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INTRODUCTION

D’aprés un dossier historique, dés le 3°™¢ siécle, une maladie a la symptomatologie similaire
a celle de la dengue s’est produite en Chine. Des rapports décrivaient une maladie de
« I'’eau empoisonnée », en raison de son association avec des insectes volants. Les signes
clinigues comprenaient de la fievre, des éruptions cutanées, arthralgies, myalgies ainsi que
des manifestations hémorragiques. Aprés une longue absence dans les archives
historiques, des événements similaires sont apparus aux Antilles francaises en 1635 et au
Panama en 1699, décrivant une maladie aigué avec convalescence prolongée. Un siécle
plus tard, plusieurs rapports de dengue de Jakarta, du Caire, d’Espagne, de Philadelphie
ont suggéré la possibilité d’'une pandémie. Cette distribution géographique de la prévalence
de la dengue a coincidé avec 'augmentation du commerce maritime

La dengue est une maladie virale transmise par les moustiques, principalement Aedes (Ae.)
aegypti, et Ae. albopictus dans une moindre mesure. Ces moustiques sont aussi vecteurs
du virus du Zika, du Chikungunya. Classée maladie émergente par 'OMS (Organisation
Mondiale de la Santé), 'augmentation réguliére de son incidence, fait de la dengue, un
probleme de santé publique majeur dans les pays tropicaux et une menace pour d’autres
pays du monde. En raison de son mode de transmission, la dengue constitue une maladie
etroitement liée a I'environnement.

Aujourd’hui elle est présente de fagon endémique dans de larges zones géographiques.
Elle est reconnue comme étant la plus importante maladie virale transmise par les
arthropodes.

Dans la Caraibe, la dengue est largement répandue du fait de la circulation active du virus
et des conditions climatiques propices a sa transmission. Le contexte épidémiologique
justifie dans un premier temps, un diagnostic biologique rapide et fiable mais surtout des
moyens de prévention efficaces. Aujourd’hui, la prévention repose essentiellement sur des
moyens de lutte anti-vectorielle.

Dans la premiére partie, nous décrirons la triade infectieuse virus-vecteur-héte, I'évolution
clinico-biologique de la maladie ainsi que sa pathogénicité et son diagnostic. Une deuxieme
partie présentera I'évolution épidémiologique de la maladie dans le monde, puis un zoom
sera fait sur les épidémies les plus importantes aux Antilles. Pour finir, la prise en charge
symptomatique de la dengue sera abordée ; mais également, I'aspect préventif avec les
avancées d’un potentiel vaccin, Dengvaxia® développé par le laboratoire Sanofi Pasteur.
Différentes études cliniques ont été entreprises, avec comme objectif la mise sur le marché
d’'un vaccin contre la dengue. Cette mise sur le marché sera marquée par plusieurs faits
d’actualités dans le monde. Actuellement, la prévention passe essentiellement par la
délivrance de conseils et produits pharmaceutiques, le pharmacien a donc tout son réle a
jouer.



1.LA DENGUE : GENERALITES

1.1. LE VIRUS

Le virus de la dengue (DENV) est décrit comme étant un Arbovirus « Arthropod borne
virus » . Il s’agit d’'un ensemble hétérogéne de virus enveloppés a
ARN, transmis a I'Homme, dont les vecteurs sont des arthropodes hématophages
(moustiques, tiques, phlébotomes, culicoides). Parmi ces arbovirus, on distingue quatre
familles, responsables de différentes pathologies virales appelées arboviroses pouvant
provoquer de graves épidémies.

- Flaviviridae entrainant la dengue, la fiévre jaune, 'encéphalite japonaise...

- Togaviridae, genre Alphavirus, responsables du Chikungunya,

- Bunyaviridae, comprend 5 genres, par exemple les Phlébovirus, responsable de la

fievre a phlébotome ou aussi appelée Fievre de la vallée du Rift,
- Reoviridae, comprend 11 genres, tels que les Rotavirus, virus de la gastro-entérite.

D’aprés le Comité International de Taxonomie des Virus (ICTV), le virus de la dengue est
répertorié dans la famille des Flaviviridae qui se subdivise en 4 genres: Flavivirus,
Hepacivirus, Pestivirus, Pegivirus (Figure 1).

Les Flavivirus, sont des pathogénes affectants ’'Homme qui incluent le virus de la dengue
(DENV), le virus de la fievre jaune (YFV), le virus du Zika (ZIKV), le virus de I'encéphalite
japonaise (JEV), le virus de la fievre du Nil occidental (WNV), le virus de la méningite
encéphalite a tiques (TBEV).

Les Hepacivirus, arbovirus ou est répertorié celui de I'hépatite C (VHC).

Les Pestivirus, sont des pathogénes pour I'animal, dont font partie le virus de la diarrhée
virale bovine (BVDV) et le virus de la peste porcine.

Et enfin les Pegivirus, responsables d’infections persistantes chez les mammiferes, mais a
ce jour ils n'ont pas été clairement associés a une pathologie

Flavivirus v
sfRNA

DENV Pestivirus
WOV no sfRNA

Cwv

v
Pegivirus
unknown sfRNA e

"¥ Hepacivirus
no sfRNA

Figure 1 : Arbre phylogénétique des Flaviviridae



On distingue 4 sérotypes du virus de la dengue, DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4, avec
une homologie de 60 a 80%, chacun comprenant plusieurs sous-types ou génotypes.
La structure du virus a pu étre mise en évidence grace a la microscopie cryo-électronique.

Le virus mature (Figure 2), est une particule sphérique d’environ 50 nm de diamétre. lIs
sédimentent entre 170 et 210 S et ont une densité d’environ 1,19 a 1,23 g/cm3.

De l'extérieur vers lintérieur, le virion est constitué d’'une enveloppe a double couche
lipidique, dérivée des membranes du réticulum endoplasmique (RE) de la cellule héte et
portant principalement deux protéines structurales, une dite d’enveloppe, la protéine E (50-
60 kDa), et une de membrane, la protéine M (7-8 kDa).

L’élimination de I'enveloppe virale par des détergents ioniques laisse apparaitre la capside
virale, de structure protéique et de géométrie icosaédrique. Constituée d’'une protéine de
capside, la protéine C (13 kDa), elle enveloppe le génome viral et a pour fonction de le
protéger. On appelle nucléocapside (NC) 'assemblage de la capside autour du génome.

Ce génome est un ARN viral monocaténaire, linéaire, de polarité positive, d’environ 11 000
nucléotides. L’ARN génomique posséde un unique cadre de lecture ouvert qui code une
polyprotéine d’environ 3 400 acides aminés, précurseure de I'ensemble des protéines
virales suite a un clivage par un arsenal de protéases virales et cellulaires.

Donc le virion mature est formé de 3 protéines structurales (C, M, E) (Figure 2) dans la
région amino-terminale (N-ter) de la polyprotéine, et lui conferent également son caractere
infectieux

Protéine
d'enveloppe E

Protéine
de membrane M

Protéine
de capside C

ARN monocaténaire
positif

Figure 2 : Structure du virus de la dengue

En revanche, les virions immatures, non infectieux, ont une composition structurale
légérement différente avec une protéine prM (20-30 kDa), précurseur de la protéine M,
associée en 90 hétérodimeres avec la protéine E. Cette différence morphologique lui donne
un aspect « épineux » au lieu de la structure « lisse » de la particule mature (Figure 3).
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Figure 3 : Différence de structure entre virus immature et virus mature (Furnon, 2018).

A la suite de ses protéines structurales, dans la région carboxy-terminale (C-ter), la
polyprotéine se compose également de sept protéines non-structurales (NS1, NS2a, NS2b,
NS3, NS4a, NS4b, NS5) impliquées dans la multiplication virale et I'évasion immunitaire de

I'héte. Cependant, les fonctions de certaines de ces protéines non-structurales n’ont pas
encore été démontrées.
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Figure 4 : Topologie membranaire de la polyprotéine (Perera and Kuhn, 2008).



a. LES PROTEINES STRUCTURALES

La protéine C de capside est une petite protéine d’environ 13 kDa, située a I'extrémité N-ter
de la polyprotéine virale (Figure 4).

Elle posséde a I'extrémité N-ter un segment hydrophobe qui permet son association avec
la membrane du RE du cété cytosolique. A I'extrémité C-ter, un second segment
hydrophobe, d'une vingtaine d’acides aminés, fonctionne comme une séquence
d’adressage pour la translocation de la glycoprotéine prM adjacente dans la lumiere du RE

La protéine C est responsable de I'encapsidation de 'ARN génomique, permettant de
protéger le matériel génétique du virus.

