des lieux des prescriptions des
analyses virologiques sur les prélevements
de liquides céphalorachidiens au CHU de
Caen entre 2015 et 2016

1. Parcours d’un échantillon de LCR au CHU de Caen : du prélevement a la

réalisation des analyses aux laboratoires de virologie et bactériologie

Cette partie décrit le parcours d’'un échantillon de LCR, depuis son prélevement jusqu’a la
réalisation des analyses de virologie et bactériologie, avant la mise en place de l'accueil
biologique commun (ABC), soit avant avril 2017. Les modifications de l'organisation depuis cet

ABC sont détaillées plus loin.

A. Prélevement
La PL, ses indications et contre-indications sont décrites en introduction.
Le manuel de prélévement, nécessaire a la bonne pratique dans les services de soins, est

disponible sur I'intranet du CHU et sur le logiciel qualité des laboratoires (PB-TRANS-PC-013).

B. Etiquetage et bons de demande
Les tubes ou pots stériles, une fois la PL réalisée, devraient étre étiquetés en théorie par le
médecin qui réalise le prélévement, et qui doit aussi remplir les bons de demande d’examens
correspondants aux différents laboratoires [Annexes 1-5 et 13-16]. En pratique, les pots sont
préparés et étiquetés par les infirmieres, ainsi que les bons de demande. Sur ces bons doivent
figurer I'identité du patient, du prescripteur et du préleveur (en toutes lettres), I'unité

fonctionnelle (UF) du service, la date et I’heure du prélévement. Les renseignements cliniques,
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souvent absents, sont pourtant nécessaires a I'évaluation de la pertinence des demandes
d’analyses et a I'interprétation des résultats par les biologistes. Une fois les analyses cochées
sur le bon de demande, les tubes de LCR sont séparés et mis dans plusieurs sachets. Leur envoi
dans les différents laboratoires est immédiat.

En cas d’infection du SNC en présence de signes cliniques évocateurs de méningite,
encéphalite, myélite, polyradiculonévrite, le LCR est systématiquement envoyé aux
laboratoires de biochimie (dosage de protéines, glucose, chlore), de bactériologie (numération
des éléments et formule si nécessaire) et de virologie. Il est envoyé de fagon non systématique

aux autres laboratoires (hématologie et immunologie).

C. Transport vers le laboratoire
Les sachets sont acheminés par les coursiers aux différents laboratoires, a température
ambiante, le plus rapidement possible. Les laboratoires du CHU de Caen sont répartis sur deux
sites : le niveau 3 du site Cote de Nacre (laboratoires de bactériologie, d’"hématologie et de
biochimie) et le site Clémenceau (laboratoires de virologie et d'immunologie), a 10 minutes
en voiture navette [Figure 20]. Pour ces deux laboratoires, les navettes circulent toutes les

heures pour acheminer les prélevements.

Hopital Cote de Nacre
— Tour - Bat. Sud - Centre Esquirol
Avenue de la Cote de Nacre
€S 30001
cal 14033 CAEN cedex 9
{ @S o B Tél: 0231063106
Douvres-ta-Délivrande | W&
Courseulles.-sur-mor

{ Porte Angleterre
Caen - centre
CHR

NP @& _]

Hopital Clemenceau
. Avenue Georges Clemenceau
N €S 30001
14033 CAEN cedex 9
=\ Tél standard : 02 31 27 27 27

Houl de vite
% Gare SN.CF

Figure 20. Plan du CHU dans 'agglomération caennaise

file:///C:/Users/garand-al/Downloads/plans-PLAN_CHU_agglo.pdf
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Avant avril 2017, chaque laboratoire possédait sa propre réception de prélevements, et
chaque service envoyait spécifiquement ses prélevements dans chacun des laboratoires. En
dehors des horaires d’ouverture du laboratoire de virologie (8h-17h du lundi au vendredi et
8h-14h le samedi), les prélevements sont acheminés et stockés a 4°C au laboratoire de
bactériologie.

La distance entre les deux sites du CHU impose plusieurs problématiques pour le laboratoire
de virologie. D’'une part le délai entre I’heure du préléevement et sa réception au laboratoire
est plus long que pour n‘importe quel autre laboratoire du site Cote de Nacre. D’autre part, il
faut noter le manque d’optimisation de l'utilisation des automates: le partage du matériel et
des techniques d’analyses (notamment les techniques de biologie moléculaire) ne peut étre

envisagé dans cette organisation.

D. Réception, enregistrement et non-conformités

Toutes les étapes a partir de la réception au laboratoire suivent des protocoles via le systéeme
de qualité. Toutes les fiches techniques de réception, d’enregistrement, de réalisation d’une
analyse sont référencées dans le logiciel qualité du laboratoire « ARMURE ». Nous les citerons
entre parenthéses, mais la liste n’est pas exhaustive.

La réception des préléevements s’effectue pendant les horaires d’ouverture de chaque
laboratoire (PB-VIRO-PC-001). Une permanence est assurée 24h/24 dans les laboratoires de
bactériologie par des internes, et dans les laboratoires d’hématologie et de biochimie, par des
techniciens. Pour les laboratoires de virologie et d’immunologie, la réception des
prélevements, aprés fermeture du laboratoire (17h), s’effectue respectivement par les

laboratoires de bactériologie et de biochimie. Aucune analyse de virologie (hormis la

61



recherche du génome de I'Entérovirus) et d’immunologie ne peut étre effectuée apres cet
horaire.

Lenregistrement des analyses est effectué par les agents administratifs. lls peuvent ainsi déja
mettre en évidence des non-conformités (NC) pré-analytiques, notamment une absence de
date ou d’heure de prélevement, une absence de nom de prescripteur. l'ensemble de ces NC
pré-analytiques du laboratoire de virologie est regroupé en Annexes 6 a 12. Le biologiste de
signature revoit chaque prescription concernant les LCR, pour s’assurer de la pertinence des
analyses demandées, voire ajouter ou supprimer certaines demandes: c’est la revue de
prescription.

Apres enregistrement des analyses, les aides de laboratoires identifient les tubes une seconde
fois avec les étiquettes spécifiques du laboratoire. C’est a ce niveau-la que les non-conformités
concernant le prélevement sont mises en évidence, notamment une quantité insuffisante de
préléevement, une discordance d’identité entre le prélevement et le bon de demande. Le LCR
est un prélevement précieux: la plupart des échantillons non conformes sont remis en
conformité (aprés appel dans le service notamment) ou une dérogation est faite par le

biologiste pour accepter I'échantillon.

E. Accueil Biologique Commun
Depuis avril 2017, un Accueil Biologique Commun (ABC) a été mis en place au niveau 3 du site
Cote de Nacre, permettant I'accueil centralisé de tous les prélevements (PB-ABC-PC-003). De
nouveaux bons de demande ont été mis au point par les biologistes de chaque secteur
[Annexes 13 a 16]. Les analyses sont enregistrées au niveau de 'ABC (PB-ABC-DE-028), et les
échantillons sont ensuite transférés dans les différents laboratoires, toujours via des navettes

pour les laboratoires du site Clémenceau.
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Les revues de prescription des biologistes vis-a-vis des analyses prescrites sur les LCR sont

beaucoup plus difficiles a mettre en ceuvre. Le délai de réception des échantillons au

laboratoire de virologie, déja supérieur a celui des autres laboratoires du site Cote de Nacre

du fait de sa localisation, a été majoré depuis la mise en place de I'ABC.

F. Traitement des échantillons et stockage

L'échantillon de LCR est ensuite pris en charge par les techniciennes de laboratoire qui

préparent une ou deux fractions aliquotes selon les analyses enregistrées (et selon le type

d’extraction des acides nucléiques). Lexcédent de LCR, apres aliquotage, est conservé dans un

tube spécial (Cryotubes Nunc®) puis placé a -80°C : c’est ce qu’on appelle la LCR théque.

Les échantillons vont étre extraits selon 2 protocoles différents. Les extraits d’ARN et d’ADN

by

vont étre congelés a -80°C jusqu’a la réalisation de I'analyse, puis seront recongelés et

conservés 6 mois a -80°C [Figure 21]. Toutes les recherches de génome viral dans le LCR

s’effectuent par des techniques de type PCR.

ou

l

4

Aliquotn®1
400pL
Extraction EZ1®
HSV, VZV, Entérovirus, HHV-6 &
Adénovirus, Rougeole, Oreillons, Rubéol. StOCkage a
BK virus, Parvovirus B19, JC virus -80°C des

— | aliquots jusqu’a

laPCR

Aliquotn®2
300uL
Extraction Qiasymphony®
cMV, EBV
Si possible
Cryotube Nunc® —
Theéque -80°C

Stockage des
extraits
ARN/ADN a
-80°C 6 mois

Stockage 3 ans

Figure 21. Parcours de I’échantillon de LCR au laboratoire de Virologie

(Figure personnelle)
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G. Extraction de I’ARN et ADN :
Il y a 2 automates d’extraction, ou extracteurs, au laboratoire de virologie: I'EZ1° et le
QlAsymphony’. Une extraction manuelle est aussi possible.
’EZ1° (QIAGEN) est utilisé en vue des recherches de ’'ADN des virus HSV1, HSV2, VZV, HHV-6,
virus JC, Adénovirus, et Parvovirus B19, et de 'ARN des EV, virus de la rougeole, des oreillons
et de la rubéole (PB-VIRO-FT-2092). Il utilise la technologie des particules magnétiques pour
I'isolation et la purification automatisées des acides nucléiques a partir d’échantillons
biologiques.
Il nécessite une prise d’essai de 400uL de LCR. Une dilution de I'échantillon est possible dans
du PBS (Phosphate-buffered saline, ou tampon phosphate), avec au minimum 200uL de LCR.
L'avantage de cette dilution est de pouvoir traiter un certain nombre d’échantillons de LCR de
volume insuffisant ; en revanche, elle implique aussi le risque de ne pas détecter certaines
charges virales trés faibles de virus. 'EZ1° peut extraire 1 a 14 échantillons en 43 minutes.
Les échantillons de LCR, contrairement aux autres échantillons (sang, urines, biopsies...), ne
nécessitent pas de prétraitement avant leur extraction.
L'extraction comporte 4 étapes : lyse, fixation, lavage et élution. La protéolyse des échantillons
s’effectue en présence de protéinase K et de tampon de lyse, qui ensemble garantissent la
digestion des protéines d’enveloppe virale et I'inactivation des nucléases. Les lysats sont
ensuite soigneusement mélangés aux particules magnétiques pour permettre une adsorption
optimale des acides nucléiques viraux a la surface de la silice. Les déchets de lyse sont éliminés
durant une séquence d’étapes de lavage utilisant du tampon et de I’éthanol. Enfin, les acides
nucléiques viraux de haute pureté sont élués dans le tampon d’élution (AVE) en une seule
étape terminale. Le volume d’élution, c’est-a-dire le volume obtenu aprés I'extraction, est de

90uL.
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Pour toutes les techniques que nous allons voir, sauf pour la PCR HHV6, un contrdle interne
(CI) est ajouté lors de cette étape d’extraction ; il est donc présent dans I'extrait avec les acides

nucléiques.

Le QlAsymphony®, est utilisé en vue des recherches de ’ADN du CMV et de I'EBV (PB-VIRO-FT-
2004). Il nécessite une prise d’essai d’au moins 300uL, sans dilution possible en cas de volume
insuffisant. Il peut extraire jusqu’a 96 échantillons par lot de 24 en un seul cycle d’environ 1h20.
Le principe d’extraction associe la chromatographie d’échange d’anions par pH aux particules
magnétiques. Elle comprend 4 étapes : lyse, liaison, lavage et élution. Apres protéolyse des
échantillons biologiques, ’ADN se fixe aux particules magnétiques. Un barreau aimanté
pénetre dans un puit contenant I'échantillon et attire les particules magnétiques, puis se

déplace au-dessus d’un second puit dans lequel les particules magnétiques seront libérées

[Figure 22].
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Figure 22. Principe de fonctionnement du QlAsymphony

(Manuel d’utilisation, janvier 2015)

Enfin, I'étape d’élution permet d’obtenir un ADN de haute pureté. Le volume d’élution est dans
ce cas de 110uL. Le contrdle interne est ajouté lors de cette étape d’extraction, il est donc

présent dans les extraits d’ADN.
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H. Analyses de biologie moléculaire au laboratoire de Virologie

a. Principe de la PCR en temps réel avec sonde Tagman
La PCR est une technique d’amplification d’ADN in vitro. Pour les virus a ARN, une étape de
rétro-transcription (transcription de I’ARN en ADN via la reverse transcriptase) est nécessaire :
on parle de RT-PCR. Chaque cycle de PCR est constitué de 3 étapes : dénaturation de 'ADN
pour séparer les 2 brins, puis hybridation des amorces aux extrémités de la séquence
recherchée, et enfin élongation grace a I'action d’'une enzyme, la Taq polymérase.
La PCR en temps réel est basée sur la détection d’un marqueur fluorescent, dont le signal,
détecté en temps réel, est proportionnel a la quantité d’amplicons.
La sonde Tagman, spécifique d’un morceau de séquence a amplifier, est marquée en 5’ par un
fluorophore appelé « reporter » et en 3’ par un second fluorophore appelé « quencher ». La
fluorescence du reporter est absorbée par la proximité du quencher. Lorsque la Taq
polymérase exerce son activité d’élongation, elle dégrade aussi la sonde grace a son activité
exonucléase. Les fluorophores ne sont plus reliés entre eux, et le quencher n’exerce plus son

activité d’absorption de fluorescence [Figure 23].

Amorce  ADNdouble brincible g Sonde TagMan
111111111 A AR &

1 annmnum 95'C

2 l Hybridation 55°C

3 Elongation 72°C
“  Fluorescence
| oo i /\
: § = -
ADN polymérase

* s

Figure 23. Principe de la PCR en temps réel avec utilisation d’une sonde Tagman
(http://outils.microbiologiemedicale.fr/plan-amplification-genique/amplification-genique-par-pcr-en-temps-reel/)
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Le signal de fluorescence du reporter est proportionnel au nombre de copies polymérisées a
chaque cycle de PCR. Le Ct (Cycle Threshold) correspond au nombre de cycles d’amplification
nécessaire pour obtenir un signal fluorescent significatif par rapport au bruit de fond (valeur

seuil). Plus le Ct est petit, plus le nombre de copies d’ADN viral est élevé [Figure 24].

Amplification Curves

x| PCRen
| Temps réel
1M ct

Fluoreacence (493.513)

Cycles

Figure 24. Courbes de fluorescence et Ct obtenus lors d’une PCR en temps réel

(http://www.carabinsnicois.fr/phpbb/download/file.php?id=7085&mode=view)

Le probléme inhérent a la PCR est le risque de rendre un résultat faussement négatif en raison
de présence d’un inhibiteur de I'ADN polymérase dans le milieu. Les substances reconnues
comme inhibitrices sont les suivantes : ’héme, ’héparine, certains colorants ou indicateurs de
pH (bleu de bromophénol), le phénol, les polyamines. Certains milieux biologiques
contiennent des substances inhibitrices dont la nature n’est en général pas connue (urine,
selles, LCR) [118]. Suivant la concentration en inhibiteurs, I'action de la Taq polymérase peut
étre inhibée totalement ou partiellement. La détection des inhibiteurs s’effectue via
I'utilisation d’un Cl intégré dans le prélevement : il va donc étre extrait et amplifié. La validité
du Cl, dépendant de chaque technique de PCR, permet d’éliminer la présence d’inhibiteurs. Si
le Cl n’est pas valide, cela traduit la présence d’inhibiteurs : un résultat négatif sera donc rendu

« résultat ininterprétable di a la présence d’inhibiteurs » [Figure 25].
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Figure 25. Courbe des contrdles internes de la technique Rougeole : exemple d’inhibiteurs

(Figure personnelle)

b. HSV1, HSV2 et VZV

La trousse r-gene permet de rechercher 'ADN des virus HSV1, HSV2 et VZV par amplification
en temps réel aprés extraction de I'ADN viral (PB-VIRO-FT-2026). Lextraction est automatisée
sur I'extracteur EZ1°. Uamplification est réalisée au moyen de la technique des sondes
d’hydrolyse 5’ nucléase Tagman.

La technique est effectuée sur 'automate Rotor-Gene®, uniquement en qualitatif, par série le
lundi, mercredi et vendredi. Elle nécessite 10l d’extrait ADN pour les 3 virus. La durée du run,
c’est-a-dire du lancement de I'amplification dans 'automate a la fin de I'analyse des résultats,
est d’environ 1h40.

Pour valider la technique, plusieurs conditions sont nécessaires : les témoins positifs, témoins
de non contamination (appelé témoin d’extraction TE) et le blanc doivent étre conformes. Le
témoin positif pour HSV1 est le QS3 fourni dans le kit. Les témoins positifs utilisés pour I’'HSV2
et le VZV sont des témoins « maison » préparés a partir de souches d’HSV2 et de VZV et mis
en culture. Le TE est constitué d’eau : il est extrait avec les échantillons, et contient donc du
CL. Il permet, comme son nom l'indique, de contrbler la non contamination de I'étape
d’extraction. Le « blanc », constitué uniquement d’eau, n’est pas extrait : il permet de contrdler

I'étape d’amplification.
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Les sondes spécifiques de la cible virale et du Cl sont marquée différemment. LADN viral et le
Cl sont donc détectés dans deux canaux de lecture différents a deux longueurs d’ondes
différentes (canal green pour la cible virale et yellow pour le Cl). La validation de la technique
inclue aussi la validation du Cl en s’assurant que I'on obtient un signal pour chaque tube (sauf

pour le blanc). Ce CI, témoin d’extraction et d’inhibition, est fourni dans le kit (IC2).

c. EV

La recherche qualitative de I’ARN entérovirus par RT-PCR en temps réel sur Rotor-Gene® est
une technique maison adaptée de la technique décrite par Verstrepen et al en 2001 [113] (PB-
VIRO-FT-2075). Lamplification est réalisée aprés extraction automatisée sur I'EZ1°. Elle utilise
les amorces NC1M, E2 et la sonde d’hydrolyse OL27LC marquée par 2 molécules fluorescentes
(sonde Tagman). Le CI est un bactériophage MS2. Le témoin positif est obtenu par culture
cellulaire sur cellules MRC5 d’une souche de Référence « ECHO 30.35.30.483 » : 2 dilutions (1
TCID50 et 10 TCID50) sont utilisées.

La validation de la technique inclue la aussi la validation des deux témoins positifs, du blanc,
du TE et du Cl. Dés lors qu’un échantillon est positif, un génotypage de la souche est
systématiquement effectué.

Le volume d’extrait ARN nécessaire est de 5ulL par échantillon. La technique est réalisée par

série le lundi, mercredi et vendredi ; chaque run dure environ 2h.

d. HHV6
La recherche qualitative de TADN HHV6 par PCR en temps réel sur 'automate SmartCycler” est
une technique « maison » adaptée de la technique décrite par Gautheret-Dejean et al en 2002

[114] (PB-VIRO-FT-2041). Elle est réalisée aprés extraction automatisée sur I'EZ1°. la
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révélation des produits d’amplification s’effectue a chaque fin de cycle par le principe des
sondes d’hydrolyse Tagman.

Il n’y a pas de Cl. La validité de la technique est évaluée par la conformité du TE, du blanc et
des témoins positifs. Les témoins positifs sont obtenus a partir d’'une culture de plasmides
TOPO’ contenus dans une souche bactérienne, sur une gélose sélective ; 2 dilutions, a 10* et
106 copies/mL sont ainsi préparées.

