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Dengue - virologie

Famille: Flaviviridae

Genre: Flavivirus

Espece: Dengue virus (DENV)
4 serotypes: DENV-1 a 4
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Dengue - réponse immune

« Infection primaire (premiere infection par un DENV)

— Immunité définitive pour le sérotype infectant
« Anticorps neutralisants
« Cellules T mémoires

— Pas de protection contre les autres serotypes

« |Infection secondaire (infection par un autre DENV)

— Principal facteur de risque de la fuite plasmatique (dengue
hémorragique)
— Réponse immunologique initiale inadaptée
« Anticorps non neutralisants

» Facilitation de la réplication virale

« Expansion et activation clonale des cellules T mémoires spécifiques
du premier DENV

» Retard a la clairance virale



Le virus Zika (ZIKV)

Virus & ARN, enveloppé, gg | ® PF13-CP221013¢/KJ579441
simple brin, polarité positive ¢ PF13-251013-18/KJ579442
dei”e: FIOViViridGe ZikaKH10-FS513025/IN8G0885 | Asian
Genre: Flavivirus Zika FMO7-EC Yap/EUS45988

; _ ZikaMY86-P6-740/HQ234499
Groupes genotypiques Zika UG47-MR 766/AY632535 T African

« Africain Zika NG68-IbH 30656/HQ234500
. Asioﬁque Zika SNE4-ArD 41519/HQ234501 ]
Protéines virales Spondweni ZA-SM-6 V-1/DQ859064
« 3 protéines structurales 4|1m Denguepraz-09TalNG32500
] Dengue 4 PF09-160109-136/JN832507
(© pr?'.v\' E) g9 - Dengue 2 PR77-1328/DQ341198
* 7/ proteines non- %2 Dengue 2 PF96-251196-330066/JQ650022
structurales — o7 — Dengue 1 PFO1-192206/AY630407
— Dengue 1PF13-290413-125
—— Dengue 3 PFB9-27643/AY 744677
100 L Dengue 3 PF13-040313-171

Yellow fever virus strain 170-204/KF769015
| West Nile IT09-G-223184/JFT19067

Japanese encephalitis MY52-Muar/HMS596272

Ross River AUS9-T48/GQ433359
Chikungunya SLOB-5L11131/AB455493

Cao-Lormeau V-M. Zika Virus, French Polynesia, South Pacific, 2013. Emerg Infect Dis. 2014;20(6):1085-1086.



ECSA phylogroup

Le chikungunya virus
Virus d ARN, enveloppé,

simple brin, polarité positive Indian Ocean

Famille: Togaviridae Earkedd 1 e East/South Africa
. entra

Genre: Alphavirus "1‘

Africa ® ¢
%

Groupes phylogéniques (E1)
« Asiatique
« Africain de I'Ouest

« Africain de
I'Est/Centre/Sud (ECS)

Asian phylogroup

B
‘ \ . .
< a4 Vaccine strain
West-African e
phylogroup 0.02

Schuffenecker I. Genome microevolution of chikungunya viruses causing the Indian Ocean outbreak. PLoS Med. 2006;3(7).



Diagnostic biologigue de la dengue
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Dengue secondaire

A Baisse de la sensibilité du NS1 (< 50%) en cas de dengue secondaire



Marqgueurs de l'infection & virus Zika
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INnfection g virus Zika: histoire naturelle
« Virémie prolongée

Durée maximale

Sang total 58 jours
Femme enceinte /0 jours
Nouveau-né 67 jours

« Excrétion prolongée

Durée maximale

Sperme 188 jours (69 jours en culture)
Secrétions génitales féminines 11 jours
Urines ?1 jours

