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1. Introduction
1.1 Généralités

La récente augmentation du nombre de cas de
microcéphalie et d’autres troubles neurologiques
potentiellement associés a une infection a virus Zika a
engendré une recrudescence des demandes de dépistage en
laboratoire de cette infection. Les groupes prioritaires pour
un test de diagnostic doivent étre constitués de personnes
symptomatiques et de femmes enceintes asymptomatiques
potentiellement exposées au virus Zika. Ce document
fournit des indications sur les stratégies actuelles de
dépistage de I'infection a virus Zika. Il sera revu et actualisé
a mesure que des informations supplémentaires
deviendront disponibles.

1.2 Destinataires

Ces lignes directrices provisoires s’adressent aux personnels
des laboratoires de dépistage de I'infection a virus Zika et
aux cliniciens et professionnels de santé publique qui
assurent la prise en charge clinique ou la surveillance des
patients.

2. Recommandations provisoires
2.1 Echantillons

Le virus Zika a été détecté dans le sang total (et dans le
sérum et le plasma), I'urine, le liquide céphalorachidien, le
liquide amniotique, le sperme et la salive. De plus en plus
d’éléments suggerent que le virus Zika persiste plus
longtemps dans 'urine ou le sperme que dans le sang total
ou la salive [3].

Le recueil des données sur la durée de persistance du virus
dans la salive, le liquide céphalorachidien, le sperme et les
produits de la conception n’étant pas terminé, il est
recommandé, dans le cadre de ces lignes directrices,
d’obtenir un échantillon de sang total/sérum et/ou d’urine
des patients qui se présentent pour un dépistage.

Néanmoins, dans la mesure du possible, TOMS encourage
le recueil d’autres types d’échantillons pour la réalisation de
tests de confirmation ou pour 'exploration de I’association
entre l'infection a virus Zika et les cas de complications
neurologiques ou de microcéphalie, et de la transmission
potentielle par voie sexuelle.

o Echantillons pour la recherche d’acide nucléique :
sang total, sérum recueillis dans un tube sec et/ou urine
recueillie chez des patients dont les symptémes ont
débuté au plus sept jours auparavant.

e Sérologie (détection des IgM) : sang total recueilli
dans un tube sec et sérum recueilli chez des patients
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dont les symptomes ont débuté au moins sept jours
auparavant. Dans la mesure du possible, des
échantillons de sérum appariés devraient étre recueillis
a deux ou trois semaines d’intervalle minimum, les
premiers devant étre prélevés au cours des cing
premiers jours de la maladie.

En plus des informations sur le patient enregistrées lors du
prélevement (nom complet, date de naissance, adresse, date
et heure du prélevement, etc.), il faudrait également
recueillir les informations suivantes :

¢ symptOémes, date d’apparition et durée des
symptémes, contact avec un cas connu de maladie
a virus Zika (et type de contact, par exemple,
allaitement, rapport sexuel) ;

¢ historique complet des déplacements (dates, lieux,
durée du séjour) ; et

e historique des vaccinations, en particulier des
vaccinations contre les flavivirus, notamment le
virus de la fiévre jaune, le virus de ’encéphalite
japonaise et, si disponible, les virus de la dengue.

Pendant une flambée épidémique, en particulier dans les
zones de transmission étendue, il n’est pas rentable de
tester tous les cas suspectés. Les groupes suivants devraient
étre prioritaires pour le prélevement d’échantillons et le
dépistage :
e les patients ayant des rapports sexuels avec un cas
confirmé ou probable ;

e les patients qui répondent a la définition des cas
suspectés présentant des troubles neurologiques ;

e les femmes enceintes ayant séjourné dans des zones
actuellement touchées par une transmission du virus
Zika et/ou ayant eu des rappotts sexuels avec un cas
confirmé ou probable ;

e les femmes enceintes provenant de zones actuellement
touchées par une transmission du virus Zika dont le
feetus présente des anomalies cérébrales congénitales
ou chez lequel on suspecte de telles anomalies ;

¢ les nouveau-nés présentant une microcéphalie ou des
anomalies neurologiques, nés dans des zones touchées
par une transmission du virus Zika ou dont la mére a
s¢journé dans une zone touchée par le virus Zika au
cours de sa grossesse ;

e les nourrissons dont la mere est infectée par le virus
Zika, en particulier si elle allaite ; et

e les mortinaissances ou les avortements spontanés chez
des femmes qui ont vécu ou qui ont séjourné dans une
zone touchée par le virus Zika au cours de leur
grossesse.