Le volume d’extrait ADN nécessaire pour la technique est de 10uL par échantillon. La
technique est réalisée par série une fois par semaine, en général le jeudi ou le vendredi selon

I'activité du laboratoire ; chaque run dure environ 1h30.

e. VirusJC

La recherche qualitative de ’ADN du virus JC par PCR en temps réel sur le SmartCycler’ est
réalisée avec le kit JC virus R-gene® et le kit DICO Extra R-gene®, aprés extraction automatisée
sur 'EZ1° (PB-VIRO-FT-2042°. Le kit R-gene® contient le prémix, c’est-a-dire les sondes et les
amorces spécifiques. Le kit DICO Extra R-gene® contient le prémix et le Cl (IC2), permettant la
validité de I'extraction et de I'amplification. Le témoin positif est une souche de Référence du
virus (Mad-1) insérée dans un plasmide et ensuite transfectée dans la bactérie E.coli
HB101.1993. Ce témoin positif est obtenu apreés mise en culture du clone bactérien puis
aliquoté a une concentration de 10° copies/uL.

La validité de la technique est évaluée par la conformité du TE, du blanc, du témoin positif et
du CI. Le volume d’extrait ADN nécessaire pour la technique est de 10uL par échantillon. La
technique est réalisée en fonction de la demande et selon I'activité du laboratoire ; chaque run

dure environ 1h20.
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f. Rougeole

Le laboratoire de Virologie du CHU de Caen est Centre National de Référence de la rougeole.
La recherche qualitative du virus de la rougeole par RT-PCR en temps réel sur le SmartCycler’
est une technique « maison » réalisée aprés extraction automatisée sur 'EZ1° (PB-VIRO-FT-
2038). C’est une technique adaptée de la technique décrite par Hilbschen et al en 2008 [115].
La révélation des produits d’amplification utilise le principe des sondes d’hydrolyse Tagman.
Le Cl est un bactériophage MS2. Le témoin positif est obtenu a partir d’'une culture de vaccin
ROR (souche de Référence EDMONSTON, génotype A) pour la rougeole, sur cellule Véro Slam.
Les extraits de témoin positifs sont dilués pour obtenir un Ct compris entre 21 et 24 cycles a la
RT-PCR.

La validité de la technique est évaluée par la conformité du TE, du blanc, du témoin positif et
du Cl. Dés lors qu’un échantillon est positif, un génotypage de la souche est systématiquement
réalisé. Le volume d’extrait ARN nécessaire pour la technique est de 5ulL par échantillon. La

technique est réalisée le lundi, mercredi et vendredi ; chaque run dure environ 2h.

g. Oreillons
La recherche qualitative du virus des oreillons par RT-PCR en temps réel sur le SmartCycler’ est
une technique « maison » réalisée aprés extraction automatisée sur I’'EZ1° (PB-VIRO-FT-2036).
C’est une technique adaptée de la technique décrite par Rota et al en 2013 [116]. La révélation
des produits d’amplification utilise le principe des sondes d’hydrolyse Tagman. Le Cl est un
bactériophage MS2. Le témoin positif est un extrait d’/ARN obtenu a partir d’'une culture d’'une
souche Oreillon d’un patient sur cellules NCI. Lextrait est dilué pour que le Ct soit compris

entre 30 et 35 cycles a la RT-PCR.
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La validité de la technique est évaluée par la conformité du TE, du blanc, du témoin positif et
du Cl. Le volume d’extrait ARN nécessaire pour la technique est de 5uL par échantillon. La

technique est réalisée selon la demande ; chaque run dure environ 2h.

h. Rubéole

La recherche qualitative du virus de la rubéole par RT-PCR en temps réel sur le SmartCycler’
est une technique « maison » réalisée aprés extraction automatisée sur 'EZ1° (PB-VIRO-FT-
2081). C’est une technique adaptée de la technique décrite Hiibschen et al en 2008 [115]. La
révélation des produits d’amplification utilise le principe des sondes d’hydrolyse Tagman. Le
Cl est un bactériophage MS2. Le témoin positif est un extrait d’ARN obtenu a partir d’'une
culture de Rubivax® (souche Wistar) sur cellules Véro Slam. extrait est dilué pour que le Ct soit
compris entre 21 et 24 cycles a la RT-PCR.

La validité de la technique est évaluée par la conformité du TE, du blanc, du témoin positif et
du Cl. Le volume d’extrait ARN nécessaire pour la technique est de 5uL par échantillon. La
technique est réalisée 1 fois par semaine, en général le jeudi ou le vendredi ; chaque run dure

environ 1h45.

i. Parvovirus B19
La recherche qualitative du Parvovirus B19 par PCR en temps réel sur le SmartCycler® est
réalisée avec le kit RealStar” Parvo B19, aprés extraction automatisée sur I'EZ1° (PB-VIRO-FT-
2085). La révélation des produits d’amplification utilise le principe des sondes d’hydrolyse
Tagman. Le Cl et le témoin positif sont intégrés au kit.
La validité de la technique est évaluée par la conformité du TE, du blanc, du témoin positif et

du Cl. Le volume d’extrait ADN nécessaire pour la technique est de 10uL par échantillon. La
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technique est réalisée une fois par semaine en fonction de la demande, en général le jeudi;

chaque run dure environ 1h20.

j. CMV et EBV

Les recherches qualitatives du CMV et de I'EBV par PCR en temps réel sur le Rotor-Gene®, sont
réalisées respectivement avec le kit ARTUS® CMV QS-RGV et le kit ARTUS® EBV QS-RGV sur
chaine automatisée QlAsymphony’: extraction, élution et amplification (PB-VIRO-FT-2018). La
révélation des produits d’amplification se fait a chaque fin de cycle d’amplification par le
principe des sondes d’hydrolyse. Les 4 standards, permettant la quantification de la charge
virale dans le sang EDTA uniquement, font office de contréles positifs, et sont fournis dans
chaque kit. Le Cl et le contréle négatif (eau) est aussi fourni dans chaque kit, ainsi que le prémix
contenant les sondes et amorces spécifiques.

La validité de chaque technique est évaluée par la conformité du témoin d’extraction, des 4
standards, du contréle négatif et des contréles internes.

Le volume d’extrait ADN nécessaire pour chaque technique est de 20uL par échantillon. La
technique est réalisée tous les jours sauf le mercredi: la durée du run dépend du nombre

d’échantillons.

I. Cas particulier : Synthese Intrathécale d’AC anti-rougeole
Cette technique est réalisée pour des patients suspects d’étre atteints d’une PESS. Elle permet
de vérifier I'intégrité de la barriere hémo-méningée et d’identifier une synthése intrathécale
d’AC anti-rougeole [117]. Elle nécessite un échantillon de LCR et de sérum, prélevés le méme

jour (48 heures de décalage entre les 2 prélevements sont tolérées).
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C’est une technique immuno-enzymatique (kit Siemens Enzygnost®) destinée a la détection et
a la quantification des AC IgG anti-rougeole et AC anti-varicelle/zona, dans le sérum et dans le
LCR. Les dosages sont effectués sur 2 dilutions de LCR et 3 dilutions de sérum et rendus en
muUl/mL.

Si le LCR est négatif en IgG anti-rougeole, aucun test supplémentaire n’est pratiqué, et
I'examen sera répondu « diagnostic de PESS liée au virus de la rougeole exclus ».

Si le LCR est positif en 1gG anti-rougeole, les dosages des IgG totales et de I'albumine sont
réalisés dans le LCR et dans le sérum, au niveau du laboratoire de biochimie, permettant le
calcul de rapports et d’index indispensables a I'interprétation des résultats.

La présence d’AC anti-rougeole dans le LCR et le sérum peut étre due a la PESS, mais aussi a un
passage des AC sériques, voire d’'une SEP. Le calcul du rapport AC anti-rougeole sur le taux
d’albumine permet de différencier ces différents cas : si ce rapport est supérieur a 3, les AC
anti-rougeole sont anormalement présents dans le LCR. Des taux anormalement élevés d’AC
anti-rougeole dans le LCR sont observés dans la PESS en raison d’une infection chronique du
cerveau par le virus. Eventuellement, on peut détecter ces AC en cas d’altération de la barriere
hémo-méningée. D’autres calculs d’index et de rapports permettent de différencier une réelle

altération de la barriére hémo-méningée d’une PESS.

J. Laboratoire de Bactériologie
a. Analyses réalisées en urgences
Deux analyses sont pratiquées sur le LCR systématiquement dés réception du prélevement au

laboratoire de bactériologie : 'ensemencement sur gélose spécifique et la cytologie.

74



Lensemencement sur gélose chocolat permet de sélectionner les germes possiblement
responsables de méningites. La culture est lue tous les jours et rendue a 72h d’incubation
(35°C £ 2°C en milieu enrichi a 5% de CO3).

La cytologie, ou numération des éléments, est réalisée en cellule KOVA Slide® [Figure 26]. Une
goutte de LCR est diluée dans 3uL de bleu de toluidine, qui colore les éléments nucléés, puis
transféré dans la cellule. La numération des hématies et des éléments (rendue en nb/mm?3) se
fait ensuite au microscope.

On interprete le rapport hématies/leucocytes pour différencier une piqure vasculaire (>500)

d’un nombre réellement anormal de leucocytes (<500).

Figure 26. Cellule de comptage KOVA slide®

(https://assets.fishersci.com/TFS-Assets/CCG/product-images/F265541~p.eps-650.jpg)

S’il y a moins de 10 éléments/mm?3 (<15 éléments/mm?3 pour les nourrissons de moins d’un
an), aucun test supplémentaire n’est pratiqué, sauf dans des cas particuliers: patient
présentant un purpura, un coma fébrile, ou un patient en aplasie.

S’ily a plus de 10 éléments/mm? (>15 éléments/mm?3 pour les nourrissons de moins d’un an),
plusieurs analyses supplémentaires sont pratiquées : une formule leucocytaire, ou a défaut
une estimation de la prédominance des polynucléaires ou des lymphocytes, et un examen
direct sur coloration de GRAM a la recherche de germes. La formule n’est pas pratiquée pour
les services d’hématologie adulte et pédiatrique (formule réalisée dans ce cas au laboratoire

d’hématologie), ni pour le Centre Frangois Baclesse.
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Le test Binax® immunochromatographique est un test in vitro destiné a la détection de
I'antigéne de Streptococcus pneumoniae dans le LCR, effectué sur accord du biologiste lorsque

I'examen direct est évocateur (cocci Gram positif « en grain de café » [Figure 27]).

Figure 27. Examen direct caractéristique « lancéolé en flamme de bougie » de Streptococcus pneumoniae a la coloration de GRAM

(http://www.uphs.upenn.edu/bugdrug/antibiotic_manual/Gramstains/small/pneumococcus.htm)

Un examen mycologique du LCR peut étre réalisé sur demande spécifique (24H/24) en cas de
suspicion d’infection fongique nosocomiale (levures, champignons filamenteux). Il consiste en
un examen direct entre lame et lamelles au microscope, a la recherche de levure ou de
filaments. L'échantillon de LCR est paralléelement mis en culture sur une gélose Sabouraud

pendant 48heures.

La recherche de Cryptococcus neoformans dans le LCR peut étre réalisée sur demande
spécifique (24H/24) en cas de suspicion de cryptococcose méningée chez un patient
immunodéprimé. Lexamen direct a 'encre de Chine est caractéristique : I'encre colore le fond
de la préparation en noir, et la capsule polysaccharidique du cryptocoque apparait comme une
auréole (ou halo) blanche, nette, réguliere et de taille variable autour de la levure [Figure 28].
L'échantillon de LCR est parallelement mis en culture sur une gélose Sabouraud pendant

48heures.
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Figure 28. Examen direct a 'encre de Chine de Cryptococcus neoformans : capsule visible en négatif
(PB-MICRO-FT-3065)
On peut aussi réaliser un test d’agglutination au latex pour la détection de l'antigéne

C.neoformans dans le LCR, non réalisée en urgence.

b. Analyses spécifiques
En cas de suspicion de neuroborréliose de Lyme, une recherche des AC totaux spécifiques de
Borrelia burgdorferi peuvent étre recherché dans le LCR et dans le sérum en paralléle. En cas

de positivité, une confirmation par une seconde technique (Western-Blot) est nécessaire.

En cas de suspicion de tuberculose neuroméningée, la recherche des mycobactéries, et en
particulier du Mycobacterium tuberculosis, peut étre réalisée. Un examen direct positif par
coloration de Ziehl-Neelsen est fort présomptif d’une tuberculose, et signe la contagiosité du
patient. La culture des bacilles acido-alcoolorésistants (BAAR) sur gélose spécifique est lente
(jusqu’a 8 semaines) mais confirme le diagnostic et permet de pratiquer I'antibiogramme en
cas de positivité. Une PCR a la recherche des mycobactéries du complexe tuberculosis
(M.tuberculosis, africanum, BCG, bovis et microti) peut aussi étre réalisée sur demande
spécifique. En revanche, sa négativité n’exclut pas le diagnostic de tuberculose. Lidentification

des mycobactéries est soumise a une réglementation spéciale : manipulation exclusive en
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secteur protégé de niveau 3, ou P3, qui se trouve au niveau du laboratoire de virologie sur le

site Clémenceau.

LARN ribosomal 16S est commun a toutes les bactéries, qui partagent le méme ancétre. La
recherche par PCR de I'ARN 16S est effectuée ponctuellement en cas de PL post-
antibiothérapie, permettant un large screening pour tenter de documenter l'infection. Si la
PCR est positive, I'étape de séquengage permet d’obtenir un pourcentage d’homologie avec
des souches de la banque de données. Cette technique est en général utilisée en dernier

recours chez des patients présentant des tableaux méningés atypiques.

En cas de suspicion de toxoplasmose cérébrale chez un patient immunodéprimé, la recherche

de I'ADN de Toxoplasma gondii par PCR peut étre réalisée.

De fagon ponctuelle, d’autres PCR peuvent étre réalisées, sur demande spécifique en présence
de renseignements cliniques : Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae, Nocardia sp,
Bartonella sp, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, et Tropheryma Whipplei

notamment.

2. Résultats des analyses de Virologie effectuées au CHU de Caen du 1°'

janvier 2015 au 31 décembre 2016

L'extraction des données a été faite sur le logiciel informatique du laboratoire (TD-NexLab)
entre le 1¢" janvier 2015 et le 31 décembre 2016, permettant de lister la totalité des LCR regus

au laboratoire, ainsi que les résultats des analyses de biologie moléculaire. Nous avons ensuite
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utilisé le logiciel des dossiers patients (Référence) pour obtenir les informations cliniques

complémentaires.

Au total entre le 1°" janvier 2015 et le 31 décembre 2016, 1899 préléevements de LCR ont été
envoyés au laboratoire de Virologie du CHU de Caen. Parmi ces 1899 LCR, 275 ont été envoyés

pour une LCR théque et 1624 pour des recherches virologiques.

L'HSV1, HSV2 et VZV sont recherchés dans presque tous les cas (93%) et I'EV dans plus de la
moitié des cas (56,7%) [Tableau 13]. 'HHV6, I'EBV et le CMV sont recherchés respectivement
dans 27,7%, 15% et 14,8% des cas. Les autres recherches sont effectuées ponctuellement

selon le contexte clinique et biologique.

Analyses réalisées Positifs Ininterprétables
% des analyses
Nombre | % des LCR totaux | Nombre % des positifs [ Nombre réalisées
HSV1 1510 93,0 9 52 6 04
HSV2 1510 93,0 5 29 6 04
VZV 1510 93,0 15 8,7 6 04
Entérovirus 920 56,7 90 52,0 17 18
HHV6 450 27,7 14 8,1 1 02
EBV 242 149 19 11,0 13 53
CMV 240 14,8 3 1,7 5 2,1
JC 90 5,5 2 1,2 0 0,0
VIH 22 14 14 8,1 0 0,0
Mycoplasma pneumoniae /

Chlamydia pneumoniae 18 1,1 0 0,0 0 0,0
Rougeole 15 09 0 0,0 0 0,0
Oreillons 13 0,3 0 0,0 0 0,0

Virus Respiratoires 12 0,7 0 0,0 0 0,0
BK 7 04 0 0,0 1 143

ADV 6 04 0 0,0 0 0,0
Parvovirus B19 5 03 1 0,6 0 0,0
Hépatite E 2 0,1 0 0,0 0 0,0
Coronavirus 1 0,1 0 0,0 0 0,0
Rubéole 1 0,1 0 0,0 0 0,0

Tableau 13. Recherches virologiques effectuées au laboratoire de Virologie du CHU de Caen entre 2015 et 2016 par biologie moléculaire
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Sur les 1624 LCR, 172 (10,7%) avaient un génome viral détectable: 90 EV (52%), 19 EBV
(11,0%), 15 VZV (8,7%), 14 HHV6 (8,1%), 14 VIH (8,1%), 9 HSV1 (5,2%), 5 HSV2 (2,9%), 3 CMV

(1,7%), 2 JC virus (1,2%) et 1 Parvovirus B19 (0,6%) [Figure 29].

Virus détectés dans les LCR au laboratoire de Virologie de Caen
en 2015 et 2016

Parvovirus B19
Virus JC N=1 (1%)

N=2 (1%) HSV1

VIH N=9 (5%) HSV2

N=14 (8%) N=5 (3%)
cMV

N=3 (2%) vzZV

N=15 (9%
EBV

N=19 (11%

HHV6

Entérovirus
N=90 (52%)

Figure 29. Virus détectés dans les LCR au laboratoire de Virologie de Caen en 2015 et 2016

Le nombre de résultats ininterprétables, par présence d’inhibiteurs dans le préléevement était
de 55 (3,4%). Le nombre de codétection de virus étaient de 8 [Tableau 14], a noter que les LCR

n°3 et 5 proviennent de la méme patiente, et les n°6 et 7 du méme patient.

N° Sexe Age Comorbidités | Virus détectés
1 Masculin 16 mois Pas d’informations HSV1 et HHV6
2 Féminin 67 ans Pas d’informations HSV1 et EBV
3 Féminin 43 ans VIH stade SIDA CMV et EBV
4 Masculin 59 ans VIH stade SIDA CMV et VIH
5 Féminin 43 ans VIH stade SIDA EBV, CMVet VIH
6 Masculin 53 ans VIH stade SIDA EBVetVIH
7 Masculin 53 ans VIH stade SIDA EBVetVIH
8 Féminin 46 ans VIH EBVetVIH

Tableau 14. Codétection de virus dans le LCR sur les années 2015 et 2016
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Les 9 LCR positifs a HSV1 concernent un garcon de 16 mois et 8 adultes (Ratio H/F=1) d’age
moyen 74 ans (de 61 a 90 ans). Nous n’avons pas d’information dans « Référence » pour 6 des
9 patients. Les 3 autres patients présentaient un tableau typique de méningo-encéphalite
herpétique avec confusion fébrile, désorientation sans signe de localisation neurologique ni
syndrome méningé. Les 3 patients ont été mis sous aciclovir pendant 3 semaines, et leur

évolution a été favorable.

Les 5 LCR positifs a HSV2 concernent 4 femmes et un homme, d’age moyen 43 ans (de 29 a 61
ans). Nous n’avons pas d’information dans « Référence » pour 2 des 5 patients. Les 3 autres
patients présentaient un tableau de méningite virale, avec phonophotophobie, céphalées
brutales, vomissements, raideur de la nuque et fievre. lls ont été traités par aciclovir pendant

10 jours a 3 semaines, avec une évolution favorable.

Les 15 LCR positifs a VZV concernent 3 enfants (une fillette de 20 mois et 2 garcons de 8 mois
et 5 ans) et 11 adultes (2 LCR pour un patient). Udge moyen des adultes (Ratio H/F=1,2) était
de 73 ans (de 60 a 91 ans). Nous n’avons pas d’information dans « Référence » pour 5 des 14
patients. Concernant les 9 autres patients, 6 (67%) présentaient une éruption vésiculeuse.
L'évolution a été favorable sous traitement (aciclovir ou valaciclovir) pour 7 patients mais 2

patients sont décédés des suites de leur méningo-encéphalite varicelleuse.