Lustig Y et al. Euro Surveill. 2016;21:30265. Oliveira DBL et al. N Engl J Med. 2016;375:1202-4. Meaney-Delman D et al. Obstet Gynecol.
2016;128:724-30. Oliveira DBL et al. N Engl J Med. 2016;375:1202-4. D'Ortenzio E et al. N Engl J Med. 2016;374:2195-8. Frank C et al. Euro Surveill.
2016;21. Fréour T et al. Euro Surveill. 2016;21. Reusken C et al. Euro Surveill. 2016;21. Turmel JM et al. Lancet. 2016;387:2501. Davidson A et al. Morb
Mortal Wkly Rep. 2016;65:716-7. Mansuy JM et al. Lancet Infect Dis. 2016;16:894-5. Barzon L et al. Euro Surveill. 2016;21:30316. Nicastri E et al. Euro
Surveill. 2016;21:30314. Brooks RB. Morb Mortal Wkly Rep. 2016. Arsuaga M et al. Lancet Infect Dis. 2016;16:1107. Mansuy JM et al. Lancet Infect Dis.
2016;16:1106—7. Coelho FC et al. Infernational J Infect Dis. 2016;51:128-32. Matheron S et al. Clin Infect Dis. 2016;63:1264. Gaskell KM et al. Emerg
Infect Dis. 2017;23. 1.Prisant N et al. Lancet Infect Dis. 2016;16:1000-1.



Diagnostic microbiologique du chikungunya

Symptémes
IgM
Virémie IgG
Piglre
l \ 4 i >

1*7 172 15 17 130 3*6Inois

Culture,PCR

~u
T -

Sérologie

"<&
—

\'/



Methodes diagnostigues

« Diagnostic direct
— Détection de I'ARN par RT-PCR
— Anfigene NS1 (dengue)

« Diagnostic indirect

— Mise en évidence d'anficorps spéecifigues
(IgG et IgM)
« ELISA, MAC-ELISA
« Séroneutralisation



Séroneuftralisation (IgG)

Dilution Dilution

1:10 1:80 1:80 1:640
1:20 Q ‘ 1:160 1:160 1:1280
1:2560

1:40 . g 1:320 1:320

Plaque reduction neutralization test of acute (A) and convalescent (8)
patient sera against Zika virus (ZIKV). Serial dilutions of patient serum
were each incubated with 100 plague-forming units of ZIKV for T hour
at room temperature, then the serum-virus mixtures were inoculated
onto Vern monolavers. Following an incubation of several days,
cultures were fixed and stained, and virus-induced plagques were
enumeraled. Plague counts lower than 10 were considered negative.
In the examples shown here, the titers for both acute and convalescent
sera are 1: 160, indicating exposure fo ZIKV, but the timing of exposure
Landry ML et al. Arch Pathol Lab Med. 2016 is inconclusive.



Séroneutralisation (IgG)

Table 2. Neutralization testing with heterologous flaviviruses of patients infected with ZIKY, Yap State, Micronesia, 2007

Days after PRNT g titer
Fatient onset ZIKY DEMWVA DENVZ DENV3I DEMNY4 JEW YW WINY SLEV  MVEW
Primary flavivirus ZIK\
8223 5 320 =10 =10 =10 <10 <10 =10 =10 =10 =10
822h 10 2 560 10 10 10 10 =10 =10 =10 =10 =10
822c 24 5120 10 10 10 10 =10 =10 =10 =10 =10
830a 2 =10 =10 NTT NT NT NT NT NT NT MT
830h 21 2,560 =10 =10 =10 <10 =10 =10 =10 =10 =10
8493 3 =10 =10 =10 =10 <10 <10 =10 =10 =10 =10
849h 18 10,240 =10 =10 =10 <10 <10 20 =10 =10 =10
8623 ] 320 =10 =10 =10 <10 <10 =10 =10 =10 =10
862h 20 2,560 10 10 =10 <10 <10 =10 =10 10 =10
Secondary flavivirus ZIKY {probable)
8173 1 an an 160 320 160 =10 =10 =10 40 40
817h 19 10,240 2,560 20,480 5,120 5120 20 320 160 1,280 640
8333 1 160 320 an 40 20 =10 =10 =10 =10 =10
833h 19 81,920 20,480 5,120 5120 1280 =10 =10 B0 320 320
B44a 2 20 1,280 640 320 160 =10 =10 ] 20 20
844h 16 10,240 40,980 10,240 5120 1280 A =10 160 640 640
9hha 1 40 1,280 640 160 320 <10 =10 =10 20 20
gh5ah 14 163,840 81,820 20,480 10,240 5120 10 =10 640 2 560 1,280
0633 1 an 320 320 ao 40 <10 =10 =10 40 20
oE3h 3 10,240 640 640 160 160 <10 =10 10 40 20
8393 3 =10 =10 10 =10 <10 <10 40 =10 =10 =10
839h 20 10,240 40 320 a0 a0 =10 640 40 a0 80
8473 5 =10 =10 =10 =10 <10 <10 640 =10 =10 =10
B4Th a 2,560 40 320 160 40 =10 1,280 80 320 320