2.2 Stratégie de dépistage

La stratégie de dépistage adoptée par les laboratoires doit
reposer sur les ressources disponibles et les activités
menées dans chaque laboratoire. Les dématches de
dépistage qui emploient ces stratégies varient en fonction
de la prévalence des virus qui circulent dans la zone ou les
patients ont été exposés.

L’OMS recommande les stratégies suivantes :

o recherche d’acide nucléique chez les patients dont
les symptomes ont débuté moins de sept jours
auparavant ;

o sérologie et/ou recherche d’acide nucléique chez
les patients dont les symptomes ont débuté au moins
sept jours auparavant. La sérologie est la méthode de
choix pour des échantillons issus de patients dont les
symptomes ont débuté plus de sept jours auparavant.
Lors de la recherche d’acide nucléique, les résultats
négatifs doivent étre interprétés avec précaution. Ils ne
signifient pas ’absence d’infection car la virémie chute
rapidement sept jours apres Iapparition des
symptomes et I'infection peut ne pas avoir été détectée
si les valeurs se trouvent dans les limites inférieures de
la sensibilité du test.

a. Algorithme de dépistage proposé pour les cas
suspectés d’infection par arbovirus identifiée dans les
sept jours suivant ’apparition des symptomes
(annexe 1, Figure 1)

La présence du virus Zika peut étre confirmée par une
recherche d’acide nucléique, par exemple au moyen d’une
RT-PCR pour détecter des cibles spécifiques du virus Zika
dans le génome viral. Les laboratoires qui utilisent une
combinaison de dosage de tous les flavivirus et un
séquencage génique, ou d’autres méthodes moléculaires
conventionnelles telles que les dosages multiplex pour la
détection des flavivirus, doivent s’assurer que les séquences
des amorces dont ils disposent ont été actualisées pour
pouvoir détecter les lignées récentes de virus Zika. Des
trousses d’amorces et de sondes permettant de réaliser des
dosages spécifiques du virus Zika sont disponibles dans le
commerce [5].

Sachant que la co-infection par le virus Zika et par d’autres
arbovirus a été documentée et compte tenu de la circulation
endémique des flavivirus, le dépistage de I'infection a virus
Zika devrait s’accompagner d’un dépistage de la dengue et
de l'infection a virus Chikungunya, séquentiellement ou en
parall¢le.

b. Algorithme de dépistage proposé pour les cas
suspectés d’infection par arbovirus identifiée plus de
sept jours apres ’apparition des symptdmes (annexe 1,
Figure 2)

La sérologie pour le virus Zika ne doit étre réalisée que par
des laboratoires expérimentés en sérologie des flavivirus.
Les dosages sérologiques recommandés comprennent les
tests immuno-enzymatiques et les dosages par
immunofluorescence qui détectent les IgM en utilisant un
lysat viral, un surnageant de culture cellulaire ou des
protéines recombinées, ainsi que les épreuves de
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neutralisation, par exemple, la séroneutralisation par
réduction des plages de lyse. Bien que la séroneutralisation
par réduction des plages soit la technique la plus spécifique,
les dosages sérologiques sont sujets a une réactivité croisée,
en particulier chez les patients avec des antécédents
d’infection ou de vaccination impliquant des flavivirus. La
stratégie de dépistage pour les patients dont 'apparition
des symptémes remonte a 7 jours ou plus repose sur la
sérologie des IgM en raison de la disponibilité des réactifs.
La détection des IgM doit étre réalisée chez les femmes
enceintes des zones de transmission endémique ou chez
celles qui peuvent avoir été en contact avec le virus Zika,
par I'intermédiaire d’un vecteur ou par voie sexuelle. Si des
analyses supplémentaires sont nécessaires, les épreuves de
neutralisation comparative peuvent offrir une meilleure
spécificité.