Concernant les 90 EV positifs, la moyenne d’age des patients (Ratio H/F=2,1) est de 9 ans et 9
mois (de 6 jours a 60 ans). Nous avons déterminé 3 groupes en fonction de I'age : le groupe
des nouveau-nés et nourrissons (dge < 1 an), le groupe des enfants (de 1 a 15 ans) et le groupe

des adultes (= 15 ans).
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Le premier groupe est constitué de 23 garcons et 7 filles (Ratio H/F=3,3). Nous avons des
informations cliniques pour 25 des 30 patients. La fievre est le signe clinique constant retrouvé
chez ces 25 patients (100%). On notait aussi des changements de comportement a type de
pleurs, enfant geignard ou grognon (32%), une diminution de la prise alimentaire (16%) et des
troubles digestifs a type de vomissements ou diarrhées (12%). L'évolution était favorable dans
100% des cas et la durée moyenne d’hospitalisation était de 3,3 jours (de 1 a 8 jours).

Le groupe des enfants est constitué de 25 garcons et 13 filles (Ratio H/F=1,9). Nous avons des
informations cliniques pour 17 des 38 patients. Cliniquement, on retrouvait des céphalées
(82,4%), une fievre (76,5%), des vomissements (58,8%) et une photophobie et/ou
phonophobie (17,6%). L'évolution a été favorable dans 100% des cas et la durée moyenne
d’hospitalisation était de 1,7 jours (de 1 a 3 jours).

Le groupe des adultes est constitué de 13 hommes et 9 femmes (Ratio H/F=1,4) ; nous avons
des informations cliniques pour 16 des 22 patients. Cliniquement on retrouvait des céphalées
(93,8%), une photophobie et/ou phonophobie (62,5%), de la fievre (43,8%) et des
vomissements (31,3%). Lévolution a été favorable dans 100% des cas et la durée moyenne
d’hospitalisation était de 1,5 jours (de quelques heures a 3 jours).

Le laboratoire de virologie contribue a la surveillance sanitaire des infections a EV : les données
virologiques et cliniques sont envoyées systématiquement au CNR EV (Lyon/Clermont-
Ferrand). Le génotypage des souches d’EV par séquencgage SANGER partiel, a été effectué dans
87,8% des cas (79/90). Chez 5 patients (6,3%), le génotype était indéterminé ou non typable.
Le Coxsackievirus B5 est le génotype le plus fréquemment retrouvé (29,7%) devant I'Echovirus

6 (21,6%) [Tableau 15].
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Génotype Nombre (%)
Coxsackievirus B5 22 (29,7%)
Echovirus 6 16 (21,6%)
Echovirus 5 7 (9,5%)
Echovirus 30
Echovirus 9

Coxsackievirus B4
Echovirus 13

5

5

4

3

Echovirus 7 3
Echovirus 18 2
2

1

1

1

1

1

Echovirus 25
Coxsackievirus B1

Coxsackievirus B2
Coxsackievirus B3
Entérovirus A71

Echovirus 11

Tableau 15. Génotypes des Entérovirus positifs entre 2015 et 2016 dans les LCR (n=74)

Les 14 LCR positifs a HHV6 concernaient 2 adultes (1 femme de 38 ans et un homme de 53
ans) et 12 enfants d’age moyen 10,7 mois (de 19 jours a 24 mois). La patiente de 38 ans
présentait une mononeuropathie multiple avec une lombasciatique et des paresthésies du
membre inférieur droit et de la main droite, d’évolution spontanément favorable. Le patient
de 53 ans présentait des complications multiples suite a une allogreffe pour une
myélodysplasie, notamment des troubles cognitifs persistants. Concernant les enfants, nous
n‘avons pas d’informations cliniques concernant 3 d’entre eux. Pour les 9 autres, ils
présentaient tous de la fievre, et les recherches d’HSV, de VZV et d’EV étaient négatives.
L'évolution a été favorable dans 100% des cas, et la durée d’hospitalisation moyenne était de

2,6 jours (de 1 a 5 jours).

Les 19 LCR positifs a EBV concernent 15 patients: 3 hommes et 12 femmes (RatioH/F=0,25)
d’age moyen 56,9 ans (de 33 a 81 ans). Nous n’avons pas d’information dans « Référence »
pour 2 patients. Concernant les 13 autres patients, 9 présentaient une immunodépression : 3

VIH (dont 2 au stade SIDA), 3 greffés, 3 lymphomes. La présence de I'EBV dans le sang chez ces
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patients ainsi que dans le LCR reflétent une réactivation virale du fait de I'immunodépression,
et pas une infection du SNC. Chez les 4 autres patients, qui ne présentaient pas d’ID connue,

I'implication de I'EBV n’a pas non plus été retenue dans la symptomatologie clinique [Tableau

16].
N°| Sexe Age Signes cliniques Diagnostic
1 | Masculin | 81ans Confusions, hallucinations visuelles Cause iatrogene retenue
2 Féminin 57 ans Céphalées, troubles visuels Infarctus cérébral vertébro-basilaire
3 Féminin 46 ans | Boiterie, faiblesse musculaire du Ml gauche Pathologie inflammatoire du SNC
AEG, confusion, désorientation,céphalées
4 Féminin 81 ans fébriles, photophobie Encéphalopathie non étiquetée

Tableau 16. Symptomatologie et diagnostics retenus pour les 4 patients sans immunodépression notable et présentant un EBV dans le
LCR

Les 3 LCR positifs a CMV concernent 2 patients : une femme de 43 ans et un homme de 59 ans.
A chaque fois, le CMV a été détecté avec un ou plusieurs virus. Les 2 patients étaient VIH positif
au stade SIDA, et présentaient une immunodépression expliquant la réactivation du CMV et sa
positivité dans le LCR. Celui-ci n'a pas été retenu comme cause de la symptomatologie clinique.
La patiente de 43 ans présentait une LEMP a virus JC et le patient de 59 ans une cryptococcose

neuroméningée.

Concernant les 2 LCR positifs a virus JC, comme nous venons de le voir, 'un concerne une
femme de 43 ans, et 'autre un homme de 58 ans. La patiente, VIH positif au stade SIDA avec
toxoplasmose cérébrale, présentait une paralysie faciale droite avec aphasie compléte. L'IRM
était en faveur d’une LEMP, confirmée par la positivité du virus JC dans le LCR. Elle a ensuite
présenté des complications neurologiques centrales séveres avec des troubles cognitifs
majeurs et une perte d’autonomie. Le patient de 58 ans, allogreffé dans le cadre d’une

leucémie aiglie myéloblastique de type 4, a présenté lui aussi une paralysie faciale initiale puis
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des troubles du comportement et des troubles de la vigilance. Le diagnostic de LEMP a été
posé du fait des signes clinico-biologiques et de I'IRM. Le patient est décédé apres 60 jours

d’hospitalisation.

Les 14 LCR positifs a VIH concernaient 6 hommes et 5 femmes (RatioH/F=1,2) connus VIH
positifs, d’age moyen 53,5 ans (de 28 a 70 ans). Les charges virales s’étendaient de 673 a
72 666 copies/mL (18 983 copies/mL en moyenne), et 4 charges virales VIH étaient détectables
mais sous le seuil de quantification. Nous n’avons pas d’informations cliniques concernant 3
patients. Cing patients étaient connus VIH positifs (2 stade SIDA), et 3 patients n’étaient pas
connus (dont 1 stade SIDA). La découverte de la séropositivité VIH chez ces 3 patients était
respectivement liée a une altération de I'état général, une paralysie faciale et un tableau
d’encéphalite. Un seul diagnostic d’encéphalite a VIH a été posé chez une patiente de 70 ans
qui présentait une altération de I'état général ainsi que des troubles cognitifs. Aprés mise sous

trithérapie, I'état général de la patiente et ses troubles cognitifs se sont nettement améliorés.

Le LCR positif a Parvovirus B19 concernait une femme de 43 ans qui présentait des douleurs
articulaires symétriques inflammatoires avec dérouillage matinal, des cedemes prédominant
aux extrémités évoluant depuis 10 jours, un urticaire diffus et des douleurs musculaires. La
charge virale dans le sang était de 1 747 000 copies/mL. Le diagnostic retenu était une primo-

infection a Parvovirus B19, d’évolution favorable.
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3. Analyse des services prescripteurs du CHU de Caen du 1°" janvier 2015 au

31 décembre 2016

A. Résultats globaux
Entre le 1°" janvier 2015 et le 31 décembre 2016, 1899 et 3021 prélevements de LCR ont été
envoyés respectivement au laboratoire de virologie et au laboratoire de bactériologie.
Sur ces 1899 LCR, 407 ont été envoyés uniquement en virologie et 1492 ont été envoyés dans
les 2 laboratoires [Figures 30 et 31].
Les plus gros services prescripteurs d’analyses de virologie et de bactériologie sur les
prélevements de LCR au sein du CHU de Caen sont la Neurologie (594 demandes), les Urgences
adultes (572 demandes), I’'Hématologie clinique (571 demandes) et la Pédiatrie (455
demandes) [Figure 32]. La liste des unités fonctionnelles (UF) et des services associés se trouve
en Annexe 21.
Les autres services prescripteurs sont la Neurochirugie (139 demandes), la Réanimation
Chirurgicale (114 demandes), la Réanimation Médicale (86 demandes), I'Infectiologie (62
demandes), la Médecine Interne (61 demandes), la Médecine Générale et Polyvalente (57
demadnes) et la Néonatologie (49 demandes).
Plus rarement, d’autres services notamment la Néphrologie, la Pneumologie, la Gériatrie, la
Dermatologie, 'Ophtalmologie, envoient des prélevements de LCR aux laboratoires pour des

analyses de virologie et/ou bactériologie.
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Répartition des LCR recus aux laboratoires de Virologie et Bactériologie (1)

yés en Bactériologie et
n Virologie

(n=1492)
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LCR envoyés au laboratoi
Bactériologie uniqu
(n=1539)

45%

12%

Figure 30. Répartition des LCR regus aux laboratoires de Virologie et de Bactériologie au CHU de Caen entre 2015 et 2016 (1)

Répartition des LCR recus aux laboratoires de Virologie et Bactériologie (2)

3500
3000
2500
2000 m LCR envoyés aux laboratoires de
Virologie et Bactériologie
1500
= LCR envoyés uniquement en
1000 Virologie ou en Bactériologie
500

LCR envoyés au laboratoire de LCR envoyés au laboratoire de
Virologie (n=1899) Bactériologie (n=3021)

Figure 31. Répartition des LCR regus aux laboratoires de Virologie et de Bactériologie au CHU de Caen entre 2015 et 2016 (2)
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LCR envoyés aux laboratoires de Virologie et Bactériologie: Répartition des services prescripteurs au sein du CHU de
Caen sur 2015 et 2016

Neurologie
Urgences Adultes
Hématologie
pédiatrie
Neurochirurgie 139
Réanimation Chirurgicale 114
Réanimation Médicale 86
Infectiologie 62
Médecine Interne 61
Médecine Générale et Polyvalente 57
Néonatologie 49
Néphrologie 29
Rhumatologie 18
Pneumologie 18
ORL CMF Ophtalmologie 17
Geériatrie 12
Centre de Référence Mort Subite BEI10
Gynécologie Obstétrique
Dermatologie
Chirurgie

Hépato-Gastro-Entérologie

Ophtalmologie
Ortho-Traumatologie
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Figure 32. LCR envoyés aux laboratoires de Virologie et de Bactériologie : répartition des services prescripteurs au sein du CHU de Caen
sur 2015 et 2016

B. Non-conformités
Nous avons enregistré 319 non-conformités (NC) sur les années 2015 et 2016 concernant les
LCR envoyés au laboratoire de virologie.
Les NC les plus fréquemment rapportées sont liées a des demandes d’analyses non justifiées,
ou non pertinentes sur le LCR [Figure 33].
En fonction du type de NC, il existe 3 décisions différentes [Figure 34]:

- l'acceptation du prélévement aprés remise en conformité aprés appel au service (26%):
absence d’UF sur la prescription, absence de date de prélévement, absence de nature
de I'échantillon...

- l'acceptation du prélevement avec dérogation par le biologiste (7%): délai

d’acheminement dépassé, absence d’identité du patient sur I'échantillon...
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- I'annulation de la demande (67%): analyses non justifiées, prescription non pertinente

sur ce type de préléevement, quantité insuffisante d’échantillon, erreur de tube ou de

contenant de I’échantillon

Types de Non-conformités sur les LCR (2015-2016) au laboratoire de Virologie

Analyse non justifiée

Prescription non pertinente sur ce type de prélévement
Absence de nature de I'échantillon

Quantité insuffisante

Absence d'UF sur la prescription

Erreur de tube contenant I'échantillon prélevé

Délai d'acheminement dépassé

Mauvais type de bon de prescription

Absence d'identité du patient sur I'échantillon
Absence de date/heure sur prescription

Absence d'examen demandé

Tube cassé dans la pochette

Nature de I'échantillon indiquée sur le bon erronée
Erreur de sélection d'analyse

Echantillon souillé

Discordance identité patient prescription et échantillon
Demande d'examen annulée par le prescripteur
Analyse non réalisée au laboratoire

Absence de bon de prescritpion
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Figure 33. Types de NC sur les LCR (2015 et 2016) au laboratoire de Virologie
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Figure 34. Décisions suite aux NC (2015-2016) au laboratoire de Virologie
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Les recherches virales annulées suite aux NC sont regroupées dans la Figure 35. La recherche

d’ADV sur le LCR, non recommandée, est I'analyse la plus fréquemment annulée (31,5%).

Les NC réparties selon les services prescripteurs sont regroupées dans la Figure 36. Les

Urgences adultes et la Pédiatrie sont les 2 services qui présentent le plus grand nombre de NC,

expliqué par le nombre important de LCR envoyés au laboratoire de Virologie.

Recherches virales annulées suite aux Non-conformités (2015-2016)

Panel Virus Respiratoires;

Influenza virus

n=5 (1,5%) =9 (2,8%)  Entérovirus
n=9 (2,8%)
Parvovirus B19
n=16 (4,9%)
Adénovirus
=102 (31,5%
o { ) Autres
n=31(9,6%)
EBV
n=36 (11,1%)
HHV6
n=40 (12,3%)
cMV
n=38 (11,7%)

Rotavirus
n=38 (11,7%)

Figure 35. Recherches virales annulées suite aux NC (2015-2016) au laboratoire de Virologie
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Répartition des Non-conformités par Services Prescripteurs (2015-2016)
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Figure 36. Répartition des NC par services prescripteurs (2015-2016)

C. Résultats par service

a.

Neurologie

Nous allons étudier les prescriptions des analyses microbiologiques sur les LCR des 4 plus gros
services prescripteurs (la Neurologie, les Urgences Adultes, I'Hématologie Clinique et la
Pédiatrie) en nous intéressant plus particulierement aux LCR envoyés uniquement au
laboratoire de bactériologie. Lobjectif est de comprendre dans quels cas les prélevements de

LCR sont envoyés uniquement au laboratoire de bactériologie, sans recherche spécifique de

Le service de Neurologie a envoyé 594 LCR aux laboratoires de bactériologie et/ou de virologie
en 2015 et 2016: 362 LCR ont été envoyés en bactériologie et virologie, 230 LCR ont été

envoyés en bactériologie uniquement et 2 LCR ont été envoyés en virologie uniquement.
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Pour les 230 LCR envoyés uniquement au laboratoire de bactériologie, la Figure 37 regroupe

les différents objectifs de la PL précisés dans les dossiers patients.

LCR envoyés uniquement au laboratoire de Bactériologie:
Obijectifs de la PL (Service de Neurologie)

Aucun
PL évacuatrice ou renseignements Bilan étiologique
soustractive N4 (2%) N=8 (3%)
N=29 (12%)
Contréle post méningite
Recherche de N=2 (1%)
Syphilis
N=5 (2%)

Recherche de Lyme
N=6 (2%)

Cytologie
N=187 (78%)

Figure 37. LCR envoyés uniquement au laboratoire de Bactériologie : objectifs de la PL (Service de Neurologie)

Le plus souvent, la PL est effectuée pour évaluer la cytologie du LCR (78%). En effet, le nombre
de leucocytes et d’hématies présents dans le LCR sont des éléments indispensables lors
d’explorations d’atteintes neurologiques. Les bilans de troubles cognitifs, de troubles
mnésiques, de déficits sensitivomoteurs, de démence, et de troubles de la marche sont les

indications cliniques les plus fréquentes [Tableau 17].

Indications Nombre (%)
Bilan de troubles cognitifs 56 (29,9%)
Autres 27 (14,4%)
Bilan de troubles mnésiques 19 (10,2%)
Bilan de déficit sensitivo-moteurs 18 (9,6%)
Bilan de démence / Suspicion d'Alzheimer 15 (8%)
Bilan de troubles de la marche 10 (5,3%)
Bilan de maladie inflammatoire du SNC 10 (5,3%)
Bilan de myélite 7 (3,7%)
Bilan d'atteinte ophtalmique (diplopie, NORB) 7 (3,7%)
Bilan d'aphasie 5 (2,7%)
Bilan de polyneuropathie 5(2,7%)
Bilan de SEP 3 (1,7%)
Bilan de polyradiculonévrite 3 (1,7%)
Bilan d'AVC 2 (1,1%)

Tableau 17. LCR envoyés uniquement au laboratoire de Bactériologie pour cytologie : Indications principales des PL effectuées dans le
service de Neurologie.
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Les cultures bactériennes étaient stériles sauf dans un cas (0,4%) avec la pousse de tres rares
colonies de Moraxella spp, sans antibiogramme réalisé, probablement due a une

contamination.

b. Urgences Adultes
Le service des Urgences Adultes a envoyé 572 LCR aux laboratoires de bactériologie et/ou de
virologie en 2015 et 2016: 408 LCR ont été envoyé en bactériologie et virologie, 163 LCR ont
été envoyé en bactériologie uniquement et 1 LCR a été envoyé en virologie uniquement.
Pour les 163 LCR envoyés uniquement au laboratoire de Bactériologie, la Figure 38 regroupe

les différents objectifs de la PL précisés dans les dossiers patients.

LCR envoyés uniquement au laboratoire de Bactériologie: Objectifs
de la PL (Urgences Adultes)

PL évacuatrice/soustractive
N=6 (4%)

Recherche spécifique A‘ucun
B o de Lyme renseignements
Suspicion de méningite N=1 (1%) N=8 (5%)
bactérienne Arguments en faveur
N=4 (2%) d'une méningite
N=20 (12%)

Cytologie
N=3 (2%) Bilan étiologique
N=3 (2%)

Contrdle post-
meéningite
N=3 (2%)

Suspicion d'hémorragie
méningée
N=115 (70%)

Figure 38. LCR envoyés uniquement au laboratoire de Bactériologie : Objectifs de la PL (Urgences Adultes)

La PL est effectuée le plus souvent en cas de suspicion d’hémorragie méningée (70%). Un
nombre abondant d’hématies avec un rapport hématies sur leucocytes supérieur a celui du
sang (>103%) sont caractéristiques en cas d’hémorragie méningée. Dans 12% des cas, la PL est
effectuée pour rechercher des arguments en faveur d’'une méningite, c’est-a-dire une cytologie

anormale du LCR avec un nombre d’éléments anormal.
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Les cultures bactériennes étaient stériles sauf dans 2 cas (1,2%) : un Staphylococcus warneri
en tres rares colonies et un Staphylocoque a coagulase négative apres enrichissement. Aucun

antibiogramme n’a été réalisé du fait d’'une contamination probable.

c. Hématologie Clinique

Le service d’Hématologie Clinique a envoyé 571 LCR aux laboratoires de bactériologie et/ou
virologie en 2015 et 2016: 44 LCR en bactériologie et virologie, 524 LCR en bactériologie
uniquement et 3 LCR en virologie uniquement.