Deux protéines de membrane ont été mises en évidence, suivant la maturité du virion : la
protéine prM pour la particule immature et la protéine M pour la particule mature. Elles
représentent un déterminant viral de surface, tout comme la protéine d’enveloppe E.

prM et M sont deux glycoprotéines transmembranaires de 20-30 kDa et 7-8 kDa,
respectivement. prM est composée d’une partie intraluminale en N-ter et dans sa région C-
ter de deux domaines transmembranaires qui permettent son ancrage dans la membrane
du RE :

Le domaine intraluminal est composé d’environ 130 acides aminés dont 6 résidus cystéine
qui pourraient former des ponts disulfures, conservés chez les Flavivirus.

Dans sa région N-ter, prM possede un seul site de N-glycosylation

La N-glycosylation est une réaction enzymatique qui débute dans le RE et se termine dans
I'appareil de Golgi. Elle consiste a I'addition d’'un glucide sur une chaine peptidique, en
particulier sur un acide aminé asparagine disponible. Cette modification protéique a pour
réle de contrdler le repliement des protéines, un role d’adressage des protéines ou encore
un réle structural et dans la reconnaissance et I'adhésion cellulaire.

La protéine M (75-80 acides aminés) est synthétisée suite au clivage de prM par une
protéase a sérine, une furine, lors de la libération des particules virales. Le processus de
clivage de prM sera détaillé ci-apres (cf. Cycle de multiplication viral) (Figure 9).

Cette protéine M est incluse dans la région C-ter de prM et est composée d’un domaine
intraluminal d’environ 40 acides aminés suivi des deux domaines transmembranaires qui
assurent I'ancrage de prM/M dans la membrane du RE

Des études ont montré que le blocage du clivage de prM en fragments pr et M entrainerait
la libération de particules virales immatures, non infectieuses.

De plus prM étant liée a la protéine E elle jouerait le réle de protéine chaperon. prM
empécherait les changements de conformation irréversibles de la protéine E dans les
milieux acides de sécrétion.



= La protéine E
La protéine E d’environ 50-60 kDa, est une glycoprotéine d’enveloppe, transmembranaire.

Elle porte un peptide de fusion nécessaire a la multiplication virale. C’est la principale
protéine de surface du virion (Courageot and Despres, 2001).

Sa structure a été mise en évidence grace a la microscopie cryo-électronique et la
spectroscopie a résonance magnétique nucléaire (RMN) (Zhang et al., 2017).

Elle est composée d’une partie intraluminale et d’une partie transmembranaire.

Un ou deux sites de N-glycosylation sont conservés pour la protéine E. Suivant le sérotype,
I'asparagine en position 153 (Asn-153) et/ou 'Asn-67 sont caractéristiques du virus de la
dengue. Donc pour les DENV-2 et -4 on observe une N-glycosylation en position 67 et pour
les DENV-1 et -3, deux N-glycosylation en position 67 et 153.

Peptides de fusion
’

__Membrane endosome

Enveloppe virus

Figure 5 : Structure d’'un dimeére de protéine E (Sérotype 1 ou 3) (Pierson and Kielian, 2013).
Rouge : DI ; Jaune : DIl ; Bleu : DIl

Le domaine intraluminal d’environ 400 acides aminés dont 12 cystéines forment 6 ponts
disulfures qui lui conférent sa structure repliée native.

Il regroupe trois domaines (Figure 5) : le domaine | (D I) central formé de feuillets 3. Celui-
ci est entouré des deux autres domaines.

Le domaine Il (D 1) est une région de dimérisation, présente le peptide de fusion interne et
assure la stabilité des homodimeres de E (Courageot and Despres, 2001; Lindenbach et
al., 2007; Massé et al., 2007).

Et enfin le domaine Il (D Ill) dont la structure est semblable a celle des immunoglobulines,
est impliqué dans la reconnaissance des récepteurs a la surface cellulaire. D Ill peut
également représenter une cible privilégiée pour les anticorps (Ac) neutralisants et ainsi
inhiber une étape d’entrée dans la cellule (Furnon, 2018; Masse et al., 2007).

La protéine E d’enveloppe porte le déterminisme antigénique des sérotypes. Les sérotypes
1, 2, 3, 4 different par leur enveloppe. Elle est également a I'origine de la production d’Ac
neutralisant. Elle a un réle important dans les propriétés phénotypiques et immunogéniques
du virus (Benard, 2015).



Dans sa région C-ter, ces 3 domaines surmontent une tige d’environ 40 acides aminés
composée de deux hélices alpha paralléles a la membrane, a1 et a2.

Elles sont suivies de deux domaines transmembranaires (TM) qui assurent I'ancrage de la
protéine E dans la bicouche lipidique de I'enveloppe virale.

La protéine E a donc une double fonction : une fonction de reconnaissance/liaison au
récepteur cellulaire et une fonction de fusion membranaire

b. LESPROTEINES NON STRUCTURALES

La structure et les fonctions de NS1 ne sont pas encore totalement bien établies, mais
sembleraient avoir une grande diversité de role lors de l'infection.

NS1 est une glycoprotéine d’environ 353 acides aminés (44-49 kDa), située dans la lumiere
du RE.

Elle possede deux ou trois sites de N-glycosylation ainsi que 12 cystéines conservées qui
forment des liaisons disulfures. Ces sites de N-glycosylation auraient un réle essentiel pour
la réplication virale. Cette protéine est d’abord synthétisée sous forme de monomeéres, subit
des glycosylations, puis peu de temps suivant sa synthese, NS1 se réarrange pour former
des homodimeres stables et acquiert une certaine affinité pour les membranes

Plusieurs formes oligomériques de la protéine NS1 sont décrites :

- une forme exprimée a la surface cellulaire via une glycosylphosphatidyl inositol (GPI)
ou un autre mécanisme inconnu, qui va permettre 'ancrage de la protéine a la
membrane ,

- une forme riche en lipides sécrétée sous forme hexamérique, par les cellules
infectées dans la circulation sanguine, c’est la forme NS1 sécrétée (sNS1) (Figure
6).

Ces deux formes de protéine NS1 ont un réle immunogene, par une production importante
d’Ac anti-NS1.

- une forme intracellulaire possiblement via une interaction avec des
glycosaminoglycanes sulfatés (GAG) .

Toutefois, de par sa composition en acides aminés la forme intracellulaire est largement
hydrophile. Du fait de Il'absence de domaines transmembranaires le mécanisme
d’association de NS1 a la membrane du RE n’est pas encore bien connu. Une des
hypothéses serait que la dimérisation forme une surface hydrophobe qui permettrait son
ancrage sur la membrane du RE. Cette forme intracellulaire jouerait un réle dans la
réplication de '’ARN viral et la stabilisation du complexe de réplication



Figure 6 : Structure de la protéine NS1 (Furnon, 2018).
A) Modélisation de sSNS1 héxamérique a partir de microscopie électronique a transmission
B) Modélisation de la structure de la surface de la protéine sNS1 et présentation des
principaux épitopes.

Deux autres réles de NS1 sont mis en avant, elle semblerait étre engagée dans la
pathogénicité en favorisant d’'une part I'évasion a la réponse immunitaire par inhibition de
I'activation du complément ; et d’autre part, NS1 serait en partie responsable de la
production des particules flavivirales par remodelage des membranes cellulaires et des
lipides membranaires (Fragnoud et al., 2014; Furnon, 2018; Perera and Kuhn, 2008).

= Protéine NS3
NS3 est une protéine multifonctionnelle d’environ 70 kDa, 618 acides aminés.
L’extrémité N-ter est le domaine catalytique de NS3 et porte I'activité sérine protéase
(NS3Pro), des acides aminés 1 a 180. Les activités hélicase (NS3Hel), nucléoside
triphosphatase (NTPase) et ARN triphosphatase (ATPase) se retrouvent dans le domaine
C-ter de la protéine, des acides aminés 181 a 618 (Masse et al., 2007; Perera and Kuhn,
2008).

Les sérines protéases sont des enzymes impliguées dans le clivage de protéines en
hydrolysant les liaisons peptidiques. Elles sont caractérisées par un assemblage de trois
acides aminés comprenant une sérine : His-51, Asp-75 et Ser-135, qui représentent la triade
catalytique (Bressanelli and Lescar, 2013).