En général, une positivité des IgM dirigés contre le virus
Zika en I'absence d’IgM contre la dengue ou d’autres
flavivirus suggére une exposition récente au virus Zika
(Figure 2). Pour les laboratoires qui réalisent des tests de
séroneutralisation, une valeur quadruplée des titres
d’anticorps neutralisants en I’absence d’augmentation des
titres d’anticorps dirigés contre d’autres flavivirus conforte
la these d’une infection récente par le virus Zika. D’autres
indications relatives aux tests sérologiques seront fournies a
mesure que des données supplémentaires deviendront

disponibles.

c. Tests de diagnostic in vitro pour le virus Zika
utilisables sur les lieux de soins ou a proximité

11 existe un besoin et un intérét manifeste pour

des tests de diagnostic iz vitro rapide et simple d’utilisation
pour le dépistage de I'infection par le virus Zika sur les
lieux de soins ou a proximité de ceux-ci. Le choix des tests
de diagnostic 7z vitro doit tenir compte de I’évaluation
réglementaire de la qualité, de la sécurité et des
performances des tests sur les licux de soins.

2.3 Manipulation et stockage des échantillons

Lorsqu’on utilise des tests commerciaux, les prélevements
doivent étre recueillis, transportés et stockés conformément
aux instructions du fabricant. Dans tous les autres cas, il est
recommandé de conserver les prélevements a une
température comprise entre 2° C et 8° C et de procéder aux
analyses dans les 48 heures. Siles tests ne peuvent pas étre
réalisés dans les 48 heures, il convient de séparer le sérum
et de le conserver a part. Tous les types de prélevements
peuvent étre congelés a -20° C et conservés ainsi pendant
sept jours. Pour pouvoir les conserver plus longtemps, les
prélevements doivent étre congelés a -70° C. La
congélation-déconggélation répétée des échantillons doit étre
évitée.

La température doit étre régulierement controlée et
enregistrée pour repérer d’éventuelles fluctuations de
température. Les réfrigérateurs et congélateurs domestiques
dans lesquels la température fluctue de maniere importante
ne sont pas adaptés a la conservation d’échantillons
congelés.

2.4 Sécurité biologique



Les tests de diagnostic en laboratoire, notamment la
méthode de la réaction en chaine par polymérase apres
transcription inverse (RT-PCR) et les tests sérologiques sur
des prélevements cliniques issus de cas suspectés ou
confirmés d’infection par le virus Zika, doivent étre réalisés
dans un environnement BSL-2 (sécurité biologique

niveau 2) tel que décrit dans le Manuel de sécurité biologique en

laboratoire, 3¢ édition, de TOMS [4].

Tout test visant a détecter la présence du virus Zika doit
étre réalisé dans des laboratoires disposant des équipements
approptiés, par du personnel formé aux procédures
techniques et aux normes de sécurité qui s’appliquent. Les
lignes directrices nationales relatives a la sécurité biologique
en laboratoire doivent étre suivies en toutes circonstances.

2.5 Expédition des échantillons

Les échantillons qui contiennent le virus Zika, ou que 'on
suspecte de contenir le virus, peuvent étre expédiés sur de
la glace carbonique comme substances biologiques de

catégorie B (UN3373).

La réglementation internationale, telle que décrite dans le
Guide pratique sur l'application du Réglement relatif an Transport
des matieres infectienses 2015-2016 de POMS doit étre
respectée [6].

2.6 Choix des tests de diagnostic in vitro

Pour garantir la sécurité et 'efficacité des tests, il faut tenir
compte des caractéristiques et des performances des
produits de diagnostic. A ce jour, peu de tests de diagnostic
in vitro disponibles dans le commerce ont été soumis a
Iévaluation réglementaire de la qualité, de la sécurité et des
performances.