Sur les 524 LCR envoyés uniquement en Bactériologie, 510 (97%) proviennent de PL
thérapeutiques préventives ou curatives effectuées dans le cadre de lymphomes et sont
associés a un protocole du service clinique. Les cultures bactériennes étaient stériles sauf dans
un cas (0,2%) avec la pousse de Staphylococcus hominis en trés rares colonies, sans

antibiogramme de réaliser du fait d’'une contamination probable.

d. Pédiatrie

Le service de Pédiatrie a envoyé 455 LCR aux laboratoires de bactériologie et/ou virologie en
2015 et 2016: 365 LCR en bactériologie et en virologie, 88 LCR en bactériologie uniquement et
2 LCR en virologie uniquement.
Sur les 88 LCR envoyés uniquement en Bactériologie, 40 (45%) proviennent de PL
thérapeutique dans le cadre du traitement de médulloblastome [Figure 39]. Les cultures
bactériennes sont dans ce cas toujours stériles (100%).
Pour les 48 autres LCR, les objectifs de la PL sont variés :

- Cytologie (14%) : bilan de polyradiculonévrite, bilan de diabéte insipide central

- Non renseigné (12%)
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Bilan étiologique d’atteintes diverses (8%): hypotonie, encéphalopathie, névrite
optique

- PL évacuatrice (6%) dans le cadre d’HTIC

LCR envoyés uniguement au laboratoire de Bactériologie:
Obijectifs de la PL (Pédiatrie)

Recherche spécifique de

Recherche spécifique d'une Lyme Aucuns
meéningite bactérienne N=1 (1%) .
o renselgnements
N R N=11 (12%)

Bilan étiologique
N=7 (8%)

Contréle post méningite
N=3 (3%)

PL thérapeutique
(médulloblastome) logi
N=40 (45%) Cyralogle
N=12 (14%)
Arguments en faveur
d'une méningite
N=4 (5%)
Recherche spécifique de tuberculose

; . méningée
PL évacuatrice N=1 (1%)

N=5 (6%)

Figure 39. LCR envoyés uniquement au laboratoire de Bactériologie : Objectifs de la PL (Pédiatrie)

Les cultures bactériennes étaient positives dans 8,3% (4/48) et un antibiogramme a été
pratiqué a chaque fois :
- Staphylococcus aureus (quelques colonies) : pas d’information supplémentaire
- Staphylocoque a coagulase négative apres enrichissement dans le cadre d’'une PL
évacuatrice pour hydrocéphalie
- Staphylococcus aureus (rares colonies) chez une enfant présentant un choc septique
décompensé, avec la méme souche de S.aureus dans ses hémocultures
- Streptococcus pneumoniae (quelques colonies) chez un enfant présentant une
hypotonie et des signes de déshydratation, et dont une hémoculture pousse aussi a

S.pneumoniae
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4. Synthese

Toutes les recherches de virus s’effectuent en biologie moléculaire au laboratoire de virologie.
Il n'y a pas d’étape de screening par un examen cytologique : la recherche de I’'HSV1 et 2, du
VZV et de I'EV est quasi systématique, contrairement au CMV, I'EBV et le virus JC notamment,
qui sont des recherches beaucoup plus ciblées. L'élément important quant a l'orientation des
recherches est I'état immunitaire du patient ; la cytologie du LCR a peu d’intérét en virologie.
Un résultat négatif est aussi important qu’un résultat positif et permet d’orienter le diagnostic.
Les LCR théques représentent une part importante des demandes: elles permettent
d’effectuer des recherches a posteriori en cas de doute diagnostic, notamment avec le service
de neurologie ou I'étiologie infectieuse n’est pas la plus fréquente.

Les LCR sont envoyés au laboratoire de bactériologie dans le cadre de différentes indications :
diagnostic d’infection du SNC, évaluation de la cytologie (service de Neurologie), protocole
d’envoi des PL thérapeutiques (service d’Hématologie clinique). En cas de suspicion d’infection
du SNC, la cytologie est I'élément principal d’orientation ; la biologie moléculaire représente
une part tres faible des techniques diagnostiques au sein du laboratoire de bactériologie.

Le volume de LCR nécessaire a la réalisation des recherches « classiques » est élevé, et parfois
impossible a obtenir. La revue de prescription effectuée par le biologiste, déja difficile de par
I'absence des renseignements cliniques nécessaires sur les bons de prescriptions, est rendue
plus compliquée a mettre en place depuis la réorganisation des laboratoires. De plus, les
infections du SNC sont pour la grande majorité des infections aiglies qui nécessitent une
réponse rapide de la part des laboratoires. Dans ce contexte, les techniques de PCR multiplex
seraient tout a fait indiquées pour palier a ces difficultés, et permettraient d’optimiser la prise

en charge des LCR et donc des patients.

96



Partie 2 : Optimisation de la prise en charge
des prélevements de liquides
céphalorachidiens au laboratoire de Virologie
du CHU de Caen

1. Comparaison de 2 techniques de RT-PCR en temps réel pour la détection

de ’ARN Entérovirus dans les échantillons de LCR

A. Etude prospective
a. Objectif
'objectif de cette étude a été d’évaluer le kit de RT-PCR Entérovirus Diagenode O-DiaENT’ par
comparaison avec la technique de RT-PCR en temps réel utilisée en routine au laboratoire de
virologie du CHU de Caen.
b. Matériel et Méthodes
L'étude prospective a été menée du 29 juin au 04 octobre 2016, période de pic estival de
circulation des entérovirus a tropisme méningé.
La technique de RT-PCR en temps réel utilisée en routine a été décrite en Partie 1.
Pour valider la technique, toutes les conditions suivantes doivent étre impérativement
remplies:
- Le TE ne doit donner aucun signal a 530nm (green) et doit sortir autour de 28 cycles a
610nm (orange).
- Lavaleur du témoin positif 10 TCID50 doit étre comprise entre 28 et 31 Ct et la valeur
du témoin positif 1 TCID50 doit étre comprise entre 31 et 34 Ct.
- Validation du CI : Le Ct MS2 du TE doit étre supérieur a 33 Ct. Si le Ct MS2 de

I’échantillon est inférieur au Ct MS2 du TE +3, I’échantillon est validé. Si le Ct MS2 de
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I’échantillon est supérieur au Ct MS2 du TE +3, I'échantillon est validé si la RT-PCR
Entérovirus est positive, mais I'échantillon n’est pas validé si la RT-PCR Entérovirus est
négative. Dans ce cas, il est nécessaire de réextraire 'échantillon et de le passer dans
la série suivante.
La trousse O-DiaENT’ permet la détection qualitative des entérovirus par RT-PCR en temps réel
dans le LCR aprés extraction. Les extraits utilisés sont ceux obtenus aprés extraction sur 'EZ1°,
selon le protocole d’extraction de la technique de routine.
Le mix est préparé extemporanément de la fagcon suivante, pour un tube : 6,25uL de Master
Mix 4X, 2,5uL de sondes et amorces pathogéne, 2,5uL de sondes et amorces du controle
d’amplification, 6,25uL d’eau, 2.5uL de CI pour un volume final de 20uL. 5ulL d’extraits, de
témoin positif et de témoin négatif (préts a I'emploi, fournis dans le kit) sont ensuite ajoutés
au mix. La RT-PCR est réalisée sur le méme Rotor-Gene® QIAGEN N°R060949 utilisé pour la
technique de routine.
Pour valider la technique, toutes les conditions suivantes doivent étre impérativement
remplies:
- Le témoin négatif est valide s’il n’y a pas de signal FAM au-dessus du seuil.

- Le témoin positif est valide si le Ct obtenu est compris entre 26.7 et 33.3.

Le Cl est valide des qu’un signal est détecté, quel que soit le Ct obtenu.

c. Résultats

Patients :

Au total, lors de cette étude prospective, 46 échantillons de LCR frais ont été testés avec les 2

techniques, sur le méme automate Rotor-Gene” QIAGEN N°R060949.
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Avec la technique de routine, nous avons obtenus 13 résultats positifs: 9 patients et 4
contréles de qualité QCMD. Avec la technique Diagenode®, nous avons obtenus 12 résultats
positifs : 8 patients et 4 controles de qualité QCMD. La discordance s’observe chez un patient,
pour lequel le Ct obtenu avec la technique routine est de 38,15 (absence de signal avec la
technique Diagenode®). Le génotypage de la souche n’a pas pu étre effectué du fait de
I'absence d’amplification lors de la PCR nichée, et le résultat rendu de la souche était « non
typable ».

Pour les 12 échantillons positifs, la moyenne des Ct de la cible obtenus avec la technique de
routine est de 32,11 (de 28,81 a 38,08). La moyenne des Ct de la cible obtenus avec le kit
Diagenode testé est de 30,67 (de 27,76 a 39,68) [Tableau 18].

Le signal obtenu avec le kit Diagenode® sort plus tét de 1,44Ct par rapport a la technique de

routine (de 0,46 a 3,51).

Patient 1 37.29 33.86 -3.43
Patient 2 37.31 35.00 -2.31
Patient 3 31.20 29.52 -1.68
Patient 4 29.32 27.76 -1.56
Patient 5 28.81 28.17 -0.64
Patient 6 32.53 30.06 -2.47
Patient 7 38.08 39.68 1.6

Patient 8 29.43 28.12 -1.31
Patient 9 29.26 28.71 -0.55
Patient 10 32.31 28.80 -3.51
Patient 11 30.51 29.56 -0.95
Patient 12 29.30 28.84 -0.46
Moyenne 32.11 30.67 -1.44

Tableau 18. Ct obtenus avec la technique de routine et le kit Diagenode® pour les 12 patients positifs

- Controle interne :
Pour les 12 échantillons positifs, la moyenne des Ct du Cl obtenus avec la technique de routine
est de 31,06 (de 28,28 a 34,09). La moyenne des Ct du Cl obtenus avec le kit Diagenode” testé

est de 25,71 (de 24,15 a 27,95) [Tableau 19].
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Le signal du Cl obtenu avec le kit Diagenode® sort plus tét de 5,34Ct par rapport a la technique

de routine (de 1,04 a 8,20).

Patient 1 29.29 25.18 -4.11
Patient 2 29.97 25.26 -4.71
Patient 3 30.54 24.15 -6.39
Patient 4 33.21 26.41 -6.8
Patient 5 31.51 25.92 -5.59
Patient 6 34.09 25.90 -8.19
Patient 7 34.05 25.85 -8.20
Patient 8 32.50 25.57 -6.93
Patient 9 30.22 24.60 -5.62
Patient 10 28.28 26.10 -2.18
Patient 11 30.01 25.67 -4.34
Patient 12 28.99 27.95 -1.04
Moyenne 31.06 25.71 -5.34
Ecart-type 1.99 0.95 2.21

Tableau 19. Ct du Cl obtenus avec la technique de routine et le kit Diagenode’ pour les 12 patients positifs

Pour tous les échantillons testés (n=46), la moyenne des Ct du Cl obtenus avec la technique de
routine est de 31,16 (de 28,28 a 34,18). La moyenne des Ct du Cl obtenus avec le kit
Diagenode” est de 25,79 (de 24,02 a 28,38) [Annexe 22]. Le signal du Cl obtenu avec le kit
Diagenode” sort plus tdt de 5,37Ct par rapport a la technique de routine (de 0,35 & 8,58).

A propos des témoins positifs, la moyenne des Ct du Cl obtenus avec le kit Diagenode® est de
26,01 (de 24,51 a 28,26). A propos des témoins négatifs, la moyenne des Ct du Cl obtenus avec

le kit Diagenode® est de 25,82 (de 24,30 a 28,06) [Annexe 23].

- Témoins positifs:
A propos des 2 témoins positifs utilisés pour la technique de routine, 10 TCID50 et 1 TCID50,
les moyennes des Ct obtenus sont respectivement de 28,65 (de 27,74 a 29,78) et 31,92 (de
29,80 4 33,39). A propos du témoin positif fourni dans le kit Diagenode®, la moyenne des Ct

obtenus est de 31,51 (de 29,18 a 33,60) [Annexe 24].
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- Génotypage:
Sur les 12 échantillons positifs avec la technique de routine, le génotypage effectué au
laboratoire de virologie par PCR nichée suivie d'un séquencage type Sanger, a permis de mettre
en évidence 8 types d'entérovirus (2 Coxsackievirus B3, 2 Entérovirus 71, 2 Echovirus 18, 1
Coxsackievirus B1, 1 Coxsackievirus B4, 1 Echovirus 30, 1 Echovirus 5) et 2 entérovirus non

typables [Tableau 20].

Patient 1 9 ans Masculin Coxsakievirus B1
Patient 2 9 ans Féminin Non typable
Patient 3 60 ans Masculin Non typable
Patient 4 2 mois Masculin Echovirus 30
Patient 5 10 jours Masculin Coxsakievirus B3
QCMD1 - - Coxsakievirus B3
QCMD2 - - Entérovirus 71
QCMD3 - - Entérovirus 71
QCMDA4 - - Entérovirus 68
Patient 6 16 jours Masculin Coxsakievirus B4
Patient 7 1 mois Masculin Echovirus 18
Patient 8 17 ans Féminin Echovirus 5
Patient 9 29 ans Masculin Echovirus 18

Tableau 20. Génotypes des 13 échantillons positifs a entérovirus

- QCMD:

Nous avons testé 5 contrbles de qualité externes QCMD parmi tous les échantillons testés. La
concordance des résultats retrouvés avec la RT-PCR du kit entérovirus Diagenode” est de 100 %
par rapport a la technique de routine. Ces résultats sont concordants avec les résultats
attendus par I'organisme fournisseur de ces contrdles de qualité externes.

Le QCMD négatif a bien été retrouvé négatif avec les 2 techniques. Les QCMD positifs ont été
aussi retrouvés positifs avec les 2 techniques, les génotypages étant aussi concordants avec
les résultats attendus. Parmi ces QCMD se trouvait une faible charge virale d'Entérovirus 71,

qui a été détectée avec les 2 techniques [Tableau 21].
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1 Entérovirus négatif - oui oui

2 Coxsackievirus B3 Détection fréquente oui oui

3 Entérovirus 71 (forte Détection fréquente oui oui
charge virale)

4 Entérovirus 71 (faible Détection peu fré- oui oui
charge virale) quente

5 Entérovirus 68 Détection fréquente oui oui

Tableau 21. Résultats des QCMD Entérovirus 2016 avec les techniques de routine et Diagenode®

d. Discussion et perspectives

A propos du résultat discordant, une repasse en technique de routine et avec le kit Diagenode”
n’a pas pu étre effectuée a cause d’'une quantité insuffisante d’extrait. Une troisieme technique
(voir plus loin) sera effectuée sur ce prélevement, stocké au congélateur a -80°C. Cette
troisiéme technique permettra 'interprétation de ce résultat discordant. Le Ct obtenu avec la
technique de routine est de 38,15, ce qui est élevé. On pourrait imaginer une mauvaise
conservation de I'extrait, une prise en charge trop tardive de I'extrait pour la réalisation de la
RT-PCR avec le kit Diagenode®, ou encore une charge virale trés faible en dessous de seuil de
détection.

L'interprétation des résultats avec Le kit Diagenode® est simplifiée, avec des signaux et des Ct
obtenus plus précocement (1,44 Ct en moyenne) qu’avec la technique de routine pour les
échantillons positifs.

Les extraits d’ARN, utilisé pour la technique de routine, ont aussi servi a la technique
Diagenode”: le Cl du kit n’a donc pas été intégré dans I'échantillon de LCR de départ. Il est
ajouté dans le pré-mix, et n‘est donc pas extrait : il permet un contréle de I'amplification
uniquement. Nous l'avons tout de méme qualifié de « Cl ». Au vu des résultats, ce contrdle

sort plus tot que le Cl de la technique de routine, en moyenne de 5,34Ct pour les patients

102



positifs. Si I'on regarde le total des échantillons testés, ce contrble sort aussi plus tot, en
moyenne de 5,37Ct. Les valeurs de Ct de ce Cl sont aussi moins dispersées avec le kit
Diagenode” (écart-type 0,95 pour les échantillons positifs, écart-type 1,10 pour la totalité des
échantillons testés) qu’avec la technique de routine (écart-type 1,99 pour les échantillons
positifs et 1,58 pour la totalité des échantillons testés). On note dans I’ Annexe 22, que pour
les 6 derniers échantillons testés (N°41 a 46), le delta Ct du Cl est beaucoup plus faible que
pour le reste des échantillons. Ceci peut étre expliqué par une plus longue latence entre le
moment de I'extraction du LCR et la réalisation de la RT-PCR avec le kit Diagenode”’. En effet,
I'extraction a eu lieu le lundi matin, la technique de routine a été effectuée dans la foulée, mais
pour des raisons techniques, la RT-PCR avec le kit Diagenode® a été effectuée le lendemain
apres-midi. Ceci montre que la RT-PCR doit étre réalisée rapidement (dans les 24 heures) aprés
I'extraction de I'ARN, et que la conservation de cet extrait a +4°C ne devrait pas dépasser ce
délai.

La technique de routine est moins pratique et plus lourde en terme de préparation. En effet
les techniciennes doivent préparer les 2 témoins positifs a partir d’'une souche de référence
« ECHO 30.35.30.483 ». Cette souche est repiquée sur cellules MCR5: lorsqu’un effet
cytopathique apparait, le surnageant de culture est recueilli et congelé en plusieurs aliquots
de 1,5mL. Cette souche est ensuite titrée pour préparer le contréle dit « fort » (10 TCID50) et
le contréle dit « faible » (1 TCID 50). Le blanc, constitué d’eau, sert de témoin négatif. Avec le
kit Diagenode”, les témoins positif et négatif sont préts a I'emploi. La moyenne des Ct obtenus
avec le kit Diagenode pour le témoin positif est de 31,51, ce qui est proche de la moyenne des
Ct obtenus avec la technique de routine pour le témoin faible 1 TCID50 (31,92).

Cette comparaison de méthodes a été effectuée sur un faible nombre d’échantillons (n=46),

expliqué par une absence de pic estival de méningites a entérovirus durant I'été 2016.
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Néanmoins, ces premiers résultats ont permis d’évaluer le kit de RT-PCR entérovirus
Diagenode® O-DiaENT, qui est un kit plus simple et rapide d’utilisation que la technique de
routine. Il permet d’obtenir des résultats similaires avec des Ct plus précoces, et un Cl moins

dispersé.

B. Etude rétrospective
a. Objectif
'objectif principal de cette étude a été d’évaluer le kit de RT-PCR Entérovirus Diagenode® O-
DiaENT par comparaison avec la technique utilisée en routine au laboratoire de virologie du
CHU de Caen. Lévaluation porte surtout sur la stabilité des échantillons de LCR ainsi que sur
le volume d’échantillon nécessaire a la technique. En effet, le LCR est un prélevement précieux,
et le volume regu est souvent insuffisant pour effectuer toutes les recherches nécessaires aux

cliniciens pour établir le diagnostic étiologique des infections neurologiques.

b. Matériel et Méthodes

Cette étude est une étude rétrospective menée sur 25 échantillons de LCR, conservés congelés
a-80°C.

Une requéte a été effectuée du 31 décembre 2014 au 31 mai 2016, pour rechercher tous les
LCR rendus positifs  Entérovirus. La date de début correspond au moment ou I'extracteur EZ1°
a été mis en place au laboratoire de virologie. Nous avons ensuite estimé chaque volume de
LCR restant, stockés a -80°C. Nous avons sélectionné les LCR pour lesquels il restait un volume
d’au moins 200uL. Ces LCR ont ensuite été stockés a part, dans une boite a -80°C.