Dans le cytoplasme, NS3Pro participe au clivage post-traductionnelle de la polyprotéine
flavivirale en protéines structurales et non structurales (Bressanelli and Lescar, 2013).
Seule, NS3 n’est pas totalement active. Une région hydrophile centrale de 40 acides aminés
de la protéine NS2b transmembranaire joue le réle de cofacteur. La liaison de NS2b a
NS3Pro forme le complexe NS2b-NS3, indispensable pour une activité protéase totale.
NS2b est issue du clivage de la protéine NS2 en 2 protéines : NS2a et NS2b (Lindenbach
et al., 2007; Perera and Kuhn, 2008).

L’activité hélicase est nécessaire a la réplication virale. Dans la région C-ter, la structure de
NS3 hélicase a été résolue. Elle est composée de 7 motifs structuraux répartis en 3 sous-
domaines. Ces derniers ont une similitude structurelle avec d’autres hélicases des Flavivirus
(Masseé et al., 2007; Perera and Kuhn, 2008).



Les sous-domaines | (acides aminés 180 a 326) et Il (acides aminés 327 a 481) sont visibles
sous forme d’une répétition en tandem. lls sont composés d’un feuillet 3 central a 6 brins,
encadrés par 4 hélices a (Figure 7). Ces 2 sous-domaines sont structurellement similaires
aux domaines correspondants du VHC.

En revanche, le sous-domaine Ill est unique. Il est composé de 4 hélices a pratiquement
paralléles, entourées de 3 autres hélices a plus courtes et enfin de 2 brins 3 anti-paralléles.
On retrouve également deux motifs protéiques, les motifs | (Walker A) et Il (Walker B)
communs a toutes les superfamilles d’hélicases, ils sont inclus dans le site actif de la
protéine (Figure 7). Ces motifs établissent une liaison avec I'ion magnésium (Mg?*) (Massé
et al., 2007, Perera and Kuhn, 2008).

Sous-domaine Il
r C-terminal

—
Helix opener

Figure 7 : Structure de NS3Hel du DENV (Masseé et al., 2007).
A) Structure 3D. Les hélices a des sous-domaines | et Il sont colorées en bleues, les feuillets
3 en rouge. Les hélices a du sous-domaines lll sont en vert et les feuillets 3 en jaune. Le
cercle noir indique le site actif de la protéine.
B) Modéle de 'activité hélicase de la protéine. Action des 3 sous-domaines pour ouvrir et
déplacer un ARN double-brin. Les sous-domaines évoluent dans la direction des fleches.

Les hélicases sont des enzymes ayant la capacité de catalyser I'ouverture de 'ARN double
brin par rupture des liaisons hydrogéne, au cours de la réplication virale (Figure 7).
L’activité hélicase nécessite de I'énergie. Pour cela une activité de NS3 intervient, I'activité
nucléoside triphosphatase, NTPase, qui hydrolyse I'adénosine triphosphate (ATP). L’ATP
étant la source d’énergie pour les cellules.

L’activité enzymatique ARN triphosphatase (ATPase) permet de déphosphoryler I'extrémité
5 du génome viral par hydrolyse, avant I'addition de la coiffe (5’(m7G5 ppp5’A)) par la
protéine NS5. Le role de la coiffe est d’initier la traduction de 'ARN (Lindenbach et al., 2007).



Les trois activités enzymatiques nécessitent un cofacteur, elles sont magnésium
dépendantes (Masse et al., 2007).

Lors de la réplication virale, la protéine NS3 interagirait avec la protéine NS5 ayant une
activité ARN polymérase ARN-dépendante ainsi qu’avec I'extrémité 3’ non codante.

= Protéine NS5

NS5 est une protéine cytoplasmique d’environ 104 kDa, 900 acides aminés, hautement
conservée chez les Flavivirus. On retrouve 67% d’homologie dans les 4 sérotypes du virus
de la dengue.

La protéine enzymatique NS5 est quant a elle bifonctionnelle avec : du coté N-ter, des
acides aminés 1 a 296, un domaine méthyltransférase (NS5MTase) ; du c6té C-ter, un
domaine polymérase (NS5Pol) avec une activitté ARN polymérase ARN dépendante
(RARp), des acides aminés 320 a 900 (Perera and Kuhn, 2008).

La méthyltransférase (MTase) est une enzyme qui permet la méthylation d’acides aminés
d’une protéine. Certaines utilisent comme donneur de méthyle la S-adénosyl-L-méthionine
(SAM). Cette activité enzymatique est impliquée dans la formation de la coiffe en 5’ de 'ARN
viral. Elle entrainerait deux méthylations. Une premiére en position 2’0 induite par une
activité (nucléoside-2’-O)-méthyltransférase (2’0O-MTase) et une méthylation en N7 de la
guanine de la coiffe induite par une activité (guanine-N7)-méthyltransférase (N7-MTase)
(Massé et al., 2007).

La structure centrale de la MTase du DENV est SAM-dépendante. Elle a été observée entre
les domaines N et C-ter sous forme de sandwich a/B/B. Cette méthylation aboutit a la
formation d’'une coenzyme, la S-adénosyl-L-homocystéine (SAH) (Lindenbach et al., 2007,
Perera and Kuhn, 2008).

De fagon concomitante a I'ajout de la coiffe, 'ARN peut étre répliqué via ’'ARN polymérase
NS5Pol.

Boucle
d'initiation

Site actif

Doigts

Figure 8 : Structure 3D de la protéine NS5Pol (Masse et al., 2007).
Conformation en main : les doigts, le pouce et la paume sont indiqué en bleu, rouge et vert,
respectivement. Le site actif de la protéine indiqué par un cercle noir.

La structure du domaine NS5Pol a été résolue (Figure 8). Elle est semblable a celle des

autres molécules ARN polymérase ARN dépendante. On observe une conformation en
« main » avec 3 sous-domaines : doigts, pouce, paume. Tous les trois sont reliés et forment
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un site actif ou a lieu la polymérisation. Ce site actif est positionné au milieu de la structure
entre le tunnel d’entrée de 'ARN simple brin et le tunnel de sortie de '’ARN double brin
néosynthétisé

L’activitt RdRp est responsable de la synthése d’un ARN a partir d’'un autre ARN,
indispensable a la réplication virale.

Précédemment (cf. Protéine NS3), nous avons vu que NS3 et NS5 pourraient interagir
ensemble. Les résidus 320 a 368 de NS5 sont strictement conservés chez les Flavivirus et
sont impliqués dans cette interaction qui permet de stimuler I'activité¢ NTPase ainsi que
ATPase de NS3

NS2a (22 kDa) et NS2b (14 kDa) résultent du clivage de la protéine NS2 via la sérine
protéase activée NS2b-NS3.

Par conséquent, NS2a est décrite comme étant une petite glycoprotéine hydrophobe,
transmembranaire. D’apres plusieurs études, NS2a serait engagée dans le complexe de
réplication par interaction avec NS3 et NS5. NS2b est également une petite protéine
transmembranaire. Précédemment (cf. Protéine NS3) nous avons vu que NS2b forme un
complexe avec NS3, NS2b-NS3, et joue le rbéle de cofacteur afin d’avoir une activité
enzymatique totale de la sérine protéase NS3Pro

De méme, NS4a (16 kDa) et NS4b (27 kDa) sont issues du clivage de la protéine NS4 via
le complexe NS2b-NS3. Ce sont de petites protéines hydrophobes intégralement
membranaires . Les fonctions de ces deux protéines ont plus ou
moins été résolues. Ces protéines, en particulier NS4b fait également partie du complexe
de réplication et seraient impliquées dans la pathogénicité. Il a été démontré que, NS4b
bloquerait la voie de réponse aux interférons de type | (INF-a) . Les
interférons sont des cytokines produites par le systéme immunitaire (SI) qui permettent de
lutter contre les infections virales. Par conséquent, NS4b inhiberait la voie de défense de
I'organisme, donc entrainerait une résistance du virus de la dengue aux INFs.