"FPRMTag titer, 80% plague reducticn neutralization test titer; ZIKV, Zika virus; DEMY, dengue virus; JEV, Japanese encephalitis virus; YFW, yellow fever
virus; WHY, West Mile virus; SLEV, 5t Louis encephalitis vinus; MVEW, Murray Valley encephalitis vinus; MT, not tested (sample depleted).

Lanciotti RS. Genetic and Serologic Properties of Zika Virus Associated with an Epidemic, Yap State, Micronesia, 2007. Emerg Infect Dis.
2008;14(8):1232-1239.



Stratégies diagnostiques

« Période inter-épidémique
— Documentation de tous les cas suspects
d’'arboviroses

« Période pré-épidéemique

— Renforcement de la documentation des cas suspects
« Période épidémique

— Arrét de la documentation systéematique

— Documentation si

« Formes graves ou atypiques

« Personnes a risque de formes graves (non exhaustif)
— Signes d’alerte (dengue)
— Drépanocytaire (dengue)
— Femmes enceintes, nouveau-nés
— Comorbidités

« Formes post-aigues ou chroniques (chikungunya)



Diagnostic de la dengue et du chikungunya

Des renseignements cliniques et chronologiques (date de début des signes cliniques ; date du prélévement)
sont indispensables pour la réalisation et I'interprétation des résultats.

5261, détection de I’ARN des virus de la dengue et du chikungunya par RT PCR B 250.

Préléevement, jusqu’a J7 aprés le début des signes cliniques.

Une seule cotation de I'acte 5261 par patient.

L’acte 5261 n’est pris en charge que dans les situations cliniques suivantes :

— symptomatologie €vocatrice chez un patient revenant d’une zone touchée par le virus de la dengue et/ou
du chikungunya ;

— symptomatologie €vocatrice chez un patient se trouvant dans une zone d’activité du vecteur pendant une
période d’activité du vecteur (en phase épidémique, les indications de la confirmation biologique sont

limitées notamment aux cas graves, aux cas hospitalisés, aux patients atteints de comorbidités, aux formes
atypiques, aux femmes enceintes et aux nouveaux-nés). »

Ministere de la Santé. Arrété du 5 mars 2014 portant modification de la liste des actes et prestations mentionnée a I'article L. 162-1-7 du code de
la sécurité sociale. Mar 5, 2014,



Diagnostic de I'infection & virus Ziko

Le diagnostic biologique de |'infection par le virus Zika (a savoir les actes 5263, 5264, 5263, 1253 et 3253) n’est

pris en charge que dans les situations cliniques suivantes :

— symptomatologie €vocatrice chez un patient revenant d’une zone de transmission du virus Zika ;

— symptomatologie évocatrice chez un patient se trouvant dans une zone de transmission du virus Zika pendant
une période d’activité du vecteur (en phase épidémique, les indications du diagnostic biologique sont limitées
notamment aux formes neurologiques graves, aux femmes enceintes et aux nouveau-nés).

Entre JO et J7, la recherche par RT-PCR peut étre réalisée dans le sang et/ou les urines.

Entre J7 et J10, la recherche par RT-PCR peut étre réalisée dans les urines uniquement.