Les 25 échantillons ont été extraits sur I'automate EZ1° puis testés d’une part avec la technique

de routine et d’autre part avec le kit Diagenode’. Nous avons donc 3 résultats : le premier
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résultat obtenu avec la technique de routine lors du prélevement (appelé « Routine 1 »), un
second résultat obtenu avec la technique de routine lors de cette étude rétrospective (appelé
« Routine 2 ») et un troisiéme résultat obtenu avec le kit Diagenode®.

Un témoin de non contamination (ou TE) a été inséré dans chaque série d’extraction, constitué
d’eau. Lextraction nécessite un volume minimum de 400uL de LCR, mais une dilution au demi
dans du PBS peut étre réalisée en cas de quantité insuffisante d’échantillon. Nous avons donc
testé les échantillons avec et sans cette dilution au demi.

Au total, 9 échantillons (n°1 a 9) ont été extraits en duplicate sur une prise d’essai de 400puL et
de 200uL, 10 échantillons (n°10 a 19) ont été extraits sur une prise d’essai de 400uL et 6
échantillons (n°20 a 25) ont été extraits sur une prise d’essai de 200pL.

La RT-PCR en temps réel de routine a été réalisée avec la technique « maison » sur le Rotor-
Gene”® avec une prise d’essai de 400pL. La RT-PCR en temps réel avec le kit Diagenode® a été
effectuée sur les mémes extraits utilisés pour la technique de routine. Le Cl fourni dans le kit
a été ajouté a I'échantillon de LCR avant extraction : il est donc extrait avec I'échantillon. Les
témoins positifs et négatifs sont préts a I'emploi et ne sont pas extraits. La RT-PCR est réalisée

sur le Rotor-Gene®.

c. Résultats
- Comparaison des 2 techniques de routine
La RT-PCR en temps réel effectuée avec la technique de routine (1 et 2) a été positive sur les
25 échantillons (100%) de LCR sélectionnés. Les Ct de la cible obtenus avec la technique
routine 1 sont significativement les mémes que ceux obtenus avec la technique routine 2

[Annexe 25].
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- Comparaison entre la technique routine 2 (prise d’essai : 400uL) et le kit Diagenode”®
sur les 9 échantillons extraits (prise d’essai : 400uL et 200pL):
La technique de RT-PCR avec le kit Diagenode” a été positive sur 9 échantillons avec prise
d’essai de 400pL et sur 8 échantillons avec prise d’essai de 200uL.
Les résultats obtenus sur les 9 échantillons avec une prise d’essai de 400uL sont concordants.
En revanche, pour I'un des échantillons extraits sur une dilution au demi, le résultat est

discordant (échantillon n°1): il n’y a pas de signal avec la technique Diagenode® [Tableau 22].

DPDte aVe DpPte A 0]elis A

. d . d . d . d . d
400 400 400 00 400 00

1 35,60 35,14 -0,46 - -
2 31,10 26,76 -4,34 27,87 1,11
3 34,10 28,86 -5,24 29,11 0,25
4 32,40 25,08 -7,32 25,13 0,05
5 37,80 32,43 -5,37 35,89 3,46
6 31,80 26,44 -5,36 27,08 0,64
7 38,10 26,16 -11,94 27,60 1,44
8 30,70 26,39 -4,31 27,15 0,76
9 33,60 29,51 -4,09 32,00 2,49

Tableau 22. Comparaison des Ct obtenus rétrospectivement avec la technique routine 2 et le kit Diagenode”® sur une prise d’essai de
400pL et sur une dilution au demi (n=9)

Le signal obtenu avec le kit Diagenode” (prise d’essai de 400pL) sort plus tot de 5,38Ct (de 0,46
a 11,94) par rapport a la technique de routine.
Pour les 8 échantillons positifs avec le kit Diagenode®, le signal obtenu avec une prise d’essai

de 200uL sort plus tard de 1,28 Ct (de 0,05 a 3,46) par rapport a une prise d’essai de 400uL.
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- Comparaison entre la technique de routine 2 (prise d’essai : 400uL) et le kit Diagenode”®

(prise d’essai : 400pL):

Nous avons comparé 19 échantillons de LCR avec une prise d’essai de 400uL: un seul

échantillon est discordant (échantillon n°14). Le Ct de la cible obtenu avec la technique de

routine en rétrospectif est de 36,80, et le génotypage n’a pas permis d’identifier le génotype

de I'entérovirus (rendu entérovirus non typable) [Tableau 23].

En moyenne, le signal obtenu avec le kit Diagenode® sort plus t6t qu’avec la technique de

routine, de 4,37Ct (de 0,46 a 11,94).

Patients  Ct obtenus avec la technique
de routine 2

prise d’essai 400puL

prise d’essai 400puL

Ct obtenus avec le
kit Diagenode®

Delta Ct entre les 2
techniques

prise d’essai 400puL

1 35,60 35,14 -0,46
2 31,10 26,76 -4,34
3 34,10 28,86 -5,24
4 32,40 25,08 -7,32
5 37,80 32,43 -5,37
6 31,80 26,44 -5,36
7 38,10 26,16 -11,94
8 30,70 26,39 -4,31
9 33,60 29,51 -4,09
10 31,70 29,07 -2,63
11 35,20 32,40 -2,80
12 31,10 29,39 -1,71
13 32,10 27,68 -4,42
14 36,70 - -
15 31,40 28,95 -2,45
16 33,90 32,47 -1,43
17 33,10 27,91 -5,19
18 33,40 26,80 -6,60
19 33,70 30,75 -2,95
Moyenne - - -4,37
Ecart-type - - 2,62

Tableau 23. Comparaison des Ct de la cible obtenus rétrospectivement avec la technique de routine 2 et le kit Diagenode® sur une prise

d’essai de 400uL (n=19)
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- Comparaison entre la technique de routine 2 (prise d’essai : 400uL) et le kit Diagenode”®
(prise d’essai : 200uL) :
Nous avons comparé 6 échantillons avec la technique de routine (prise d’essai 400uL) avec le
kit Diagenode”® (prise d’essai 200uL). Sur les 6 échantillons, un seul est discordant (n°25). Le Ct
obtenu avec la technique routine 2 est de 37,50, mais aucun signal n’a été détecté avec le kit
Diagenode”. Le Ct obtenu avec la technique de routine 1 était aussi de 37,50 [Tableau 24].

En moyenne, le signal obtenu avec le kit Diagenode® sort plus t6t qu’avec la technique de

routine, de 3,37Ct (de 2,63 a 3,99).

Patients Ct obtenus avec la technique Ct obtenus avec le Delta Ct entre les 2
de routine kit Diagenode”’ techniques
prise d’essai 400puL prise d’essai 200puL prise d’essai 200puL
20 30,20 26,58 -3,62
21 33,30 30,01 -3,29
22 31,90 29,27 -2,63
23 32,40 29,09 -3,31
24 34,90 30,91 -3,99
25 37,50 - -

Tableau 24. Comparaison des Ct de la cible obtenus rétrospectivement avec la technique routine et le le kit Diagenode® sur une prise
d’essai de 200pL (n=6)

- Discordances:

Sur les 25 échantillons testés, nous obtenons 3 résultats discordants entre les techniques de

routine et Diagenode”® [Tableau 25].

N° Ct obtenus avec la Ct obtenus avec le Ct obtenus avec le Génotypage
technique kit Diagenode” kit Diagenode”’
de routine 1
prise d’essai 400puL prise d’essai 400puL prise d’essai 200puL
1 35,60 35,14 Pas de Ct Coxsakievirus B5
14 36,70 Pas de Ct Non réalisé Entérovirus non
typable
25 37,50 Non réalisé Pas de Ct Absence d’ampli-
fication

Tableau 25. Récapitulatif des Ct de la cible obtenus en technique de routine et avec le kit Diagenode pour les 3 échantillons discordants '
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Pour I'échantillon n°1, nous avons bien détecté avec le kit Diagenode®, la présence d’ARN
d’entérovirus en utilisant une prise d’essai de 400uL de LCR pour l'extraction sur 'EZ1°. En
revanche avec une prise d’essai de 200uL de LCR dilué dans 200uL de PBS, aucun signal n’a été
détecté. Le génotypage réalisé au moment du préléevement a permis de conclure a un
Coxsakievirus B5.

Pour I'échantillon n°14, nous n’avons pas détecté la présence d’ARN d’entérovirus avec une
prise d’essai de 400uL de LCR. Le Ct obtenu avec la technique de routine était de 36,70 mais le
génotypage n’a pas été concluant : cet entérovirus était « non typable ».

Pour I'échantillon n°25, nous n’avons pas détecté la présence d’ARN d’entérovirus avec une
prise d’essai de 200uL de LCR. Le volume restant de LCR était insuffisant pour refaire la
technique. Le Ct obtenu avec la technique de routine est de 37,50 mais le génotypage n’a pas

pu étre réalisée, du fait d’'une absence d’amplification lors de la PCR avant le séquencage.

d. Discussion et perspectives

Cette comparaison a permis de mettre en évidence que la technique de routine est
reproductible. En effet, les Ct obtenus sont significativement les mémes entre la technique
routine effectuée au moment de la demande et celle effectuée lors de I'étude rétrospective,
malgré I'étape de congélation/décongélation.

En revanche, en comparant la technique de routine avec la technique Diagenode® (effectuées
sur le méme automate), les Ct de la cible obtenus avec cette seconde technique sont plus
faibles. En effet, le signal sort en moyenne plus t6t de 4,37Ct pour une prise d’essai identique.
Une dilution de I'’échantillon au demi a un impact sur le signal détecté : celui-ci est détecté plus

tard, en moyenne de 1,28Ct par rapport a une prise d’essai de LCR de 400pL. Plus I'échantillon
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est dilué, plus la charge virale diminue, et plus le signal sera détecté tard. Le risque est donc
de rendre un résultat faussement négatif par dilution de I'échantillon.

Concernant les 3 échantillons discordants, on peut se poser la question de I'impact de la
dilution sur la charge virale contenue dans |’échantillon, la mauvaise conservation des
échantillons, une charge virale trop faible dans le LCR. Deux résultats discordants impliquent
des échantillons ou I'on détecte des quantités faibles de virus, évaluées avec des Ct élevés.
Pour I'échantillon n°14, le Ct obtenu avec la technique de routine est élevé (36,70) et le
génotypage n’avait pas été concluant. Cet échantillon sera testé avec une 3¢™ technique (voire
plus loin). Pour I'’échantillon n°25, le Ct obtenu avec la technique de routine est lui aussi élevé
(37,50) et le génotypage n’avait pas pu étre réalisé du fait d’'une absence d’amplification lors
de la PCR nichée.

Pour l'échantillon n°1, le Ct n’étant pas particuliecrement élevé, la dilution n’aurait
normalement pas due avoir de conséquence sur la détection de I'’ARN viral.

On peut dans ces 3 cas se poser la question d’'une mauvaise conservation des échantillons,
d’une dégradation de I'ARN dans le prélévement ou d’une charge virale trop faible dans le

prélevement.

2. Evaluation d’une technique de PCR Multiplex pour la détection de 14

micro-organismes dans les échantillons de LCR

A. Obijectifs
Lobjectif principal de cette étude est une évaluation du panel Méningoencéphalite (ME) sur
I'automate FilmArray® Biomérieux, en testant rétrospectivement 24 échantillons de LCR,

conservés congelés a -80°C.
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Les résultats obtenus sont comparé aux résultats obtenus avec les techniques effectuées en
routine au laboratoire de virologie et de bactériologie du CHU de Caen sur des LCR « frais ».

Le second objectif de cette étude est de comparer les délais de rendu de résultats entre la
technique multiplex et les techniques effectuées en routine, ainsi que I'influence sur la durée

d'hospitalisation des patients.

B. Présentation de la PCR Multiplex Panel ME, FilmArray® Biomérieux
a. Généralités

Le FilmArray® ME Panel est un test diagnostique multiplex in vitro pour la détection qualitative
d’acides nucléiques. Il est capable de détecter et d’identifier simultanément les acides
nucléiques de diverses bactéries, virus et levures directement a partir d’échantillons de LCR.
Les organismes suivants sont identifiés a I'aide de ce panel : Escherichia coli K1, Haemophilus
influenzae, Listeria monocytogenes, Neisseiria meningitidis (encapsulée), Streptococcus
agalactiae, Streptococcus pneumoniae, HSV1, HSV2, VZV, HHV6, CMV, EBV Paréchovirus
humain et Cryptococcus neoformans/gattii.

Ce panel est une aide au diagnostic des agents spécifiques aux méningites et/ou aux
encéphalites. Des résultats positifs n’excluent pas une coinfection par des organismes non
inclus dans le panel. Tous les agents responsables d’une infection du SNC ne sont pas détectés

par ce test : des résultats négatifs n’excluent pas une infection du SNC.

b. Agents pathogénes détectés
Nous avons vu précédemment en introduction I'épidémiologie et la présentation des virus
responsables d’infections du SNC. Nous allons décrire rapidement les bactéries et levures a

I'origine d’infections du SNC détectées avec ce panel.
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- E.coliKl:
Les souches d’E.coli K1 constituent pres de 80% des E.coli isolées dans le LCR. LUantigene K1 est
une capsule qui protege les bactéries du systéme immunitaire. Les méningites a E.coli K1 sont
particulierement inquiétantes chez les prématurés et les nouveau-nés avec des taux de
mortalité respectivement de 13% et 25% [120]. Les infections chez I'adulte sont moins

courantes et généralement opportunistes.

- H.influenzae :
Avant l'introduction de la vaccination, l'incidence des infections invasives a H.influenzae était
de 27 pour 100 000 en France, soit 1 000 cas par an (17/100 000 pour les méningites) [121].
Les méningites purulentes sont les plus fréquentes (60%), et les plus graves par leurs séquelles
(10 a 15% de surdité) avec un taux de mortalité associé de 3%. Les méningites s'observent dans
80% des cas entre 3 et 18 mois. Depuis I'introduction de la vaccination contre I'H.influenzae
de type b en 1992 grace a son association au vaccin diphtérie-polio-tétanos, la couverture
vaccinale est trés élevée. Lincidence des méningites a H.influenzae a été divisée par 10 entre

1991 et 2005.

- L.monocytogenes :
Ce bacille Gram positif est responsable de la listériose. La listériose invasive peut entrainer une
fausse couche, une septicémie, une méningite et une méningo-encéphalite. Les populations a
risque de présenter une listériose invasive sont les patients ID, les femmes enceintes, les
nouveau-nés, les foetus et les personnes agées. L'incidence de la méningite a L.monocytogenes

a diminué depuis 1992, en passant de 0,4/100 000 a 0,1/100 000 en 2010 [8].
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- N.meningitidis ou Méningocoque :
Seuls les N.meningitidis encapsulées sont généralement considérées comme pathogéenes. Les
méningites a Méningocoque sont plus courantes chez les nourrissons, les enfants et les jeunes
adultes. Le sérogroupe B est a I'origine de 60 a 80% des infections invasives avec une incidence
variable en fonction de I'age : 0,1 cas pour 100 000 chez les plus de 25 ans et 6 cas pour

100 000 chez les moins de 1 ans [8].

- S.agalactiae ou Streptocoque B :
Le Streptocoque B est une cause importante de méningite chez les nouveau-nés, en particulier
chez les prématurés. Avec un chiffre moyen de 70 cas par an, l'incidence annuelle des
infections néonatales est restée stable entre 1997 et 2006, soit 0,10 pour 1 000 naissances.

Les méningites contribuent en moyenne pour 45% des infections néonatales [122].

- S.pneumoniae ou Pneumocoque :
Le Pneumocoque est une cause majeure de méningite, en particulier chez les enfants et les
personnes agées avec une incidence stable de 6/100 000 chez les moins de 2 ans et de

2/100 000 chez les plus de 64 ans [8].

- C.neoformans/gattii :
C.neoformans et C.gattii sont des champignons pathogénes opportunistes indissociables avec
la technique FilmArray® ME Panel. Ils sont responsables de la cryptococcose, dont la forme
clinique la plus fréquente est une méningo-encéphalite disséminée, survenant surtout chez
des patients ID. Elle survient chez 2 a 20% des patients infectés par le VIH, au stade SIDA, lors

d’un déficit immunitaire profond. Le taux de mortalité associé est d’environ 20% [123].
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C. Principe et fonctionnement
La cassette FilmArray® ME est un systeme fermé jetable a usage unique qui comprend tous les
produits chimiques requis pour isoler, amplifier et détecter les acides nucléiques des différents
pathogénes vus précédemment, au sein d’un seul échantillon de LCR.
Les manipulations manuelles, trés simples, nécessitent 5 minutes maximum: ['utilisateur
insere la cassette dans la station de chargement, injecte la solution d’hydratation puis le
tampon et I'échantillon (200uL de LCR), et place la cassette dans I'automate [Figure 40]. Apres

le lancement de I'analyse, toutes les autres opérations sont automatisées.

Insérer la cassette dans la Injecter la solution Insérer le tampon et Charger la cassette dans
station de chargement d’hydratation les 200pL de LCR I"automate et lancer le run

Figure 40. Manipulations manuelles pour le lancement d’une analyse sur automate FilmArray ME Panel

(Manuel d’utilisation)

Le composant en plastique rigide (support) de la cassette contient les réactifs lyophilisés. La
partie en plastique souple de la cassette se divise en segments dans lesquels les processus
chimiques sont réalisés [Figure 41].

La purification des acides nucléiques s’effectue dans les 3 premieres plaquettes de la cassette.
L'échantillon est lysé par agitation (broyage par des billes) et les acides nucléiques libérés sont
capturés, lavés et élués selon grace a des billes magnétiques. Ces étapes durent environ 10

minutes (C,D,E sur la Figure 41).
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Partie souple lieu des réactions chimiques
Partie rigide contenant les réactifs lyophilisés
Lyse des échantillons (billes magnétiques)
Station de lavage

Recueil des billes magnétiques

Station d’élution

PCR Multiplex de phase 1

Station de dilution

PCR de phase 2

TITIeIMMDO B P

Figure 41. Présentation de la cassette FilmArray ME Panel

(Manuel d’utilisation)

L'étape de transcription inverse permet de convertir I'ARN viral en ADNc avant amplification.
La PCR multiplex de phase 1 a pour but d’enrichir la solution en acides nucléiques cibles
présents dans I’échantillon (F,G).
Les produits de la premiére PCR sont dilués (H) et mélangés avec des réactifs de PCR contenant
un colorant d’ADN intercalant fluorescent. Cette solution est répartie sur la matrice de la
seconde PCR (l). Chaque compartiment de la matrice contient des amorces pour des tests
différents (chacune présente en triple exemplaire) qui ciblent les séquences d’acides
nucléiques spécifiques de chacun des agents pathogénes détectés.
Aprés la seconde PCR, la température est progressivement augmentée et la fluorescence de
chaque compartiment de la matrice est analysée afin de tracer une courbe de fusion. La
température a laquelle le produit spécifique de PCR fond (température de fusion) est
constante et prévisible : le logiciel FilmArray évalue automatiquement les données issues des
compartiments pour chaque test afin de fournir les résultats. Le rapport de test est fourni
automatiquement par le logiciel a la fin de I'analyse. Lensemble du processus dure environ
1h10.
Deux contrdles sont inclus dans chaque cassette :

- Un « RNA Process Control » : il cible un produit de transcription d’ARN de la levure

Schizosaccharomyces pombe. Ce contrble passe par tous les stades du processus de
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test (lyse, purification, transcription inverse, PCR n°1, dilution, PCR n°2 et fusion de
I’ADN). Un résultat positif du contréle indique le déroulement correct de toutes les
étapes effectuées dans la cassette.
- Un « PCR; Control » : |l détecte une cible d’ADN (non précisé par le fournisseur). Un
résultat positif indique que la PCR n°2 s’est déroulée correctement.
Les tests de controle doivent tous les deux étre positifs pour que I'analyse soit réussie. Lorsque
I'un ou l'autre des contréles a échoué, le champ Controls du rapport de test affiche Failed et
tous les résultats sont donnés comme Invalid. Si les contrbles échouent, I'échantillon devra

étre testé a nouveau avec une nouvelle cassette.