Protéines

Protéines non structurales
structurales

Inhibition de la Inhibition de la

Attachement et fusion _réponse réponse ARN pol
Cotpes majersce " interféron Méthytranstérase
neutralisation
Encapsidation de NS2A N34A
FARN viral | NS4B
NS3 [ | | NS5 {
Sérine protéase
, Heélicase
5'NC ARN triphosphatase 3'NC
Figure 9 : Organisation du génome du virus de la dengue et fonction des protéines virales

synthétisées
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1.1.3. Le cycle de multiplication virale

Le cycle de multiplication du DENV se décompose en plusieurs étapes, illustrées Figure
10. Les cellules permissives au DENV sont les cellules dendritiques, cellules endothéliales
(CE), les fibroblastes, macrophages, mastocytes, monocytes, kératinocytes (Uno and Ross,
2018).

mature virion
Dengue virus . -
immature virion
° 1. Receptor binding * °
®) nsr 3
9. Exocytosis

A
Vv
D+

partially mature virion

..........

Figure 10 : Représentation du cycle de multiplication virale (Uno and Ross, 2018).
1) Liaison virus a la cellule hote
2) Endocytose
3) Fusion des membranes virale et endosomale
4) Traduction et réplication du génome
5) Clivage de la polyprotéine virale
6) Réplication dans le RC
7) Assemblage du virus
8) Clivage de la protéine prM
9) Exocytose

12



INTERNALISATION DU VIRUS

Le cycle de multiplication viral débute par I'internalisation du virus dans la cellule héte. Pour
ce faire on observe une liaison du virion a la surface cellulaire via un récepteur.
L’attachement du virus se fait par l'interaction entre le récepteur membranaire de la cellule
hote et la glycoprotéine d’enveloppe E du virion (Figure 10-1) (Furnon, 2018; Masse et al.,
2007; Uno and Ross, 2018).

Apreés la liaison, un mécanisme d’endocytose impliquant une clathrine permet la formation
d’une vésicule endosomale qui fait pénétrer le DENV a l'intérieur de la cellule. Suite a
I'internalisation du virus, le matériel génétique est libéré dans le cytoplasme de la cellule
cible afin d’étre répliqué. Pour cela, les membranes virale et endosomale doivent fusionner
(Figure 11) (Furnon, 2018; Uno and Ross, 2018).

1 o 2

by,

h "

Endosome membrane

Figure 11 : Représentation du processus de fusion des membranes virale et endosomale (Furnon,
2018).
1) La protéine d’enveloppe E du virus circulant.
2) Acidification du milieu induisant une réorganisation structurale de E.
3) Fusion membranaire et trimérisation de la protéine.
4) E se replie sur elle-méme et initie le rapprochement des membranes.
5) Fusion des feuillets externes des membranes virales et cellulaire.
6) Formation du pore de fusion.

La pénétration et I'acidification de 'endosome déclenche un réarrangement de la structure
des diméres E/E de la protéine E en monomeres (Furnon, 2018; Lindenbach et al., 2007).
Ce qui conduit a un phénomeéne de fusion membranaire (Figurel0-3) grace au peptide de
fusion interne contenu dans le domaine Il de la protéine E. Apreés la fusion du peptide sur la
membrane endosomale, on observe une trimérisation E/E/E, et un repliement de la structure
en épingle a cheveux. Les triméres fusogénes s’étendent vers l'arriere parallélement aux
membranes, initient leur rapprochement, ce qui aboutit a la fusion des feuillets externes puis
internes des deux membranes et forme ce qu’on appelle le pore de fusion. La nucléocapside
peut alors étre libérée dans le cytoplasme (Furnon, 2018; Uno and Ross, 2018).
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REPLICATION VIRALE

Une fois dans le cytoplasme, le génome viral est libéré par décapsidation. La traduction et
la réplication de I'ARN se produisent au niveau du RE (Figure 10-4).

L’ARN viral étant de polarité (+), il sert tel quel de messager et est immédiatement traduit
par des ribosomes de I'h6te en polyprotéine précurseur. Cette polyprotéine va subir des
clivages induits par des protéases virales (NS3Pro) et cellulaires, aboutissant aux 3
protéines structurales et 7 protéines non structurales du génome viral

Les protéines NS s’assemblent (Figure 10, 12) avec d’autres protéines cellulaires au niveau
du RE et forment le complexe de réplication (RC). Ce RC induit des vésicules formées par
l'invagination de la membrane du RE, dans lesquelles la machinerie de réplication est
protégée (Figure 10-6) . Les interactions entre les protéines
NS sont représentées schématiquement Figure 12. Les protéines NS2a, NS2b, NS4a et
NS4b forment une structure de base pour 'assemblage de NS3 et NS5. NS3 interagit avec
NS2b via son domaine protéase et avec NS4b via son domaine hélicase. NS5 n’interagit
gu’avec NS3 . Cette étape est fondamentale et précede obligatoirement
la réplication virale.

Cytosol
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Figure 12 : Complexe de réplication virale du coté cytoplasmique du RE

Les virus a ARN, tel que le DENV, ont un cycle de réplication cytoplasmique (Figure 10-
4,5). L’ARN simple brin (ARNsb) génomique (+) est utilisé comme brin matrice. La
réplication virale (Figure 13, 15) est initiée par la synthése d’un brin d’ARN complémentaire
(-) ou anti-génomiques, par l'activitt ARN polymérase ARN-dépendante de la protéine
NS5Pol. Ce brin (-) reste apparié a ’ARN (+), aboutissant a un intermédiaire, un ARN double
brin (ARNdb). Intervient la protéine NS3Hel, son activité hélicase va catalyser 'ouverture
de '’ARNdb. Le brin d’ARN anti-génomique (-) va ensuite servir de matrice pour la synthése
d’'un nouveau brin d’ARN génomique (+), par la méme activité enzymatique NS5Pol.
L’ARNdb nouvellement généré est ensuite recyclé en tant que modéle pour générer des
copies supplémentaires d’ARN génomique (Figure 13, 15)
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Figure 13 : Synthése d’ARN par le complexe de réplication du DENV

La polyprotéine, précurseur des protéines virales, est insérée entre deux régions non
codantes en 5 et en 3’ (5-UTR et 3’-UTR), d’environ 100 et de 400 a 700 nucléotides,
respectivement.

A son extrémité 5’ (m7G5’ppp5’A) le génome posséde une coiffe de type | et son extrémité
3’ est dépourvue d’'une queue polyadénylate. Tous deux jouent un réle important dans la
traduction de I'ARN viral et dans la réplication.

Parallélement a la réplication, la coiffe est ajoutée a 'ARN (+) néosynthétisé et impliquerait
4 activités enzymatiques (Figure 14, Figure 15). Tout d’abord, I'activité ARN triphosphatase
de la protéine NS3 hydrolyse un phosphate de I'extrémité 5’-triphosphate de I’'ARN (+). Un
fragment guanosine monophosphate (GMP) du guanosine triphosphate (GTP) est transféré
a l'extrémité 5 de '’ARN, maintenant déphosphorylé, par I'activité guanylyltransférase
(GTase) de la protéine NS5. Enfin I'activité méthyltransférase de NS5 entrainerait deux
méthylations de '’ARN coiffé.

D’abord une méthylation de la guanine en position N7 et ensuite a la position ribose 2’-O du
premier nucléotide de 'ARN. Le domaine MTase de NS5 effectue les deux méthylations en
utilisant la S-adénosyl-I-méthionine (AdoMet) comme donneur de méthyle. AdoMet est
converti en S-adénosyl-I-homosystéine (AdoHcy) au cours de ce processus (Figure 14)
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Figure 14 : Synthése de la coiffe en 5’ (Klema et al., 2015).
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Figure 15 : Coordination entre la synthése d’ARN et I'ajout de la coiffe en 5’ par NS3 et NS5
(Klema et al., 2015).
(i) NS3 déroule l'intermédiaire d'ARNdb en ARN (+) et (-) par son activité hélicase, et hydrolyse
I'extrémité 5’ de I'ARN (+) par son activité ARN triphosphatase.

(i) L'extrémité 3’ de I'ARN (-) entre dans le canal de liaison de matrice NS5Pol et servira de
matrice pour la synthése d'ARN (+). L'ARN 5’-déphosphorylé (+) entre dans le site actif NS5
MTase pour le coiffage et la méthylation de I'ARN 5’.

(iii) Une fois la synthése d'’ARN sens (+) naissante terminée, un ARNdb et un ARN (+) a 5’ coiffes
sont libérés des domaines de NS5. Le produit d'ARNdb, est ensuite recyclé pour un autre cycle de
synthése d'ARN (+).