Un certain nombre d’institutions ont développé des tests en
interne pour détecter le virus Zika. L’OMS recommande
aux laboratoires qui souhaitent mettre au point et réaliser
des RT-PCR en interne de commander aupres de leur
fournisseur habituel les trousses d’amorces et de sondes
disponibles dans le commerce capables de détecter toutes
les lignées de virus Zika en circulation, et de s’assurer que le
test est validé pour chaque type de prélevement. Comme
pour les tests commerciaux, les laboratoires doivent suivre
les instructions du fabricant concernant le type
d’échantillon a analyser et doivent, si nécessaire, valider
leurs tests pour les types d’échantillons et effectuer les
controles (internes) de procédure et le controle externe de
la qualité. Le matériel pour le contréle de la qualité est
disponible aupres du global European virus archive
(http://global.curopean-virus-archive.com/) et sera bientot
disponible a travers un programme OMS sur les
préparations biologiques internationales de référence. Les
bureaux régionaux de 'OMS peuvent éventuellement aider
les laboratoires dans cette démarche.

Pour répondre au besoin de tests de diagnostic 7 vitro de
qualité garantie pour la détection du virus Zika, PTOMS a
mis en place un mécanisme d’évaluation et d’homologation
pour les situations d’urgence (EUAL) [7]. Le mécanisme
EUAL détermine si les données probantes montrant que
les bénéfices de T'utilisation des tests de diagnostic i vitro
pour le virus Zika 'emportent sur les risques prévisibles
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dans le contexte actuel sont suffisantes. Le mécanisme
d’homologation de ’OMS oblige les fabricants a déclarer
les problémes liés aux performances et a la qualité. Ftant
donné les conséquences d’une erreur de diagnostic, FOMS
recommande vivement de n’utiliser que des tests de
diagnostic i vitro préalablement soumis a une évaluation
indépendante et compléte de la qualité, de la sécurité et des
performances, pour le diagnostic de 'infection par le virus
Zika.

3. Elaboration des lignes directrices
3.1 Remerciements

L’OMS remetcie les personnes suivantes pour leur
contribution a I’élaboration de ces lignes directrices
provisoires : Dr Emma Aarons, Public Health England ;
Professeur John Aaskov, Queensland University of
Technology, Australie ; Dr Daniel Bailey, Public Health
England ; Dr Cristina Domingo Carrasco, Centre
d’information fédéral sur la menace biologique et les
pathogeénes spéciaux, Allemagne ; Dr Sebastien Cognat,
Capacités mondiales, alerte et action, OMS/Lyon ;

Kara Durski, Zoonoses émergentes et épidémiques, Sicge
de POMS ; Dr Pierre Formenty, Zoonoses émergentes ct
épidémiques, Siege de ’OMS ; Dr Maria Guadalupe
Guzman, Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri,
Cuba ; Dr Pamela Hepple, OMS/EURO ; Professeur
Marion Koopmans, Institut national pour la santé publique
et Penvironnement, Pays-Bas ; Dr Isabelle Leparc-Goffart,
Centre national francais de référence des arbovitus ;

Dr Jairo Mendez Rico, OMS/AMRO ; Robyn Meurant,
Préqualification, Siege de ’OMS ; Dr Jorge Munoz, Centers
for Discase Prevention and Control des Etats-Unis
d’Amérique ; Dhamari Naidoo, Zoonoses émergentes et
épidémiques, Siege de ’OMS ; Dr Karen Nahapetyan,
OMS/EMRO ; Dr Lee Ching Ng, National Environment
Agency, Singapore ; Dr Claudius Nuebling, Normes et
standards applicables aux technologies, Siege de PTOMS ;
Dr Christopher Oxenford, Capacités mondiales, alerte et
action, OMS/Lyon ; Irena Prat, Médicaments essentiels et
produits de santé, Siege de ’OMS ; Dr Chantal Ruesken,
Centre médical Erasmus, Pays-Bas ; Anita Sands,
Préqualification, Siege de POMS ; Dr Jonas Schmidt-Chansit,
Bernhardt Nocht Institute, Allemagne ; Dr Willy Urassa,
Préqualification, Siege de 'OMS ; Dr Hervé Zeller, Centre
européen de prévention et de controle des maladies.