D. Matériel et Méthodes

Nous avons testé rétrospectivement 24 échantillons de LCR : un négatif et 23 positifs, choisis
parmi les échantillons stockés a -80°C au laboratoire de virologie et pour lesquels un agent
pathogene présent dans le panel ME était détecté. Parmi les échantillons positifs, on
retrouvait: 13 EV, 1 HSV1, 1 HSV2, 2 VZV, 1 HHV6, 1 N.meningitidis, 2 S.pneumoniae, 1
L.monocytogenes et une co-infection CMV et C.neoformans/gattii.

Les réactifs du panel ME ont été réceptionnés puis stockés a température ambiante (15-25°C),
dans la piece de réserve du laboratoire de bactériologie. Les échantillons de LCR ont été
stockés a -80°C dans un congélateur de la laverie du laboratoire de bactériologie. Ils ont ensuite
été décongelés a température ambiante, extemporanément avant chaque test. Les réactifs,
notamment la barrette conservée sous vide, ont été ouverts aussi avant chaque test.

Les manipulations ont été effectuées par le méme opérateur pendant 4 jours (7 tests par jour).
Les résultats ont été comparés avec les techniques de routine des laboratoires de virologie et

bactériologie.
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L'évaluation de délai de rendu des résultats a été obtenue via le logiciel informatique des
laboratoires (TD-Nexlab), et la durée d’hospitalisation ainsi que les renseignements des

patients ont été obtenu via le logiciel patient du CHU (Référence).

E. Résultats
Sur les 24 échantillons testés, nous avons observé 5 discordances [Figure 42].
A propos de ces 5 discordances :

- Echantillon 1 : pas de détection du Coxsackievirus B5 avec le FilmArray. Le Ct obtenu
avec la technique de routine sur LCR « frais » était de 35,6.

- Echantillon 12 : pas de détection de I'Echovirus 25 avec le FilmArray. Nous n’avons pas
de Ct correspondant a la technique de RT-PCR de routine.

- Echantillon 13 : pas de détection d’un EV non typable avec le FilmArray. Le Ct obtenu
avec la technique de routine sur LCR « frais » était de 38,2. Cet échantillon avait été
testé avec la technique Diagenode (voir étude rétrospective) : I’ARN de I'EV était la
aussi non détectable.

- Echantillon 18 : Pas de détection du CMV avec le FilmArray. Le Ct obtenu avec la
technique de routine sur LCR « frais » était de 37,3.

- Echantillon 19 : Pas de détection de I’'HHV6 avec le FilmArray. Le Ct obtenu avec la

technique de routine sur LCR « frais » était de 38,8.
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Durée de Ctobienu avec lafechnique
Date de |congélation a Résultat obtenu avec la technique effectuée en routine au Résultat obtenu avec le Panel ME
N° échantillon | prélévement | -80°C (mois) effectuée en routine au laboratoire laboratoire sur Filmarray®
1 05/06/2015 16 Coxsackievirus B5' 35,6 Négatif
2 17/06/2015 16 Echovirus 6' 311 Enterovirus
3 01/07/2015 15 Echovirus 5' 34,1 Enterovirus
4 18/10/2015 12 Echovirus 6' 324 Enterovirus
5 05/01/2016 9 Coxsackievirus B5' 31,7 Enterovirus
6 17/07/2015 15 Coxsackievirus B5' 378 Enterovirus
7 04/06/2015 16 Echovirus 6’ 318 Enterovirus
8 21/01/2016 9 Echovirus 6' 38,1 Enterovirus
9 24/06/2016 4 Echovirus 9' 30,9 Enterovirus
10 11/06/2015 16 Coxsackievirus B5' 35,2 Enterovirus
11 10/07/2016 3 Coxsackievirus B2 Enterovirus
12 14/06/2016 4 Echovirus 25° Négatif
13 15/07/2016 3 Entérovirus non typable® 38,2 Négatif
14 13/08/2015 14 HSV1* 335 Herpes simplex virus 1
15 18/09/2015 13 HSV2* 33,0 Herpes simplex virus 2
16 31/03/2015 18 vzv* 324 Varicella zoster virus
17 06/05/2015 17 VA 355 Varicella zoster virus
18 14/03/2015 19 CM\® et Cryptococcus neoformans/gatti® 37,3° Cryptococcus neoformans/gattii
19 01/02/2016 8 HHV-67 38,8 Négatif
24 12/09/2016 0 Négatif Négatif

'RT-PCR maison effectuée sur Rotorgene® aprés extraction sur automate EZ1® - Génotypage obtenu par PCR nichée et séquengage
2Pas de RT-PCR effectuée (UF 7550) - Génotypage obtenu par PCR nichée et séquencage
SEntérovirus non typable ou Entérovirus humain - Résultat obtenu sur le NCBI (site d'alignement de séquences)

“PCR réalisée avec le kit Agene® sur Rotorgene® aprés extraction sur automate EZ1®
SPCR réalisée avec le kit ARTUS-CMV RGQ sur Rotorgene® aprés extraction sur automate Qiasymphony®

SRecherche d'antigénes solubles couplée & des cultures du LCR - Envoi au CNR pouridentification de l'espéce
"PCR maison réalisée sur Smartcycler® aprés extraction sur automate EZ1

Durée de
Datede |congélation a| Résultat obtenu aprés mise en culture et Résultat obtenu avec le
N° échantillon | prélévement | -80°C (mois) identification sur Maldi-Tof® Panel ME sur Filmarray®
20 29/02/2016 7 Neisseiria meningitidis groupe C Neisseiria meningitidis
21 03/04/2016 6 Streptococcus pneumoniae Streptococcus pneumoniae
22 20/06/2016 4 Streptococcus pneumoniae Streptococcus pneumoniae
23 08/09/2016 1 Listeria monocytogenes Listeria monocytogenes
24 12/09/2016 0 Négatif Négatif

Figure 42. Résultats des tests effectués sur le FilmArray Panel ME

Les Ct obtenus avec les techniques de routine sont tous relativement élevés, témoignant d’une

charge virale faible probablement responsable de ces discordances. La question d’une

altération de ces échantillons, par le cycle congélation/décongélation, pourrait probablement

expliquer ces discordances.
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'age médian des 24 patients était de 36 ans (de 1 mois a 88 ans), et 54% était de sexe masculin
(Ratio=1,2). Concernant les 23 LCR positifs, le délai moyen de rendu des résultats était de 27
heures (de 4 a 75 heures). La durée moyenne d’hospitalisation était de 22 jours (de 5 heures
a 180 jours) et 2 patients sont décédés lors de I"hospitalisation. [Tableau 26].

Le nombre d’éléments dans le LCR était de 1 a 740 éléments/mm?3 lors des étiologies virales,
et de 1440 a 30 000 éléments/mm? lors des étiologies bactériennes.

Une antibiothérapie a été instaurée dans 68,4% et un traitement par aciclovir dans 31,6%. Une
TDM cérébrale a été pratiquée dans 47,4% et une IRM cérébrale dans 10,5% des cas.

Dans 4 cas (13,6%), le patient est sorti avant que les résultats des analyses virologiques et

bactériologiques du LCR ne soient disponibles.
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Patients  Sexe
Age
1 F
16 ans
2 F
34 ans
3 M
31 ans
4 M
30 ans
5 B
1 mois
6 F
18 ans
7 M
37 ans
8 M
49 ans
9 M
2 mois
10 F
31 ans
11 M
1 mois

Renseignements cliniques

Céphalées frontales fébriles,
photophobie, raideur de
nuque, signe de Kernig.

Pas de signe de localisation

Céphalées intenses frontales
fébriles, vomissement,
phonophotophobie, raideur de
nuque

Céphalées en casque fébriles,
nausées photophobie

Céphalées brutales fébriles,
photophonophobie, raideur
méningée.

Pas de signe de localisation

Pas d’information

Céphalées fébriles,
photophobie, vomissements

Céphalées fébriles, syndrome
grippal, raideur de nuque
Pas de signe de localisation

Céphalées fébriles

Fiévre sans point d’appel
infectieux chez un prématuré,
geignard, en pleurs

Céphalées en casque,
photophobie

Fievre chez un nouveau-né
sans point d’appel, pleurs

Cytologie de la PL

66 éléments/mm?:
84% € mono
16% PNN

5700
hématies/mm?

5 éléments/mm?
42 hématites/mm?

1 élément/mm?
0 hématie/mm?

181 éléments/mm?:
92% PNN
8% (¢ mono
144 hématies/mm?

Pas d’information

95 éléments/mm?:
70% ¢ mono
30% PNN
130 hématies/mm?

35 éléments/mm?:
69% ¢ mono
31% PNN
2 hématies/mm?

740 éléments/mm?:
70% PNN
30% ¢ mono
20 hématies/mm?

2 éléments/mm?
69 hématies/mm?

20 éléments/mm?:
62% ¢ mono
38% PNN
410 hématies/mm?

550 éléments/mm?:
majorité de ¢
mono
1 hématie/mm?

Antibiothérapie /
Traitement
antiviral

Ceftriaxone IV

Ceftriaxone IV

Pas d’information

Ceftriaxone IV

Ceftriaxone IV

Ceftriaxone IV

Céfotaxime IV
Amoxicilline IV
Gentamicine IV

Céfotaxime IV
Amoxicilline IV
Gentamicine IV

Aciclovir IV

Imagerie
cérébrale

TDM
cérébrale
sans
injection

Pas

d’informati

on

TDM
cérébrale
sans
injection

TDM
cérébrale
sans
injection

Durée
d’hospitali
-sation

6,7 heures

4,6 heures

4,8 heures

2 jours

Pas
d’informa-
tion

1,5 jours

1,5 jours

2 jours

3 jours

2 jours

4 jours

Délai de
rendu des
résultats

72 heures

30 heures

4 heures

6 heures

6 heures

6 heures

23 heures

7 heures

4 heures
(PCR
Entérovirus
sur le
Genexpert®
positive)

7 heures

4 heures
(PCR
Entérovirus
sur le
Genexpert®
positive)

Sortie Diagnostic
avant retenu
résultats
OUI Méningite
virale
OUI Virose
OUI Syndrome
viral
NON Meéningite
a
Entérovirus
Pas Pas
d’informati  d’informa-
on tion
NON Meéningite
a
Entérovirus
NON Meéningite
a
Entérovirus
NON Meéningite
a
Entérovirus
NON Meéningite
a
Entérovirus
NON Meéningite
a
Entérovirus
NON Méningite
a
Entérovirus

Tableau 26. Renseignements cliniques, résultats de la cytologie de la PL, traitement, imagerie, durée d’hospitalisation et délai de rendu
des résultats chez les patients (N=20) de I'étude FilmArray®
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Patients

12

14

16

20

21

22

23

24

Sexe

Age

61 ans

4 ans

88 ans

40 ans

54 ans

80 ans

59 ans

53 ans

20 ans

37 ans

23 ans

65 ans

35 ans

Renseignements cliniques

Convulsions fébriles,
troubles du comportement
majeurs, désorientations
chez un patient éthylique
chronique et sous
traitement antidépresseur

Pas d’information

Pas d’information

Céphalées fébriles,
photophonophobie, signe
de Kernig positif

Altération de I’état général
chez une patiente greffée
rénale, fievre, céphalées,

confusions

Syndrome confusionnel,
AEG, asthénie,
vomissements

Transfert du CH
d’Alengon pour
découverte séropositivité
VIH et hémocultures a
Cryptocoque

Confusion fébrile
inexpliquée chez un
patient allogreffé

Céphalées fébriles,
troubles de conscience,
purpura évocateur d’un

Méningocoque

Céphalées fébriles,
photphophobie

Céphalées fébriles
Pas de signe de
localisation méningée
ATCD de méningite a
Pneumocoque

Aphasie, obnubilation,
raideur de nuque

Exploration d’un purpura
vasculaire dans un
contexte de rectocolite
hémorragique sous anti-
TNF alpha

Cytologie de la
PL

2 éléments/mm?
4 hématies/mm?

Pas d’information
Pas d’information

83 éléments/mm?:
99% ¢ mono
1% PNN
4 hématies/mm?

2 éléments/mm?
1 hématie/mm?

3 éléments/mm>
125 hématies/mm?

3 éléments/mm?
0 hématie/mm?

33 éléments/mm?
135 hématies/mm?

30 000
éléments/mm?:
69% PNN
31% C mono
83 hématies/mm?

3930
éléments/mm?:
80% PNN
20% ¢ mono
130 hématies/mm?

8 000
éléments/mm?:
99% PNN
1% ¢ mono
45 hématies/mm>

1440
éléments/mm?:
92% PNN
8% C mono
470 hématies/mm?

1 élément/mm?
3 hématies/mm?

Antibiothérapie /
Traitement
antiviral

Ceftriaxone IV
Aciclovir IV

Pas d’information

Pas d’information

Ceftriaxone IV
Aciclovir IV

Amphotéricine B
v
Flucytosine IV
Puis Fluconazole
PO

Amphotéricine B
v
Flucytosine IV
Puis Fluconazole
PO

Pas d’information

Ceftriaxone IV
Aciclovir IV

Ceftriaxone IV
Aciclovir IV
Puis Cefotaxime
v

Ceftriaxone IV

Ceftriaxone IV
Aciclovir IV
Puis Amoxicilline
IV et Gentamicine
v

Pas d’information

Imagerie
cérébrale

TDM cérébrale
avec injection
IRM cérébrale
avec injection

Pas
d’information

Pas
d’information

TDM cérébrale
sans injection

TDM cérébrale
avec injection

TDM cérébrale
sans injection

Pas
d’information

IRM cérébrale
sans injection
TDM cérébrale
sans injection

TDM cérébrale
sans injection

Pas
d’information

Durée
d’hospita-
lisation

11 jours

Pas
d’informa-
tion

Pas
d’informa-
tion

2 jours

6 mois

40 jours
(patiente
décédée)
20 jours

99 jours

10 jours

6 jours

8 jours

44 jours
(patient
décédé)

1 jour

Délai de
rendu
des
résultats

56 heures

5 heures

7 heures

53 heures

26 heures

25 heures

32 heures

75 heures

47 heures

38 heures

61 heures

28 heures

21 heures

Sortie
avant
résultats

NON

Pas
d’informa-
tion

Pas
d’informa-
tion

(010}
(PCR
Entérovirus
sur le
Genexpert®
négative)

NON

NON

NON

NON

NON

NON

NON

NON

NON

Diagnostic
retenu

Crise
généralisée
tonicoclonique
dans un
contexte de
sevrage
éthylique

Pas
d’information

Pas
d’information

Meéningite virale

Cryptococcose
neuromeéningée
chez patiente
greffée rénale

Pas
d’information

Cryptococcose
neuroméningée
révélatrice
séropositivité
VIH
Pas
d’information

Meéningite a
Méningocoque

Meéningite a
Pneumocoque

Meéningite a
Pneumocoque

Méningo-
encéphalite
listérienne

Pas
d’information

Tableau 26 (suite). Renseignements cliniques, résultats de la cytologie de la PL, traitement, imagerie, durée d’hospitalisation et délai de

rendu des résultats chez les patients (N=20) de I'étude FilmArray®
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F. Discussion et perspectives
Concernant les 5 échantillons discordants, les Ct obtenus avec les techniques de routine sont
tous relativement élevés, témoignant d’une charge virale faible dans le LCR. La question d’une
altération de ces échantillons, par le cycle congélation/décongélation, pourrait probablement
expliquer ces discordances.
Lapproche syndromique via l'utilisation de cette PCR Multiplex permet de rechercher les
agents infectieux les plus fréquents, de simplifier le diagnostic, de raccourcir ce délai
diagnostique et d’optimiser la prise en charge du patient.
Cette technologie permet de diminuer les étapes techniques et de validation biologique : en
effet, avec seulement 2 minutes de préparation de la cassette et environ 1h10 d’analyse et
d’interprétation automatique des résultats, le délai de rendu du résultat est largement
diminué.
La détection de ces 14 agents pathogenes ne nécessite que 200uL de LCR, volume trés faible
par rapport a ceux nécessaires pour les techniques actuellement utilisées. La validation
biologique, en une seule étape, ainsi que l'accréditation de ce test unique sont aussi
simplifiées.
Cette technique, qui a déja montré de tres bonnes performances analytiques
[14,55,61,70,76,109], permet de s’affranchir des étapes techniques d’aliquotage, de pré-
traitement, d’extraction, de préparation des mix de PCR ainsi que de linterprétation
analytique. Elle est compatible avec I'urgence et réalisable au coup par coup, avec un rendu

rapide des résultats.

Les bénéfices dans la prise en charge des patients et la gestion au laboratoire sont nombreux :

- Baisse des consommations d’antibiotiques et d’aciclovir
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- Aiguillage des patients plus rapide dans le parcours de soins approprié

- Diminution de la durée d’hospitalisation des patients (ou non hospitalisation)
- Simplification des flux de personnels et des échantillons au laboratoire

- Diminution du nombre de tubes prélevés et des volumes de LCR utilisés

Diminution des examens complémentaires et des envois extérieurs

L'utilisation FilmArray® ME Panel est parfaitement indiquée en cas de suspicion forte de
méningite communautaire bactérienne ou virale (Entérovirus), et/ou d’encéphalite
herpétique, en cas de cytologie évocatrice de méningite bactérienne sans germe visible a
I'examen direct, ou encore lors de situations d’errance diagnostique.

Méme si certaines performances analytiques restent a consolider (sensibilité CMV et HHV6),
c’est le premier systéme fermé recherchant simultanément et rapidement la plupart des

étiologies des méningites et méningo-encéphalites communautaires.
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NCED A.exam.dem | absence d'examen demandé

NCACP Abs consen absence de consentement du patient

NCCNC cons.non ¢ Consentement non conforme.
Le consentement est a télécharger a partir du répertoire des analyses.