ASSEMBLAGE ET LIBERATION DES PARTICULES VIRALES

Une fois traduit et répliqué, le génome viral néosynthétisé va étre encapsidé par association
avec les protéines de capside C.

La NC est internalisée dans le RE par bourgeonnement, ainsi se forme I'enveloppe du virus
avec les protéines structurales prM et E ancrées dans la membrane du RE (Figure 10- 7).
Cet assemblage donne naissance a des particules virales immatures, a aspect « épineux »
(Lindenbach et al., 2007; Uno and Ross, 2018).

16



Dans le réseau trans-golgien, on observe un changement de conformation du virion non
infectieux « épineux » en virion « lisse » infectieux par maturation de la protéine prM. Ce
phénomeéne de maturation est lié au clivage de la protéine prM/E en protéines de matrice
M/E et fragment pr (Figure 16), la protéine M restant liee a E. Ce clivage est assuré par une
protéase cellulaire de type furine (Perera and Kuhn, 2008).

A B c D
Immature Virus Immature Virus Immature Virus Mature Virus
Non-infectious Non-infectious Non-infectious Infectious

pH 7.0 pH 6.0 pH 6.0 pH 7.0
ER TGN TGN Extracellular

Figure 16 : Processus de maturation du virus de la dengue (Perera and Kuhn, 2008).

Les virions néosynthétisés complétement matures peuvent étre libérés par exocytose dans
le milieu extracellulaire. Cependant, des formes immatures ou partiellement matures
peuvent étre sécrétées du fait d’'un clivage pr/M incomplet (Figure 10- 8) (Uno and Ross,
2018). L’hexamére NS1 est quant a lui sécrété seul dans le milieu extracellulaire (Figure
10-9).

1.2. LE VECTEUR

La diffusion du DENV est liée a la répartition de vecteurs : les moustiques. Ils sont capables
de transmettre un certain nombre de virus susceptibles d’affecter 'lHomme, tels que, le virus
de la Dengue, le Chikungunya, le virus West Nile, le virus Zika, le virus de la Fiévre jaune.
Ces vecteurs ont une activité plutét diurne, et trés anthropophile. Le virus est transmis par
I'intermédiaire de la piqdre, uniquement, de la femelle infectée (Rapp et al., 2013). Pour la
maturation de ses ceufs (cf. cycle biologique), la femelle a besoin de se nourrir de sang : ce
sont des arthropodes hématophages ; Arthropode: «qui a des pattes articulées »,
hématophage : « se nourrit de sang » (Malard et al., 2003; Najioullah et al., 2012).

Les moustiques sont vecteurs de trois groupes d’agents pathogénes chez 'Homme :
Plasmodium, les filaires et les arbovirus.

Les arthropodes hématophages vecteurs de la dengue sont des moustiques appartenant a
la famille des Culicidae, sous famille des Culicinae, au genre Aedes (Benard, 2015).
Plusieurs espéces semblent impliquées dans la transmission de la dengue : principalement
Ae. aegypti, un moustique dit « domestique » urbain. Ae. albopictus, Ae. polynesiensis, Ae.
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scutellaris peuvent également étre vecteurs. Ae. polynesiensis et scutellaris seraient
retrouvés dans les iles du Pacifique (Malard et al., 2003; Marianneau, 1998).

1.2.1. Description du vecteur : origine, habitat, morphologie

L’importante répartition du virus de la dengue est d’abord liée a la propagation du moustique
vecteur dans le monde (Figure 17). Les Hommes ont une influence considérable sur
'environnement. L'Homme est responsable de la destruction d’habitats naturels de
certaines espéces (Brown et al., 2014). Ces moustiques se sont adaptés aux changements
de comportements humains et sont désormais retrouvés dans des gites naturels et/ou
artificiels, a proximité des habitations humaines en zones urbaines et rurales. C’est ce qu’on
appelle le commensalisme humain, ces moustiques sont dits « domestiques » urbains
(Brown et al., 2014; Marianneau, 1998).

Figure 17 : Distribution mondiale d’Aedes aegypti (A) et Aedes albopictus (B) (Kraemer et al.,
2015).

AEDES AEGYPTI

Ae. aegypti, probablement d’origine Africaine, se serait étendu dans le monde entier. |
existe une forme ancestrale a Ae. aegypti, c’est Ae. aegypti formosus, espéce forestiere et
plutdt zoophile (Brown et al., 2011; Kraemer et al., 2015). Cette forme serait encore présente
sur le continent Africain. On retrouve la forme la plus domestiquée, Ae. aegypti aegypti,
dans les zones tropicales et subtropicales (Brown et al., 2014).
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Cette espece, adaptée a ’'Homme, se serait répandue dans le Nouveau Monde au début
du commerce d’esclaves africains par le biais de navires destinés a la traite négriére. Ae.
aegypti aurait été retrouvé sur le continent américain et aux Antilles des le XVIéme siecle.
Puis se serait étendu sur la ceinture intertropicale, a plusieurs reprises

. C'est a partir du XIXéme siecle que Ae. aegypti se
serait propagé vers I'Asie du sud-est et les iles du Pacifique.
Des études ont montré que cette espéce ne résisterait pas a I’hiver. Sa répartition sur le
globe se fait plutot dans les zones chaudes, entre le 35° de latitude Nord et le 35° de latitude
Sud, c’est-a-dire a une isotherme +10°C du mois de janvier. Par conséquent, il est peu
retrouvé en Europe . Aujourd’hui, Ae. aegypti aegypti est présent sur
tous les continents dans les zones tropicales et tempérées chaudes.
L’explosion démographique et I'accroissement de zones urbaines ont favorisé la
dissémination du vecteur et donc du virus. La mondialisation des échanges, I'expansion du
trafic aérien, le commerce international en zone endémique, le tourisme, permettent encore
la propagation du virus dans des régions non-endémiques

AEDES ALBOPICTUS

Une autre espéce vectrice de la dengue, considérée comme secondaire, Ae. albopictus est
communément appelé « moustique tigre ».

Ce moustique, originaire des foréts du Sud-Est asiatique plutot zoophile s’est répandu dans
'océan Pacifique, et Indien . Il a suivi les vagues d'immigrations
indonésiennes pour atteindre les lles de Madagascar et de La Réunion. Dans les années
1980, il a pu coloniser de nombreux pays d’Afrique et d’Amérique. Son aire de répartition
est plus importante que celle d’Ae. aegypti en raison de sa résistance jusqu’aux isothermes
-2°C du mois de janvier . Il s’adapte a des climats
plus froids, il est donc capable de s’installer dans des zones plus tempérées telles que
I'Europe ou Ae. aegypti n’était pas retrouvé, et ainsi constitue une nouvelle menace.

Cette capacité a résister au froid est liee au phénoméne de diapause au stade d’ceuf, un
phénoméne d’adaptation du moustique qui correspond a une période de vie ralentie, en
réponse a une variation de I'environnement, ici la température

La dispersion de ce moustique a partir de I'Asie se serait faite notamment par le bIaIS du
commerce international de pneus usageés vers les Etats-Unis

Ae. albopictus fait son apparition en 1979 en Europe, en Albanie puis en Italle en 1990. La
France métropolitaine fut épargnée jusqu’a l'identification d’un premier cas en 1999 dans
une grande entreprise de recyclage de pneumatiques importés essentiellement des Etats-
Unis et du Japon. Ont suivi, trois autres cas identifiés sur des sites de stockage de
pneumatiques importés

Aujourd’hui I'espéce est présente sur tous Ies continents, débordant maintenant nettement
sur les zones intertropicales.

Moins domestiqué qu’Ae. aegypti, Ae. albopictus colonise aussi bien des zones forestieres
que des zones rurales ou péri-urbaines.

Ces vecteurs du DENV se logent dans des habitats assez variés. Plus domestiqué, Ae.
aegypti va étre retrouvé a proximité des habitations rurales et urbaines, dans des sites crées
par 'lHomme. Il se développe principalement dans des zones humides, d’eaux stagnantes
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telles que des pots de fleurs, des citernes, gouttieres, abreuvoirs, carcasses de voitures...
qui sont des gites artificiels. Mais également dans des gites plus naturels comme les troncs
d’arbres, des rochers, des coques de noix de coco, champignons creux, fruits creux...

Ae. albopictus peut également étre retrouvé dans les mémes types d’habitats. Cependant,
moins domestiqué, des zones moins urbaines comme des sites de stockage de pneu, des
conteneurs, sont de nouvelles niches écologiques favorables a son développement (Malard
et al., 2003).
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Figure 18 : Morphologie d’'un Culicidae (Vacus, 2012).