3.2 Méthodes d’élaboration des lignes directrices

Les experts en analyses en laboratoite et en virologie ont
été identifiés a travers les réseaux existants des centres
collaborateurs de POMS, et comprennent des experts
provenant des Amériques, de I’Europe et de la Région du
Pacifique occidental. Le groupe d’experts a été convoqué
par téléconférence le 18 février 2016 pour examiner le
projet de lignes directrices. Des observations écrites ont été
formulées par les participants a la suite de cette
téléconférence, et ont été incorporées dans le document
révisé. Un deuxieéme examen a été conduit en mars 2016
apres une consultation de POMS sur les exigences relatives
a I’évaluation des dossiers et des laboratoires dans le cadre


http://global.european-virus-archive.com/
http://instituciones.sld.cu/ipk/

du mécanisme EUAL pour les tests de diagnostic de
linfection a virus Zika, qui s’est tenue les 14 et 15 mars
2016, a Geneve (Suisse).

3.3 Déclaration d’intéréts

Aucun conflit d’intéréts n’a été identifié a partir des
déclarations d’intéréts recueillies. Aucun financement
spécifique n’a été utilisé pour élaborer ces lignes directrices
provisoires.
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Annexe 1. Algorithmes de dépistage

Recueil de sang et d'urine
(conserver une partie du sang pour constituer le premier élément des échantillons de sérum appariés)
Si'on choisit la détection
sequentielle, déterminer I'ordre
¢ de priorité des tests en fonction
du contexte épidémiologique des
RT-PCR pour la détection séquentielle ou en paralléle de DENV, CHIK, ZIKV flavivirus circulants.
y
Résultat des réactions multiplex Interprétation
ZIKV positif, DENV négatif, CHIK négatif Cas confirmé d'infection par ZIKV
ZIKV négatif, DENV positif, CHIK négatif Cas confirmé d'infection par DENV
ZIKV négatif, DENV négatif, CHIK positif Cas confirmé d'infection par CHIK
ZIKV positif et/ou DENV positif ou CHIK positif Codétection et cas confirmé d'infection par ZIKV

Un résultat négatif de PCR n’exclut pas l'infection

Figure 1. Algorithme de dépistage proposé pour les cas suspectés d’infection par arbovirus identifiée dans les sept jours suivant I'apparition des symptomes

Recueil de sang (sérologie et RT-PCR) et d'urine (RT-PCR seule) si possible
s'il s'est écoulé plus d’'une semaine depuis I'apparition des symptémes
(pour le recueil d’échantillons de sérum appariés, espacer les prélévements de 2 a 3 semaines)

\ 4 A
RT-PCR pour le virus ZIKV sur échantillons de sang Test de détection des IgM dirigés contre DENV, CHIK et ZIKV, et d’autres flavivirus
et d'urine > circulants dans la zone ou I'exposition a eu lieu
y
Résultat Interprétation* du laboratoire
v \ 4
PCR positive PCR négative ZIKV positif, DENV négatif, CHIK négatif Cas probable d'infection par ZIKV
Cas confirmé d’infection Une infectionparlevirus [ | F----c-c-ccmmmm -
par le virus Zika Zika ne peut pas étre ZIKV négatif, DENV positif, CHIK négatif Cas probable d'infection par DENV
exclve | L ___]
ZIKV négatif, DENV négatif, CHIK positif Cas probable d'infection par CHIK
it bgati it le d'infecti ZIKV
Autres types de prélavements pour une ZIKV positif, DENV négatif, CHIK positif Cas ;)Jrrc:;t:)ei\il;; gﬁlgne;tal% mr(
RT-PCR: [T T T T T T T T T T T T T
: : ZIKV positif, DENV positif et/ou CHIK positif Cas probable d'infection par flavivirus
urine <30 jours + co-infection par CHIK
sperme <60 jours

* L’interprétation finale des résultats doit étre entreprise en lien avec le tableau clinique.

T Pour les échantillons de sérum appariés, une valeur quadruplée des titres d’lgM en I'absence d’augmentation des titres d’anticorps dirigés contre d'autres flavivirus
conforte la thése d’une infection récente par le virus Zika.

Figure 2. Algorithme de dépistage proposé pour les cas suspectés d’infection par arbovirus identifiée plus de sept jours aprés I'apparition des symptomes