NCANE A.nat.ech absence de nature de I'échantillon

NCABP A.bon presc. | absence de bon de prescription

NCRC A.R_cliniqu absence de renseignements cliniques indispensables a la réalisation de

NCRCI ARCoprl L?)Zzgsg de renseignements cliniques indispensables a l'interprétation de

NCRCL R.Clin.let !fblae:zzz de renseignements cliniques. Merci de nous adresser une lettre
motivant votre demande

NCADH A.dat/H;pr. absence de date et/ou heure de prélévement sur la prescription

NCDAT PB.date pr Probléme sur la date ou I'heure du prélévement

NCIPV A.id.prél. absence d'identité préleveur sur la prescription

NCIPS A.id.pres absence d'identité prescripteur sur la prescription

NCIDE N°éch.abs. N° identifiant échographiste absent

NCAUF A.UF absence d'UF sur la prescription

NCCNR Conf.NonR confidentialité non respectée

NCIP Bon non ID identité du patient absente, illisible ou incompléte sur la prescription

NCRDV Abs.RDV Absence de rendez-vous

NCESA Err.analys Erreur de sélection d'analyse sur le bon de demande

NCIPM IDPmanusc identité du patient écrite & la main sur le bon (absence d’'étiquette code barre)

NCNEE nat.ech.err nature de I'échantillon indiquée sur le bon erronée

NCPNP pres.N.per prescription non pertinente sur ce type de prélevement

NCEBP Mv.typ.bon mauvais type de bon de prescription utilisé ou version obsoléte du bon

NCDAP AN prescri Demande annulée par le prescripteur

NCUFA ancienneUF | ancienne UF sur la prescription

NCUFM UF manuscr | Code UF manuscrit

NCPI presc.illi Prescription illisible

NCPEN plus.ech Attention : plusieurs échantillons de natures différentes ont été associés a une
méme demande dans une méme pochette

Annexe 6. Non-conformités pré-analytiques liées a la prescription

NCIPE Ech non ID absence d'identité du patient sur le ou les échantillons

NCDIP Dis.id pat discordance entre l'identité du patient sur la prescription et I'identité du patient
sur I'échantillon

NCMPP Mauv.pat.p Mauvais patient préleve

NCAES Ident.soig Probléeme d’identité du patient exposé

NCDEM Erreur.dn-n- | Erreur dans I'orthographe du nom, nom de jeune fille, prénom ou date de

p naissance du patient
NCME mauv.étiq Mauvais étiquetage du bon et du préléevement
NCANN Ab.nom nai Nom de naissance non renseigné sur le bon

Annexe 7. Non-conformités pré-analytiques liées a I'identitovigilance
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NCDAD Dél.achem délai d'acheminement du ou des échantillons dépassé

NCCTR Cond.trans conditions de transport non respectées autres que le délai (température,...)

NCHHR Ech.Hors.HR | échantillons apportés au laboratoire en dehors des heures de réalisation de
I'analyse précisées dans le répertoire des analyses

NCMPR Er.point.R échantillons apportés au mauvais point de réception du laboratoire

Annexe 8. Non-conformités pré-analytiques liées a 'acheminement / transport

NCETC Er.tube erreur de tube / contenant / échantillon prélevé

NCQEI Ql quantité d'échantillon prélevée insuffisante (ex: 1 tube au lieu de 2 ou tube mal
rempli)

NCQIB Ql buvard Quantité insuffisante, le cercle doit étre bien rempli et le sang doit traverser le
buvard

NCETI Q.trop Imp quantité d'échantillon prélevée trop importante

NCEC Coag. échantillon coagulé

NCTP Tube périmé | tube / contenant utilisé périmé

NCTC Cond.Tech conditions techniques de prélévement non respectées

NCTCP KC pochett tube / contenant cassé dans la pochette

NCAEP Abs echant. absence d'échantillon dans la pochette ou contenant vide

NCPES P/ech soui pochette / échantillon souillé

NCPNS P.non stér. Préléevement non stérile

NCPH Prot.habit Délai de prélevement non conforme au protocole habituel

NCTSU t.surnumeér Tube surnuméraire

NCHEM hémolysé Echantillon hémolysé

NCSPI ser-pl ict Sérum ou plasma ictérique

NCSPL ser-pl lac Sérum ou plasma lactescent

NCPBA Bulle air Présence de bulles d’air dans I'échantillon

NCHER hémorragiq Echantillon hémorragique

Annexe 9. Non-conformités pré-analytiques liées au prélevement

NCTCL KC labo tube / contenant cassé aprés réception au laboratoire

NCDRD Dél.labo délai de prise en charge a la réception dépassé

NCETL Er.T.labo erreur de traitement pré-analytique au laboratoire (ex : Tube centrifugé par
erreur)

NCAOE an.oub.ENR | analyse(s) oubliée(s) a I'enregistrement => délai dépassé

NCDCL déf.conserv défaut de conservation au laboratoire

NCTNT Tube(s) ou autre échantillon non transmis par I'accueil biologique commun

Annexe 10. Non-conformités pré-analytiques post-réception
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NCNJ Non justif. Analyse non justifiée
NC24H Recu 24H Echantillon déja recu au cours des derniéres 24H
NC48H Recu 48H Echantillon déja recu au cours des derniéres 48H
NCDI D.Ins.2 Pv Délai insuffisant entre ce prélévement et le précédent
NCRED redondant Prélévement redondant
NCANR N réa labo Analyse non réalisée au laboratoire
NCANU ANA N urg Analyse non urgente demandée en urgence
EXOBS Exa.obsole Examen obsoléte
EXINE Exa.inexista | Examen inexistant, non realisable
Annexe 11. Non-conformités pré-analytiques liées a la prestation de conseil
NCAD Ac.Derogat | Demande d'examen acceptée avec dérogation.
NCARC Ac.ap.R.C | Demande d'examen acceptée aprés remise en conformité.
NCAT Annul.Tél. | Demande|d'examen annulée. Service prévenu par téléphone.
NCAN annulé Demande d ‘examen annulée.

NCCBM Attente BM | Les analyses ne seront réalisées qu'aprés réception du consentement.
Les analyses ne seront réalisées qu'aprés réception des renseignements
cliniques. Service prévenu par téléphone. Au-dela d'un délai de 15 jours, la

NCDRC Attente RC | demande d'analyse sera annulée.

Se reférer au répertoire des analyses ou au bon de demande pour savoir le

NCVRA Cfrép.ANA | nombre de tubes a prélever.

NCAAS AN.par UF | analyse(s) non réalisée(s) a la demande du service de soins

NCAPO AN.UF pr.or | Examen annulé. Service prévenu oralement.

Annexe 12, Liste des décisions suite aux non-conformités pré-analytiques
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ROUTINE STUDIES
CSF
Collect at least 20 cc fluid, if possible; freeze at least 5-10 cc fluid, if possible
Opening pressure, WBC count with differential, RBC count, protein, glucose
Gram stain and bacterial culture
HSV-1/2 PCR (if test available, consider HSV CSF IgG and IgM in addition)
VZV PCR (sensitivity may be low; if test available, consider VZV CSF IgG and IgM in addition)
Enterovirus PCR
Cryptococcal antigen and/or India Ink staining
Oligoclonal bands and IgG index
VDRL
SERUM
Routine blood cultures
HIV serology (consider RNA)
Treponemal testing (RPR, specific treponemal test)
Hold acute serum and collect convalescent serum 10-14 d later for paired antibody testing
IMAGING
Neuroimaging (MRI preferred to CT, if available)
Chest imaging (Chest x-ray and/or CT)
NEUROPHYSIOLOGY
EEG
OTHER TISSUES/FLUIDS

When clinical features of extra-CNS involvement are present, we recommend additional testing (eg, biopsy of skin lesions;
bronchoalveolar lavage and/or endobronchial biopsy in those with pneumonia/pulmonary lesions; throat swab PCR/culture in those with
upper respiratory iliness; stool culture in those with diarrhea); also see below

CONDITIONAL STUDIES
HOST FACTORS
Immunocompromised—CMV PCR, HHV6/7 PCR, HIV PCR (CSF); Toxoplasma gondii serology and/or PCR; MTB testing®; fungal testing®;
WNV testing®
GEOGRAPHIC FACTORS
Africa—malaria (blood smear), trypanosomiasias (blood/CSF smear, serology from serum and CSF); dengue testing®

encephalitis virus testing®; dengue testing®; malaria (blood smear); Nipah virus testing (serology from serum and CSF;
PCR, immunohistochemistry, and virus isolation in a BSL4 lab can also be used to substantiate diagnosis)

Australia—Murray Valley encephalitis virus testing®, Kunjin virus testing®, Australian Bat Lyssavirus (ABLV) testing®
Europe—Tick-borne encephalitis virus (serology); if Southern Europe, consider WNV testing®, Toscana virus testing®
Central and South America—dengue testing®; malaria (blood smear); WNV, Venezuelan equine encephalitis testing®

America—Geographically appropriate arboviral testing (eg, WNV, Powassan, LaCrosse, Eastern Equine Encephalitis viruses®, Lyme
(serum ELISA and Westem blot)

SEASON AND EXPOSURE
Summer/Fall: Arbovirus® and tick-borne disease' testing
Cat (particularly if with seizures, paucicellular CSF)—Bartonella antibody (serum), ophthalmologic evaluation
Tick exposure—tick borne disease testing’
Animal bite/bat exposure—rabies testing®
Swimming or diving in warm freshwater or nasal/sinus irrigation—Naegleria fowleri (CSF wet mount and PCR?)
SPECIFIC SIGNS AND SYMPTOMS

Psychotic features or movement disorder—anti-NMDAR antibody (serum, CSF); rabies testing®; screen for malignancy, Creutzfeld-Jakob
disease

Prominent limbic symptoms—Autoimmune limbic encephalitis testing™; HHVE/7 PCR (CSF); screen for malignancy

Rapid decompensation (particularly with animal bite history or prior travel to rabies-endemic areas)—rabies testing®

Respiratory symptoms—Mycoplasma pneumoniae serology and throat PCR (if either positive, then do CSF PCRY); respiratory virus testing'
Acute flaccid paralysis—Arbovirus testing®; rabies testing®

Parkinsonism -Arbovirus testing®; Toxoplasma serology

Nonhealing skin lesi Bal hi villaris, Acantt : ina?
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LABORATORY FEATURES

CSF protein >100 mg/dL, or CSF glucose <2/3 peripheral glucose, or lymphocytic pleocytosis with subacute symptom onset—MTB
testing®, fungal testing®

CSF protein >100 mg/dL or CSF glucose <2/3 peripheral glucose and neutrophilic predominance with acute symptom onset and recent
antibiotic use—CSF PCR for S. pneumoniae and N. meningiditis

CSF eosmog:::‘n -MTB testing®; fungal testing®; Baylisascaris procyonis antibody (serum); Angiostrongylus cantonensis and Gnathostoma
Sp. test

RBCs in CSF—Naeglenia fowleri testing®

Hyponatremia—anti-VGKC antibody (serum); MTB testing®

NEUROIMAGING FEATURES

Frontal lobe—Naegleria fowleri testing (CSF wet mount and PCR®)

Temporal lobe—VGKC antibodies (serum and CSF); HHV /7 PCR (CSF)

Basal ganglia and/or thalamus—Arbovirus® testing; MTB testing®

Brainstem—-Arbovirus testing®; Listeria PCRY(if available); Brucella antibody (serum); MTB testing®

Cerebellum—EBV PCR (CSF) and serology

Diffuse cerebral edema—Respiratory virus testing'

Space occupying and/or ring-enhancing lesions—MTB testing®; fungal testing®; Balamuthia mandrillaris and Acanthamoeba testing®;
Toxoplasma serology

Hydrocephalus and/or basilar meningeal enhancement—MTB testing®; fungal testing®

Infarction or hemorrhage—MTB testing®; fungal testing®; respiratory virus testing'

Abbreviations: ABLV, Australian bat ly irus; BSL4, biosafety level 4; CNS, central nervous system; CSF, cerebral spinal fluid; CT, computed tomography; EBV,
Epstein-Barr virus; EEG, WWEL&W&MmeHHV human herpesvirus; HIV, mmmmnodoﬁuonqmn
HWWMWWWGWMMMMNmummn@MTB“ O tuberculosis; PCR,
polymerase chain reaction; VDRL, V¢ I Dis: b y: VGKC, voltage gated p h I; VZV, varicella-zoster virus; RBC, red blood cell;
WBC, white blood cell; WNV, West Nile virus.

*This table is not intended to encompass all causes of encephalitis, nor all epidemiological or laboratory-based risk factors. We recommend using this table as a
guideline for initial management of acute encephalitis in adults. For additional information, we recommend consulting Tunkel et al. 2008, Steiner et al. 2010,
Solomon et al. 2012 (see references). Consultation with local health authorities is also recommended.

®MTB testing includes CSF smear for acid-fast bacilli and CSF mycobacterial culture along with one or more of the number of MTB PCR tests for CSF now
commercially available. Sensitivity of smear and culture i with the vol of CSF analyzed; we recommend consulting with the laboratory regarding
optimal volumes of CSF to be analyzed. Given the varying sensitivity of these tests, systemic MTB testing including tuberculin skin test (may be negative) or
interferon gamma release assay, stains and cultures from sputum, and tissue from biopsies from any potential systemic sites of infection.

€ Fungal testing should be tailored 10 specific geographic region and prior travel history/place of residence, and typically consists of serology, antibody testing from
wrine andfor CSF, and cultures from blood and CSF.

“ Arbovirus testing should be tailored 1o specific geographic region and typically consists of IgG and IgM from serum and CSF; PCR (serum, CSF) can be performed
for select arboviruses (e, WNV, California serogroup viruses), and is particularly useful in immunocompromised patients.

* Rabies/ABLV testing includes serologic analysis of serum and CSF; virus isolation or RT-PCR from saliva; tests for viral antigen or histopathology on either a brain
biopsy or full-thickness biopsy of the nape of the neck. Testing should be conducted in concert with a local or regional public health department.

! Tick bome di ¥ hould be tailored to specific geographic region and typically consists of serology fie, Borrelia, Ehrlichia, Rickettsia sp., Anaplasma
phWMLTBE\n mdbloodPCRlEIvidna,ArWM

N fowderi, Balamuthia mandrillans, and Acanthamoeba spp. testing is only avaidlable at specialized laboratories (eg, COC) and includes serum
mu\oﬂwrmuuy mmmummmmﬂtmmmammmw In addition, CSF wet mount is

ded for Naeglaeria fovlen g. Brain tissue from affected region offers optimal sensitivity and specificity but other specimens can be tested.
“Wmmnm.wmswﬁ»nmmhﬂummfammmvsxcmwmmmﬁodmumm GAD, AMPA receptor, GABA,
ncopwmgluﬁs Hu, CV2, Ma2, and amphiphysin.
mmmmwmmmawmnwm«wmnmummm Rumtxvvms
Id include Infi A and B (during influenza season). Testing for other respiratory vi such as parainfk and adenovirus should be =

MmmnmCNSMuueonm
! Limited testing may be available through research laboratories, and includes examination of CSF or other affected tissues (ie, eye, muscle) for presence of
parasite, or detection of antibody in serum or CSF.
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ROUTINE STUDIES
CSF®
Collect at least 5 cc fluid, if possible; freeze unused fluid for additional testing
Opening pressure, WBC count with differential, RBC count, protein, glucose
Gram stain and bacterial culture
HSV-1/2 PCR (if test available, consider HSV CSF IgG and IgM in addition)
Enterovirus PCR
SERUM
Routine blood cultures
EBV serology (VCA IgG and IgM and EBNA IgG)
Mycoplasma pneumoniae IgM and lgG
Hold acute serum and collect convalescent serum 10-14 d later for paired antibody testing
IMAGING
Neuroimaging (MRI preferred to CT, if available)
NEUROPHYSIOLOGY
EEG
OTHER TISSUES/FLUIDS
Mycoplasma pneumoniae PCR from throat sample
Enterovirus PCR and/or culture of throat and stool
When clinical features of extra-CNS involvement are present, we recommend additional testing (eg, biopsy of skin lesions;

bronchoalveolar lavage and/or endobronchial biopsy in those with pneumonia/pulmonary lesions; throat swab PCR/culture in those with

upper respiratory iliness; stool culture in those with diarrhea); also see below

CONDITIONAL STUDIES
HOST FACTORS

Age <3 y—Parechovirus PCR (CSF)

Immunocompromised—CMV PCR, HHVE/7 PCR, HIV PCR (CSF); cryptococcal antigen; Toxoplasma gondii serology andfor PCR; MTB

testing®; fungal testing®; WNV testing®

GEOGRAPHIC FACTORS

Africa—malaria (blood smear); trypanosomiasias (blood/CSF smear, serology from serum and CSF); dengue testing®

Asia—Japanese Encephalitis Virus testing®; dengue testing®; malaria (blood smear); Nipah virus testing (serology from serum and CSF;
PCR, immunohistochemistry, and virus isolation in a BSL4 lab can also be used to substantiate diagnosis)

Australia—Murray Valley encephalitis virus testing®; Kunjin virus testing®, Australian Bat Lyssavirus (ABLV) testing'
Europe—Tick-borne Encephalitis Virus (serology); if Southem Europe, consider WNV testing®, Toscana virus testing®
Central and South America—dengue testing®; malaria (blood smear)

North America—Geographically—appropriate arboviral testing (eg, WNV, Powassan, LaCrosse, Eastern Equine Encephalitis viruses,®
Lyme (serum ELISA and Western blot)

SEASON AND EXPOSURE
Summer/Fall: Arbovirus® and tick-borne disease® testing
Cat (particularly if with seizures, paucicellular CSF)—Bartonella antibody (serum), ophthalmologic evaluation
Tick exposure- Tick bome disease testing®
Animal bite/bat exposure—rabies testing'
Swimming or diving in warm freshwater or nasal/sinus irrigation— Naegleria fowleri (CSF wet mount and PCR")
SPECIFIC SIGNS AND SYMPTOMS
Abnormal behavior (eg, new onset temper tantrums, agitation, aggression), psychohcfnmus. seizures or movement disorder—
NMDAR antibody (serum, CSF), oligoclonal bands, IgG index, rabies testing'
Behavior changes followed by myoclonic spasmsfjerks: measles IgG (CSF and serum)
Vesicular rash—VZV PCR from CSF (sensitivity may be low; if test available, consider CSF IgG and IgM); VZV IgG and IgM from serum
Rapid decompensation (particularly with animal bite history or prior travel to rabies-endemic areas)—rabies testing'
Respiratory symptoms—chest imaging (chest X-ray and/or CT scan); respiratory virus testing'; Mycoplasma pneumoniae PCR (CSF)
Acute flaccid paralysis—Arbovirus testing®; rabies testing’
Parkinsonism -Arbovirus testing®; Toxoplasma serology
Nonhealing skin lesions—Balamuthia, Acanthamoeba testing”
Prominent limbic symptoms—Autoimmune limbic encephalitis testing', HHVE/7 PCR (CSF)
Annexe 18. Algorithme diagnostic pour I’évaluation initiale des encéphalites en population pédiatrique
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LABORATORY FEATURES

If EBV serology is suggestive of acute infection, perform EBV PCR (CSF)

Elevated transaminases—Rickettsia serology, tick bome diseases testing®

CSF protein >100 mg/dL, or CSF glucose <2/3 peripheral glucose, or lymphocytic pleocytosis with subacute symptom onset—MTB

CSF protein >100 mg/dL or CSF glucose <2/3 peripheral glucose and neutrophilic predominance with acute symptom onset and recent
antibiotic use—CSF PCR for S. pneumoniae and N. meningiditis

CSF eosinophilia -MTB testing®; fungal testing®; Bayfisascaris procyonis antibody (serum and CSF); Angiostrongylus cantonensis,
Gnathostoma sp. testi

Hyponatremia—MTB testing®

Mycoplasma pneumoniae serology or throat PCR positive— Mycoplasma pneumoniae PCR (CSF)
NEUROIMAGING FEATURES

Frontal lobe—Naegleria fowleri (CSF wet mount and PCR"

Temporal lobe—HHV 6/7 PCR (CSF)

Basal ganglia and/or thalamus—Respiratory virus testing'; Arbovirus testing®; MTB testing®

Brainstem—respiratory virus testing'; Arbovirus testing®; Listeria PCR (if available); Brucella antibody (serum); MTB testing®

WPCRMCSFWMMMMﬂMM consider CSF IgG and IgM); V2V IgG and IgM from serum; EBV

Diffuse cerebral edema—respiratory virus testing'
Toxoplasma gondii serology

Hydrocephalus and/or basilar meningeal enhancement—MTB testing®; fungal testing®; Balamuthia mandrillaris testing”™; Infarction or
hemorrhage—MTB testing®; fungal testing®; respiratory virus testing';

White matter lesions—Oligoclonal bands, IgG index, Lyme (serum ELISA and Western blot); Brucella (serology or CSF culture);

Measles virus testing for SSPE; Baylisascaris procyonis antibody (serum and CSF); Balamuthia mandillaris testing”

Abbreviations: ABLV, Australian bat ly irus; BSL4, biosafety level 4; CNS, central nervous system; CMV, cytomegalovirus; CSF, cerebral spinal fluid; CT,
computed tomography; EBV, Epstein-Barr virus; EBNA, Epstein-Barr virus nuch igen; EEG, el phalography; ELISA, enzyme-linked immunosorbent
assay; HHV, human herpesvirus; HIV, b [ deficiency virus; HSV, herpes simplex virus; IgG, immunoglobulin G; IgM, immunoglobulin M; MRI, magnetic
monnnoemngMTBWMWWPCRpoMmmod\mmocﬂmRBC.mdbhodoolHSVh«pqumnRBCmdbboded.
NMDARN-MMWVC&MW igen; VDRL, Vi I Disease R rch Laboratory; VGKC, voltage gated potassium channel; V2V,
varicella-zoster virus; SSPE, sub phalitis; WBC, white blood cell; WNV, West Nile virus.