Les morphologies des Aedes sont semblables entre elles. C’est un petit moustique d’environ
5 mm de long. Son corps se divise en trois parties : la téte, le thorax et 'abdomen.

Au niveau de la téte, on retrouve les pieces buccales qui forment une longue trompe
piqueuse. Parmi celles-ci, les mandibules sont des piéces présentes uniquement chez les
especes hématophages, ont un rble perforant. Les maxilles, le labrum, le labium,
I’hypopharynx jouent tous un réle dans la piqdre.

Le thorax se subdivise en trois segments : le mésothorax important sur lequel se fixe la
paire d’ailes, le prothorax et métathorax plus réduits. Sur chacun de ces segments est fixée
une paire de pattes.

L’abdomen est la partie postérieure du moustique ou I'on retrouve quasiment tous les
organes (Figure 18) (Vacus, 2012).

Les deux especes Ae. aegypti et albopictus se différencient par leur couleur et leurs motifs.
Ae. aegypti est de couleur sombre, décoré d’un dessin blanc en forme de lyre sur le thorax
et ses pattes striées de blanc. On le distingue d’Ae. albopictus, qui lui est plus foncé, noir,
et posséde une ligne blanche longitudinale sur le thorax (Figure 19).
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Figure 19 : Photographie des vecteurs Aedes aegypti a gauche et Aedes albopictus a droite
(Orange county gouvernment Florida).

1.2.2. Cycle biologique

Le cycle biologique du moustique Aedes se divise en quatre phases. La ponte avec le stade
ceufs, la phase larvaire et la phase nymphale qui sont les trois phases aquatiques et enfin
la phase adulte aérienne (Figure 20) (Malon, 2007).
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Figure 20 : Cycle biologique du vecteur (Guerquin, 2015).

L’Aedes femelle adulte est capable de pondre ses ceufs environ dans les 48h suivant un
repas sanguin (Benard, 2015). Les ceufs sont pondus isolément dans un milieu humide, une
zone d'eau stagnante. La quantité d’ceufs d’'une ponte est de I'ordre de 100 a 400. La
fécondité totale d’'une femelle Aedes est de 800 a 2500 ceufs. Jusqu’a I'éclosion, ce stade

21



ovulaire peut durer 2 a 3 jours dans des conditions optimales, principalement de
température et d’humidité.

Néanmoins, dans des conditions défavorables, a été décrit précédemment le phénomene
de diapause au cours duquel les ceufs ralentissent leur développement et ainsi peuvent
supporter la dessiccation ou une variation de température, dans I'attente de la remise en
eau de leur gite de ponte.

Un ceuf mesure environ 1 mm de diametre, d’abord blanchéatre puis devient noir a maturité.
L’éclosion a lieu quand I'embryon est entierement développé (Vacus, 2012).

Suite a I'éclosion apparait la larve d’environ 2 mm (Figure 21). La croissance de la larve se
divise en 4 stades larvaires pour aboutir a une nymphe d’environ 12 mm (Vacus, 2012).
L’évolution de la larve se fait habituellement en 7 a 12 jours dans des conditions de
température et d’alimentation favorables (Benard, 2015).

Siphon respiratoire

Figure 21 : Stade larvaire du moustique (Vacus, 2012).

Les gites larvaires choisis par la femelle pondeuse peuvent étre tres différents les uns des
autres. On distingue les gites naturels des gites artificiels, permanents ou temporaires,
ombragés ou ensoleillés. Les larves vivent sous la surface de I'eau et respirent grace a leur
siphon respiratoire situé au bout de leur abdomen en contact avec I'air. Elles se nourrissent
de substrat organique en plongeant en profondeur.

Au terme de ce stade larvaire, la larve se métamorphose en nymphe.

La nymphe (Figure 22), aquatique, est un stade de transition vers la phase adulte aérienne.
Le stade nymphal dure environ 1 a 5 jours au cours duquel I'insecte subit de nhombreux
remaniements physiologiques et morphologiques, ou la femelle devient hématophage.
Toujours sous la surface de l'eau, la nymphe respire par 2 trompettes respiratoires en
contact avec l'air atmosphérique mais ne se nourrit pas.

A lafin de ce stade, en 15 minutes, le moustique adulte émerge du tégument de la nymphe
(Vacus, 2012).
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Trompettes respiratoires

Figure 22 : Stade nymphal du moustique (Vacus, 2012).

Le moustique adulte ou imago (Figure 23) est l'ultime phase d’évolution de ce vecteur. Il
s’agit de la seule phase aérienne. La durée de vie de I'adulte est d’environ 2 a 3 semaines
(Benard, 2015).

Figure 23 : Imago adulte (Guerquin, 2015).

Le vecteur de la maladie est le moustique adulte femelle qui est hématophage c’est-a-dire
gu’il se nourrit de sang, indispensable a la maturation des ceufs. Un repas sanguin suffit
pour une ponte. Les femelles se nourrissent également de sucs d’origine végétale tout
comme l'espéce male. Les males ne sont pas vecteurs mais jouent un réle sur le plan
épidémiologique, car permettent de féconder la femelle (\Vacus, 2012). Ce sont des especes
peu mobiles donc ayant une faible capacité de dispersion (Benard, 2015).

D’aprés ce cycle biologique, on a vu qu’un milieu humide est essentiel au développement
de I'espéce vectrice, par conséquent, le pic de multiplication est observé lors de la saison
des pluies (Malon, 2007).

1.2.3. Cycle de transmission

Cet arbovirus décrit un cycle urbain ou épidémique c’est-a-dire a réservoir humain.
L’Homme infecté présente une virémie suffisamment importante pour infecter un potentiel
vecteur, donc entretenir le cycle de transmission, c’est la transmission dite horizontale, la
plus importante (Figure 24) (Benard, 2015; Garcia and Levéque, 2016).

Cependant il existe chez ce moustique une transmission verticale, par voie trans-ovarienne,
dans laquelle la femelle transmet I'agent pathogéne a ses descendants qui seront alors
vecteurs (Benard, 2015).
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Il existerait des cycles selvatiques du virus. Il s’agit d’un cycle impliquant un singe, au cours
duquel le moustique vecteur s’infecte en piquant un singe porteur du virus puis le réinjecte
en piquant un autre singe sain. Malgré quelques cas cliniques, ces souches ne semblent
pas responsables d’épidémie chez 'Homme (Figure 24) (Benard, 2015; Devignot et al.,
2010).
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Figure 24 : Cycle de transmission du virus de la dengue (Garcia and Levéque, 2016).
A) Cycle selvatique
B) Cycle urbain a l'origine d’épidémies.

A

L’Aedes femelle, hématophage, s’infecte en absorbant le virus lors d’'un repas sanguin sur
une personne virémique. Avant d’étre transmis, le virus va étre répliqué au cours d’une
période d’incubation extrinseéque d’'une dizaine de jours. L’incubation est le temps compris
entre l'ingestion du virus et sa migration vers les glandes salivaires. Elle dépend de la dose
de virus ingérée, des conditions environnementales telles que la température, ’humidité et
des conditions d’alimentation du vecteur (Benard, 2015; Furnon, 2018; Malon, 2007).

Suite a lingestion virale, le virus infecte le tractus digestif du moustique en particulier les
cellules épithéliales de 'estomac ou il va se répliquer. Suite a cette multiplication, les cellules
du tissu adipeux sont envahies par les virus puis les cellules épithéliales des glandes
salivaires ou ils vont pouvoir se répliquer de nouveau.

Afin de pouvoir envahir I'épithélium digestif de I'’Aedes, et ainsi I'infecter, la virémie de son
premier repas sanguin doit étre suffisante.

Postincubation et multiplication virale, le virus est libéré dans la salive de I'imago et transmis
a I’héte sain via un nouveau repas sanguin, grace a ses pieces buccales (Benard, 2015).

L’Aedes est un moustique prudent et discret. En cas d’interruption de son repas sanguin, il
peut s’envoler pour piquer un autre héte. Cette réaction a pour conséquence un risque
épidémiologique considérable car s'il est infecté, il est ainsi capable de contaminer plusieurs
personnes jusqu’a ce que son repas sanguin soit suffisant.