A partir de J5, le test sérologique peut étre réalisé,

Les renseignements cliniques et chronologiques (date de début des signes cliniques ; date du prélevement),

indispensables & l'interprétation des résultats, doivent é&tre obligatoirement consignés dans la fiche de
renseignement clinique prévue & cet effet.

5263 Détection de 'ARN du virus Zika par RT-PCR sur préléevement sanguin B 180.
Prélévement, jusqu’a J7 apres le début des signes cliniques.

Une seule cotation de ’acte 5263 par patient.

La cotation de I’acte 5263 n’est pas cumulable avec celle des actes 5259, 5260, 5261 et 5265.
5264 Détection de PARN du virus Zika par RT-PCR sur prélevement urinaire B 180.
Prélévement, jusqu’a J10 apres le début des signes cliniques.

Une seule cotation de ’acte 5264 par patient.

5265 Détection de ’ARN des virus de la Dengue, du Chikungunya et Zika par RT-PCR sur prélevement
sanguin B 320.

Prélevement, jusqu’a J7 apres le début des signes cliniques.

Une seule cotation de 1’acte 5265 par patient. La cotation de 1’acte 5265 n’est pas cumulable avec celle des actes
4273, 52359, 5260, 5261 et 5263.

Ministere de la Santé. Arrété du 30 mars 2016 portant modification de la liste des actes et prestations mentionnée a I'article L. 162-1-7 du code de
la sécurité sociale. Mar 30, 2016.



Diagnostic d’'une infection récente par le
virus Zika aux Antilles

« Recherche direct du virus (RT-PCR)
— Prélevement sanguin

STOP STOP
', +
oui oui

RT-PCR
chikungunya
antérieure
positive 2

RT-PCR
dengue
positive 2

RT-PCR
chikungunya
positive 2

Syndrome
dengue-like —»
J1-J7

RT-PCR
chikungunya

RT-PCR
dengue

oui

| P~ RT-PCR Zika

— Prélevement d'urines
« Jusqu'a J10 (surtout a partir de J5)

« Diagnostic serologique
— Pas d'intérét pour le diagnostic des formes aigués

— Intérét pour les complications tardives (Guillain-Barré) ou
pour le bilan de malformations neéonatales




Diagnostic différentiel

des arboviroses
(DENV, CHIKV, ZIKV)

Primo-infection
VIH

Paludisme
Leptospirose
Sepsis bactérien

FHevre

Bruption

Douleurs rétro-orbitaires
Myalgies

Arthralgies
Conjonctivite
Arthrites / cedémes
Ténosynovites
Hypotension
Saignements mineurs
Thrombopénie
Lymphopénie

Bvolution

Chikungunya

Habituel
J1-J4
Peu fréquent
Habituel
Constant
Peu fréquent
Habituel
Habituel
Peu fréquent
Exceptionnel
Précoce et modeérée
Habituel

Formes chroniques

Habituel
J5-17
Habituel
Habituel
Peu fréquent
Inhabituel
Jamais
Jamais
Habituel, J5-J7
Habituel, J5-J7
Fréquente, J4-J5
Habituel

Asthénie

Habituel
J1-J4
Habituel
Habituel
Fréquent
Habituel
Fréquent
Jamais
Peu fréquent
Exceptionnel
Peu fréquente
Peu fréquente

Asthénie

Simon F. Chikungunya Virus Infection. Current Infectious Disease Reports. 2011;13(3):218-228. Staples JE. Chikungunya
Fever: An Epidemiological Review of a Re-Emerging Infectious Disease. Clin Infect Dis. 2009;49(6):942-948. loos S.
Current Zika virus epidemiology and recent epidemics. Med Mal Infect. 2014;44(7):302-307. Musso D. Zika Virus. Clin
Microbiol Rev. 2016;29(3):487-524.



Diagnostic biologigue des arboviroses
(DENV, CHIKV, ZIKV)

« Acces a un diagnostic précoce et
rapide (RT-PCR)

« Résultats des tests parfois difficile ©
interpréter

— Réactions croisées (Flavivirus)

— IgM (sensibilité et spécificité)

— Détection prolongé du virus ou de son

ARN (Zika)