* This table is not intended to encompass all causes of encephalitis, nor all epidemiclogical or laboratory-based risk factors. We recommend utilizing this table as a
guideline for initial r of acute phalitis in children beyond the neonatal period. For additional information, we recommend consulting Tunkel et al.
2008, Steiner et al. 2010, Knoonotd.2012(uord¢rmou) Mwnmmbwmmmnnﬁovmmd

® Although some members of the consortium recommended M. pneumoniae CSF PCR as routine testing for all children, a consensus was not reached given the
challenges of establishing a diagnosis of encephalitis due to M. pneumoniae (see text).

€MTB testing includes CSF smear for acid-fast baclli and CSF mycobacterial culture along with one or more of the number of MTB PCR tests for CSF now
commercially available. Sensitivity of smear and culture i with the volt of CSF analyzed; we d consulting with the laboratory regarding
optimal volumes of CSF to be analyzed. Given the varying sensitivity of these tests, systemic MTB testing including tuberculin skin test (may be negative) or
interferon gamma release assay, stains and cultures from sputum, and tissue from biopsies from any potential systemic sites of infection.

9 Fungal testing should be tailored to specific geographic region and prior travel history/place of residence, and typically consists of serology, antibody testing from
urine and/or CSF, and cultures from blood and CSF.

* Arbovirus testing should be tailored 1o specific geographic region and typically consists of IgG and IgM from serum and CSF; PCR (serum, CSF) can be performed
for select arboviruses e, WNV, California serogroup viruses), and is particularly useful in immunocompromised patients.

! Rabies/ABLV testing includes serologic analysis of serum and CSF; virus isolation or RT-PCR from saliva; tests for viral antigen or histopathology on either a brain
biopsy or full-thickness biopsy of the nape of the neck. Testing should be conducted in concert with a local or regional public health department.

®Tick bome disease testing should be tailored to specific geographic region and typically consists of serology fie, Borrelia, Enhrlichia, Rickettsia sp., Anaplasma
phagocytophilum, TBEV), and blood PCR (Ehviichia, Anaplasmea).

"“;'-'n“‘ B&“nundhm..nd‘ th, ba spp. ing is only availlable at specialized laboratories (eg, COC) and includes serum
v histochemistry on brain or other tissue and PCR testing on brain or other tissue and CSF. In addition, CSF wet mount is
mn«mdfuw«ummw Brain tissue from affected region offers optimal sensitivity and specificity but other specimens can be tested.

' Respiratory virus testing includes either culture or respiratory PCR panel from respiratory specimens (eg, nasopharyngeal swab, nasal wash). Respiratory virus
testing should include Influenza A and B (during influenza season). Testing for other respiratory vi including Parainfl 1-4, Adenovirus, and h
metapneumovirus should be considered although their role in causing CNS iliness is controversial.

! Autoimmune Embic encephalitis evaluation includes testing for antibodies to VGKC, GAD, AMPA receptor, GABA, receptor, mgluRS, Hu, CV2, Ma2, and
* Limited testing may be available through research laboratories, and includes examination of CSF or other affected tissues (ie, eye, muscle) for presence of
parasite, or detection of antibody in serum or CSF.
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Maijor Criterion (required):
Patients presenting to medical attention with altered mental status (defined as decreased or altered level of consciousness, lethargy or
personality change) lasting >24 h with no alternative cause identified.
Minor Criteria (2 required for possible encephalitis; >3 required for probable or confirmed® encephalitis):
Documented fever >38° C (100.4°F) within the 72 h before or after presentation®
Generalized or partial seizures not fully attributable to a preexisting seizure disorder
New onset of focal neurologic findings
CSF WBC count >5/cubic mm®
Abnormality of brain parenchyma on neuroimaging suggestive of encephalitis that is either new from prior studies or appears acute in onset®
Abnormality on electroencephalography that is consistent with encephalitis and not attributable to another cause.’

Abbreviations: CNS, | nervous sy CSF, bral spinal fluid; EEG, electroencephalogram; RBC, red blood cell; WBC, white blood cell.

* Confirmed encephalitis requires one of the following: (1) Pathologic confirmation of brain inflammation consistent with encephalitis; (2) Defined pathologic,
microbiologic, or serologic evidence of acute infection with a microorganism strongly associated with encephalitis from an appropriate clinical specimen (for
examples, see references [1, 2]); or (3) Laboratory evidence of an autoimmune condition strongly associated with encephalitis.

® Fever is a common finding in patients with acute encephalitis but is nonspecific. The requirement for objective documentation of fever within a restricted time
frame of <72 h after hospitalization was chosen to exclude secondary health-care associated infections. It is recognized that fevers can occur as a result of a
number of infections outside of the central nervous system that can cause encephalopathy, as well as with noninfectious entities that mimic encephalitis. It is also
Wodmnfmnw&mmmd.um objective fever may be lacking in patients with infectious encephalitis at the time of clinical assessment.
d patients with encephalitis may not mount a fever.
mmmemuMwamcmmmw ing a localized pr . Subclinical seizures may
Aboooa:mdcmboacuuddmodunmmmndmmhmummmw in young children and, if ing in
isolation, do not mandate evaluation for encephalitis. The major requirement for at least 24 h of altered mentation was selected to exclude the postictal state seen
in patients with febrile seizures.

9 CSF pleocytosis is suggestive of an inflammatory process of the beain p hyma, meninges, or both (i ingoencephalitis). The absence of CSF pleocytosis,
however, does not exclude encephalitis. In particular, it is recognized that the CSF may be devoid of cells in immunocompromised patients (Fodor et al., Neurclogy
1998 51:554-59) or early in the course of infection (Weil et al, Clin Infect Dis 2002 34:1154-57; Mook-Kanamori et al., J Am Geriatr Soc 57:1514-15; Jakob et al.,
Crit Care Med 2012 40:1304-8). Conversely, the CSF profile with inflammation limited to the meninges may be indistinguishable from that in patients with
encephalitis. In the majority of cases of encephalitis, however, the absolute number of leukocytes is <1000/mm® and lymphocytes typically predominate. To
ensure adequate sensitivity of the definition, the group defined CSF pleccytosis as 25 WBC/mm?®. In cases where there are large numbers of red blood cells in the
CSF, such as with a traumatic lumbar puncture, the following formula may allow correction of the WBC count: True CSF WBC = actual CSF WBC—WBC in blood X
RBC in CSF/REC in blood (Tunkel A. In Mandel ed., Principles and Practice of Infectious Diseases, 7th ed., 2010:1183-88; Bonadio Pediatr Infect Dis J 1992
11:423-31). Notably, rules for adjusting leukocytes in blood-contaminated CSF have not been well validated (Bonsu and Harper, Pediatr Infect Dis J 2006 25:8-11).
9 Neuroimaging plays a crucial role in the evaluation of patients with suspected encephalitis, as it may support the diagnosis of a specific etiology or identify
alternate conditions that mimic encephalitis. Magnetic resonance imaging (MRI) is the radiologic modality of choice for evaluation of patients with suspected
encephalitis. Multiple studies have confirmed MRI to be superior to wuted tomographic (CT) ing for demonstration of CNS abnormalities (Tunkel et al.
Clin Infect Dis 2008 47:303-27; Glaser et al. Clin Infect Dis 2006 43:1565-77). MRI may aid in defining an eticlogy, as localization of inflammation may be
suggestive of particular pathogens (eg, temporal lobe involvement in patients with herpes simplex virus encephalitis) or of an autoimmune phenomenon (eg,
demyelination in patients with acute disseminated encephalomyelitis). A noncontrast CT scan is most useful in evaluating safety in the performance of a lumbar
puncture and in excluding alternative diagnoses such as subarachnoid hemorrhage. We recognize that MRI or CT may not be available in resourceimited settings,
in which case the diagnosis of encephalitis will need to rely on clinical and laboratory criteria.
'EEWWhmdemMMMManmwawmmm
repetitive sharp wave complexes over the temporal lobes or periodic lateralizing eplleptiform discharges in HSV-1 (Lai and Gragasin J Clin Neurophysiol 1988 5:87-
103) and bilateral synchronous periodic sharp and slow waves associated with subacute sclerosing panencephalitis (Gutierrez et al. Dev Med Child Neurol 2010
52:901-7). EEG abnormalities are frequently nonspecific and may be attributable to medications or metabolic abnormalities. The EEG may identify epileptiform
discharges in the absence of clinical evidk of sei ctivity (subclinical or nonconvulsive status epilepticus) as a cause of obtundation.
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Facteurs de risque / Caractéristiques

Agents infectieux potentiellement impliqués

Immunodéficience

Tous les agents pathogeénes mais certains sont plus fréquemment impli-
qués que d’autres : EBV, CMV, HHV®6, V2V, EV, Listeria monocytogenes,
Mycobacterium tuberculosis, Nocardia, Cryptococcus neoformans, JC vi-
rus, WNV, LCMV, virus de I'hépatite E, virus de la rougeole, Coccidioides,
Histoplasma capsulatum, Aspergillus fumigatus, Toxoplasma gondii, Acan-
thamoeba spp., Balamuthia mandrillaris

Thérapie par anticorps monoclonaux

Infliximab, etanercept : VZV, M.tuberculosis, Legionella pneumophila,
L.monocytogenes, Nocardia, Histoplasma capsulatum

Rituximab: EV, JC virus

Natalizumab: HSV, JC virus

Tocilizumab: VZV, M.tuberculosis

Transplantation de cellules souches héma-
topoiétiques

HHV6, CMV

Transmission via transfusion, transplanta-
tion

WNV, virus de la rage, LCMV, EBV, CMV, HHV6, TBEV, HIV, JC virus, Tre-
ponema pallidum, Anaplasma phagocytophilum, Rickettsia, Cryptococcus
neoformans, Coccidioides, Histoplasma capslatum, Toxoplasma gondii, va-
riant de la maladie de Creutzfeldt-Jakob

Patient non vacciné en zone d’endémie

Poliovirus, VZV, virus de la rougeole, des oreillons, de la rubéole, Myco-
bacterium tuberculosis, virus de la fievre jaune, TBEV

Vaccination récente

Virus de la fievre jaune, virus de la rougeole

Personne agée

EEEV, WNV, VZV, HSV, L. monocytogenes, Balamuthia mandrillaris

Femme enceinte

LCMV, L.monocytogenes

Atteinte hépatique chronique

L.monocytogenes

Mode de vie
Natation EV, Naegleria fowleri, Leptospirosis
Spéléologie Histoplasma capsulatum
Exposition sexuelle HIV, Treponema pallidum

Voyages

Amérique du Nord

Amérique Centrale et du Sud

Asie

Australie/Océanie

Europe

Région méditerranéenne

WNV, La Crosse virus, SLEV, EEEV, WEEV, virus de I’encéphalite califor-
nienne, virus de la fievre a tiques du Colorado, virus Powassan, virus Chi-
kungunya, virus de la rage, EV71, Rickettsia rickettsii, Anaplasma phagocy-
tophilum, Borrelia burgdorferi, Coccidioides, Naegleria fowleri, Acantha-
moeba spp., Balamuthia mandrillaris, Baylisascaris procyonis

VEEV, WNV, EEEV, SLEV, virus Chikungunya, virus de la dengue, virus de la
fievre jaune, virus de la rage, Bartonella bacilliformis, Rickettsia, Taenia
solium, Plasmodium falciparum

JEV, TBEV, virus Chandirpura, virus Nipah, EV71, virus Chikungunya, virus
de la rage, Orientia tsutsugamushi, Plasmadium falciparum, Angiostron-
gylus sp.

MVEV, virus Kunjin, virus Hendra, ABLV, JEV

TBEV, WNV, virus Toscana, virus de la rage, Anaplasma phagocytophilum,
Borrelia burgdorferi

Virus Toscana, WNV, virus de la dengue, virus de la rage

Virus Chikungunya, virus de la dengue, virus de la fievre jaune, WNV, virus

Afrique de la rage
Piqure
Tiques TBEV, virus Powassan, virus de la fievre a tiques du Colorado, CTFV, Borre-
lia burgdorferi, Rickettsia rickettsii, Ehrlichia chaffeensis, Anaplasma pha-
gocytophilum, Francisella tularensis
Moustiques JEV, WNV, virus de la dengue, virus de la fievre jaune, virus Chikungunya,

Phlébotomes
Glossine (mouche tsétsé)

La Crosse virus, SLEV, EEEV, WEEV, VEEV, MVEV
Virus Chandipura, virus Toscana, Bartonella bacilliformis
Trypanosoma brucei

Saisons : été/automne

EV, Infections par piqures de tiques et moustiques, Leptospira sp.

Animaux (contact direct ou contamination
environnementale)

Chauve-souris

Primates

Virus de la rage, virus Nipah, virus Hendra
Virus B (Herpes virus Cercopithecine 1, ou Herpes simien)
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Carnivores (chiens, chats, furets) Virus de la rage, Bartonella henselae

Chevaux Virus Hendra

Porcs Virus Nipah, virus Influenza

Ovins/Caprins Coxiella burnetii, Brucella (Pas en France)

Rongeurs (sauvages ou domestiques) EEEV, LCMV, La Crosse virus, virus Powassan, Bartonella hensela, Rickett-
Raton-laveur sia spp., Francisella tularensis, Leptospira interrogans

Baylisascaris procyonis (en Amérique du Nord uniquement)

Exposition alimentaire

Viande peu cuite ou crue Gnathostoma, Taenia solium, Toxoplasma gondii
Lait non pasteurisé TBEV, Brucella (pas en France), L.monocytogenes
Crudités Toxoplasma gondii

Foie de porc Virus de I’hépatite E

Annexe 20. Principaux agents infectieux a évoquer selon le contexte.

WNV (West Nile virus) ; LCMV (virus de la chorioméningite lymphocytaire) ; TBEV (Encéphalite a tiques) ; EEEV (virus de
I'encéphalite équine de I’Est) ; SLEV (virus de I'encéphalite de Saint Louis) ; WEEV (virus de I'encéphalite équine de
I’Ouest) ; VEEV (virus de I’'encéphalite équine du Venezuela) ; JEV (virus de I'encéphalite japonaise) ; MVEV (virus de
I'encéphalite de la Murray Valley) ; ABLV (Lyssavirus de la chauve-souris australienne) ; CTFV (virus de la tristeza des
agrumes)

Epidemiology of infectious encephalitis causes in 2016. Médecines et Maladies Infectieuses 47(2017)221-235
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Annexe 21. Liste des Unités Fonctionnelles et des Services correspondants
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Echantil- Ct du Cl obtenus avec la : Ct du Cl obtenus avec le : Delta Ct
lons technique routine kit Diagenode”’

1 29.68 25.44 -4.24
2 30.12 25.22 -4.90
3 29.29 25.18 -4.11
4 31.62 26.39 -5.23
5 29.94 25.41 -4.53
6 29.97 25.26 -4.71
7 31.18 25.39 -5.79
8 30.87 25.39 -5.48
9 33.25 26.02 -7.23
10 33.09 26.39 -6.70
11 33.30 25.62 -7.68
12 32.22 25.66 -6.56
13 32.03 25.43 -6.60
14 34.18 25.60 -8.58
15 32.76 25.43 -7.33
16 30.54 24.15 -6.39
17 30.61 24.46 -6.15
18 32.05 24.02 -8.03
19 30.23 24.55 -5.68
20 32.39 24.03 -8.36
21 30.83 24.11 -6.72
22 32.69 26.37 -6.32
23 32.36 26.35 -6.01
24 33.21 26.41 -6.80
25 33.21 25.23 -7.98
26 31.30 25.73 -5.57
27 31.14 25.95 -5.19
28 31.06 25.96 -5.10
29 30.96 25.70 -5.26
30 31.51 25.92 -5.59
31 34.09 25.90 -8.19
32 34.05 25.85 -8.20
33 32.50 25.57 -6.93
34 30.15 25.20 -4.95
35 30.54 24.67 -5.87
36 30.22 24.60 -5.62
37 28.28 26.10 -2.18
38 31.32 25.73 -5.59
39 30.01 25.67 -4.34
40 30.57 25.67 -4.9
41 28.73 28.38 -0.35
42 29.33 27.92 -1.41
43 29.32 28.00 -1.32
44 28.81 28.30 -0.51
45 28.85 27.91 -0.94
46 28.99 27.95 -1.04
Moyenne 31.16 25.79 -5.37
Ecart-type 1.58 1.10 2.17

Annexe 22. Ct du Cl obtenus avec la technique de routine et le kit Diagenode® pour tous les échantillons testés (n=46)
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N° série Ct du CI des témoins positifs Ct du ClI des témoins négatifs

obtenus avec obtenus avec
le kit Diagenode’ le kit Diagenode®
1 25.33 25.49
2 25.79 24.89
3 25.78 25.63
4 24.51 24.30
5 27.00 26.75
6 25.83 25.68
7 25.27 25.01
8 26.31 26.52
9 25.99 25.85
10 28.26 28.06

Annexe 23. Ct du Cl obtenus avec le kit Diagenode® pour les témoins positifs et négatifs de chaque série (n=10)

N°série  Ct obtenus avec la technique  Ct obtenus avec la technique  Ct obtenus avec le

routine — 10 TCID50 routine — 1 TCID50 kit Diagenode® —

Témoins positifs
1 27.74 30.77 29.90
2 29.05 32.33 31.59
3 28.48 32.39 32.62
4 28.74 32.08 31.69
5 27.88 31.1 31.80
6 29.51 33.33 32.11
7 28.20 32.31 30.80
8 28.85 29.80 29.18
9 28.22 31.74 31.81
10 29.78 33.39 33.60

Annexe 24. Ct obtenus pour les témoins positifs avec la technique de routine et le kit Diagenode® pour chaque série
(n=10)
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Patients Ct obtenus avec la Ct obtenus rétrospectivement Delta Ct entre les 2 RT-PCR

technique routine 1 avec la technique routine 2 de routine
1 35,60 35,60 0
2 31,10 31,10 0
3 34,10 34,10 0
4 32,41 32,40 -0.01
5 31,70 31,70 0
6 37,80 37,80 0
7 31,80 31,80 0
8 38,06 38,10 0.04
9 30,67 30,70 0.03
10 33,60 33,60 0
11 35,20 35,20 0
12 31,10 31,10 0
13 32,07 32,10 0.03
14 36,70 36,70 0
15 31,40 31,40 0
16 30,20 30,20 0
17 33,90 33,90 0
18 33,10 33,10 0
19 33,40 33,40 0
20 33,70 33,70 0
21 33,25 33,30 0.05
22 31,90 31,90 0
23 32,40 32,40 0
24 34,80 34,90 0.10
25 37,50 37,50 0

Annexe 25. Comparaison des Ct de la cible obtenus avec la technique de routine 1 (lors du prélevement) et 2
(rétrospectivement)
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