En plus de cette transmission vectorielle, d’autres cas de transmissions non vectorielles ont
été décrits: transmission sanguine (transfusion, accident d’exposition au sang,
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transplantation d’organes), transmission materno-feetale et via le lait maternel et une
transmission transmuqueuse .

La capacité d'un vecteur a transmettre le virus dépend en partie de la compétence
vectorielle de I’Aedes. La capacité vectorielle représente I'efficacité de transmission du virus
dans des conditions naturelles.

Or, l'aptitude des facteurs intrinséques, tels que les mécanismes moléculaires et
génétiques, a transmettre le virus avec l'influence de facteurs extrinséques qui sont des
facteurs environnementaux, comme, la température ambiante, 'humidité, est, ce qu’on
appelle la compétence vectorielle.

La transmission du pathogéne dépend des trois acteurs, le pathogéne, I'héte invertébré
(vecteur) et I'néte vertébré ('Homme). La compétence vectorielle prend également en
compte la bio-écologie du vecteur c’est-a-dire la durée de vie, la densité, les préférences
trophiques, qui pourrait influer le contact de ces acteurs

NOTION DE RESERVOIR

Le virus persiste tout au long de la vie du vecteur car, généralement, il ne s’exprime pas de
fagon symptomatique chez I'espece invertébrée. De plus le DENV est un arbovirus ayant la
particularité d’avoir un cycle strictement humain, « Aedes-Homme ». De ce fait, 'Aedes en
plus d’étre vecteur de la maladie, joue le réle de réservoir viral.

Les primates sont également des réservoirs du virus, pour le cycle forestier principalement
en Asie et en Afrique. Compte tenu de la forte virémie, de sa capacité de disséminer le virus,
'Homme est le véritable réservoir de la dengue, avec un impact épidémiologique majeur

1.3. LA PATHOLOGIE

Du fait de la répartition du vecteur dans les zones tropicales et sub-tropicales, la maladie et
son expansion suivent cette méme répartition. Il s’agit d’'un véritable probléme de santé
publique .

La dengue, également appelée grippe des tropiques, évolue comme la grippe hivernale,
spontanément vers la guérison, aprés une période de convalescence plus ou moins longue.
Par conséquent, cette infection virale aigué a longtemps été considérée comme bénigne.
Cependant, des formes plus graves apparaissent, de plus en plus fréquemment, et touchent
principalement les plus jeunes en zones hyperendémiques

On distingue un large éventail de formes cliniques de la maladie :
- la forme asymptomatique, une infection sans aucun symptéme apparent,
- laforme symptomatique dite « classique » (cf. Phases cliniques),
- la forme sévere, une forme rare ou la dengue classique évolue en dengue
hémorragique (DHF), en syndrome de choc de la dengue (DSS), voire, au déces,
selon un certain nombre de facteurs de risque.
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Au cours de I'épidémie, la souche et le sérotype du virus, le statut immunitaire, I'age, la
génétiqgue du patient, ses pathologies associées, sont des facteurs de risque capables
d’influer la clinique (Devignot et al., 2010; Gubler, 1998; Marianneau, 1998; Vedrunes,
2017).

On estime que le virus de la dengue conduit dans 50 & 90% des cas a une séroconversion
asymptomatique ou a la fievre dengue classique (Benard, 2015; Rapp et al., 2013).

Dans 2 a 10% des cas, la forme classique évolue vers la dengue séveére et en I'absence de
traitement, 20% de ces cas de DS, avec choc profond, aboutissent au déces (Fragnoud et
al., 2014).

On observe une prévalence des formes hémorragiques et syndrome de choc plus
importante chez les enfants et lors d'une seconde infection par le virus de la dengue de
sérotypes différents (Courageot and Despres, 2001; Fragnoud et al., 2014).

a) Classification des cas de dengue

Actuellement il existe deux classifications des cas de dengue établies par TOMS. La
premiere classification (Figure 25) datant de 1997 (Devignot et al., 2010) est basée sur des
données cliniques et biologiques. Elle permet d’identifier 2 formes et 4 stades de la maladie :
- lafievre dengue (DF) qui est la forme « classique » la plus souvent observée
- la fievre hémorragique de dengue (DHF)
o stade | et Il qui correspondent a la DHF sans choc
o stade lll et IV qui sont des DHF avec choc.
Le stade IV correspond au syndrome de choc de la dengue (DSS).

sans hémorragie forte lidvre + au moins 2 cnidres suvants .
maux ce 1&te, douleurs rétro-orbitaires

lidvre dengue myalgies, athralgies
{DF) nausées, vomissements
rasn culané
leuccpénie

avec hémorragie signes “DF sans hémorragic” +
pétéchies

stade | signes "DF" +
I— thrombocytopénie, hépatomégalia
sans choc hémoconcentration, ascumulation de fluides

tast du lacet positif
fievre I_
hémerragique stacde Il signes "DHF stade |" +
de dengue {DHF) manifestations hémormragigues minewres spontanées

syndreme ¢e choc
de dengue {DSS)

choc . faiblesse du pouls, tachycardie, hypotension,
agitation, peau froide et moite
I— douews abdominales
stade IV signes "DHF stade II" +
choc profond - pouls et prassion imperceptibles,
convulsions, l&thargie, coma

I-— stads Il signes "DHF stade II" +

Figure 25 : Classification des cas de dengue de 'OMS, 1997 (Devignot et al., 2010).
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Les formes DHF/DSS sont définies par des critéres non exclusifs :

une forte fievre > 39°C,

des signes biologiques avec des manifestations hémorragiques (pétéchies, purpura,
ecchymoses, méléna, test du lacet positif), une thrombocytopénie (plaquettes < 100
G/L),

des signes de fuite plasmatique (épanchement pleural, ascite, augmentation de

I’'hématocrite (Hct) > 20%) (Devignot et al., 2010; Fragnoud et al., 2014).

Suite a des difficultés d’orientation diagnostique et de bonne stratification des patients, en
2009 une nouvelle classification (Figure 26) est proposée par 'OMS. Les cas sont répartis
en 2 grands groupes, selon une gravité croissante : la dengue « classique » et la dengue
sévere. La dengue classique regroupe la dengue probable et la dengue avec des signes
alarmants, toutes deux pouvant évoluer vers la dengue séveére (Fragnoud et al., 2014).

DENGUE = WARNING SIGNS

with warning

signs

CRITERIA FOR DENGUE + WARNING SIGNS

Probable dengue

live in Aravel 1o dengue endemic area
Fever and 2 ol he lellewing erileria

s Mausea, vomiling

* fash

 Aches and pains

* Tourniquel test posilive

* laukopenia

8 Ay warning sign

Laboratory-confirmed dengue

limparant whan no sign of plasma leakage]

Warning signs*

e Abdominal pain or lendernass

8 Parsislent vomiling

® Clinical fluid occumulation

* Mucesal bleed

. lc*l|'<1rg]'-,f, resllessness

® liver enlargment =2 cm

# laboralory increase in HCT
concurrent with apid deciease
in pllelel counl

*|requiring strict cbsanation ard madica
|

SEVERE DENGUE

1. Severe plasma leakage
2. Severe haemorrhage
3.Severe organ impairment

CRITERIA FOR SEVERE DENGUE

Severe plasma leckage

leading o

® Sheck D55

® Fluid accumulation with respiraiony
dishess

Severe bleeding

a5 C“.-'('.IlU(HC‘d l)",.' Cllr‘lCI(‘lF

Severe organ involvement
® liver: AST or ALT == 1000
e TS Impaired consciousness

* Hearland other cigans

Figure 26 : Classification des différents cas de dengue selon 'OMS, 2009 (World Health

Organization, 2009).

On suppose une dengue sévere suite a la mise en évidence d’au moins un des critéres

suivants (Figure 26) :

- une hémorragie sévere

- une fuite plasmatique sévére entrainant une détresse respiratoire ou un syndrome

de choc

- une atteinte viscérale grave : hépatique, neurologique, cardiaque (Rapp et al., 2013;

Vedrunes, 2017)...
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Dans ces cas seéveres, les atteintes viscérales sont probables, mais leur origine n’est pas
bien établie. Ces formes atypiques pourraient étre la conséquence directe de I'infection ou
la conséquence des troubles métaboliques et hémodynamiques entrainés par le virus
(Devignot et al., 2010).

b) Phases cliniques

L’infection par le virus de la dengue chez ’lHomme se caractérise par son polymorphisme
cliniue. Quelle que soit I'évolution de la maladie, I'infection par I'un des 4 sérotypes
provoque un premier tableau clinique similaire avec des signes dits mineurs (Gubler, 1998).

Dans la forme « classique », aprés une période d’incubation généralement de 3 a 7 jours,
I'infection est pauci-symptomatique (Rapp et al., 2013). Elle débute de facon brutale, puis
évolue suivant 3 phases (Figure 27) : une phase fébrile, une phase critique et enfin la phase
de convalescence (OMS, 2013; Vedrunes, 2017).
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Figure 27 : Evolution de la dengue (Devignot et al., 2010).

PHASE FEBRILE

Aprés l'incubation, cette phase fébrile s’apparente a un syndrome pseudo-grippal et est
guasiment inévitable.

L’épisode fébrile associe a une hyperthermie brutale > 38,5-39°C, des myalgies et
arthralgies diffuses et intenses (« break-bone fever »), accompagnées d’'un malaise général
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avec une forte asthénie, frissons, céphalées frontales et rétro-orbitaires, des
nausées/vomissements, diarrhées, de possibles éruptions cutanées avec des exanthémes
maculeux ou maculo-papuleux et parfois de possibles signes hémorragiques mineurs tels
que pétéchies, purpura, épistaxis, gingivorragies

Aucun de ces symptdmes ne permet de distinguer cliniquement la fiévre dengue d’'une autre
infection fébrile telle que la rougeole, la fievre typhoide, leptospirose... De plus les signes
hémorragigues mineurs ont une valeur pronostique incertaine. D’aprés la classification de
2009, le test du lacet ou test du tourniquet positif augmente la probabilité diagnostique de
la fievre dengue. Il s’agit d’'une méthode clinique de diagnostic (cf. 1.3.3 Diagnostic)

. A ce stade il est impossible de diagnostiquer une dengue sévere.

De plus, on observe des anomalies au niveau de la numération de la formule sanguine
(NFS) (Figure 27), non significatives de la dengue mais responsables de certains
symptémes.
Une bicytopénie est mise en évidence :

- une leucopénie liée a l'infection responsable de la fievre, I'asthénie...

- une thrombocytopénie qui entraine les manifestations hémorragiques mineures

La forte fievre peut entrainer une déshydratation, en particulier chez les jeunes enfants et
par conséquent, responsable parfois de troubles neurologiques et de convulsions fébriles.

Les symptémes de la phase fébrile évoluent vers la phase critique entre 3 a 6 jours environ

PHASE CRITIQUE
Il n’y a pas de symptdme pathognomonique pour la dengue sévere pendant la phase fébrile.
Généralement une défervescence thermique, c’est-a-dire une transition entre la phase
fébrile et une phase afébrile, est observée au bout de 4 a 5 jours de phase fébrile

. La température chute a 37,5-38°C voire moins, ce qui coincide avec le passage a la
phase critique (Figure 27).

Deux remaniements physiopathologiques marquent le début de cette phase critique : une
hyperperméabilité capillaire et des troubles de I'hémostase qui se manifestent,
respectivement, par une hémoconcentration, et une thrombocytopénie

. La leucopénie mise en évidence préecédemment
est toujours présente.

L’hyperperméabilité capillaire déclenche une fuite plasmatique vers les compartiments
extravasculaires .

La fuite de plasma est responsable d’'une hémoconcentration notifiée par un taux
d’hématocrite augmenté d’au moins 20% au-dessus des valeurs normales (Nle femme : 37-
47%, Nle homme : 42-54%) et une hypoprotidémie
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Le degré d’hémoconcentration dépend de la gravité de la fuite plasmatique car, elle se
caractérise par une augmentation du taux d’éléments figurés du sang (globules rouges,
globules blancs, plaquettes) par rapport au volume sanguin total.

La période de fuite plasmatique cliniquement significative dure généralement de 24 a 48
heures. Elle est diagnostiquée par la présence d’épanchements séreux ou la présence
d’ascites, d’cedémes, détectables par radiographie pulmonaire ou échographie abdominale.
Un remplissage vasculaire par un soluté de réhydratation hyper-osmolaire par voie
veineuse, a volume approprié, permet de lutter plus ou moins contre la fuite plasmatique.
Suite a ce traitement symptomatique la détection clinique des épanchements est plus
pertinente

Outre la fuite plasmatique, la diminution rapide du nombre de plaquettes est responsable
de manifestations hémorragiques mineures semblables a celles de la phase fébrile
(pétéchies, purpura, épistaxis, gingivorragies, saignements vaginaux, saignements
digestifs...)

Le degré de perte de plasma est variable. Une attention particuliére sera portée a I'’évolution
de la maladie et I'apparition de signes d’alertes afin de repérer la progression de la phase
critique vers une dengue sévere voire au DSS.

Les patients n’ayant pas présenté de signes alarmants, dont la perméabilité capillaire
n‘augmente pas apres les 24-48 heures, verront leur état s’améliorer progressivement et
évoluer vers la phase de convalescence

PHASE DE CONVALESCENCE

La phase de convalescence est l'ultime phase de la dengue. Elle est inéluctable a la
maladie, comme la phase fébrile.

Post phase critique, la phase de convalescence débute dans les 48 a 72 heures avec une
réabsorption progressive de liquides a partir du milieu extravasculaire. L’état général du
patient s’améliore, 'hémodynamique se stabilise, on observe une régression des
symptémes

Certains patients présentent une éruption pétéchiale érythémateuse caractéristique, avec
de petites zones limitées rondes de peau normale, associée a un prurit généralisé. De plus
a ce stade, des modifications de I'électrocardiogramme, une bradycardie sinusale ou
arythmie sont courantes

Au niveau de la NFS, on note une amelloratlon des constantes biologiques. Du fait de la
réabsorption liquidienne, 'hématocrite diminue et revient a la normale voire un peu plus
faible en raison de I'effet de dilution. En outre, la leucopénie s’efface généralement aprés la
défervescence. Le retour a la normale du nombre de plaquettes se fait ultérieurement aux
leucocytes

Aprés la rémission des symptomes une asthénie, des myalgies et arthralgies persistent
encore quelques semaines, mais aucune séquelle permanente n’est connue suite a
I'infection
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DENGUE SEVERE

La dengue sévere est diagnostiquée suite a des signes d’alertes mis en évidence au début
de la phase critique. Elle est observable lors de premieres infections par le virus de la
dengue et lors d’infections secondaires

Les signes alarmants précédent habituellement I'état sévére de la maladie.
L’hyperperméabilité capillaire diagnostiquée lors de la phase critique de dengue,
s’accentue. A mesure que la perméabilité vasculaire de la dengue progresse, I'hypovolémie
s’aggrave et peut entrainer un choc.

La Figure 26 détaille les différents signes de gravité et criteres de dengue sévere.

La DHF ou dengue sévere se définit par 3 critéres :
- une fuite sévére de plasma pouvant entrainer un choc, une accumulation de liquide
plasmatique avec ou sans détresse respiratoire
- une diathese hémorragique
- des déficiences organiques importantes

La clinique observable lors de |la forme sévéere résulte d’'une perméabilité capillaire et fuite
plasmatique importante et continue pouvant aller jusqu’au choc hypovolémique

Des vomissements persistants, douleurs abdominales, I'apparition d’'un cedéme généralise,
une hypotension... sont des manifestations cliniques d’'une extravasation plasmatique
conséquente.

Outre la fuite plasmatique, des troubles de I'hnémostase sont diagnostiqués. L’hémostase
concourt a l'arrét d’'un saignement, donc des anomalies hémostatiques se traduisent par
une propension aux manifestations hémorragiques majeures. L’hémostase primaire,
premiére étape, correspond a 'activation plaquettaire. Suite a une lésion de I'’endothélium
vasculaire, I'agrégation plaquettaire se met en place.

L’hémostase secondaire ou coagulation a pour but de consolider le thrombus formé par les
plaquettes. La coagulation correspond a une cascade de réactions enzymatiques faisant
intervenir des facteurs de coagulation.

De ce fait, une hémostase anormale est généralement la conséquence d’une fragilité
vasculaire, d’'une thrombocytopénie et/ou de troubles de la coagulation

A ce stade, la bicytopénie mise en évidence lors de la phase fébrile s’aggrave avec une
thrombopénie accrue (numération plaquettaire <50-100G/L) et une leucopénie qui se
maintient ou qui est susceptible d’augmenter.

En plus des anomalies de la NFS, les patients présentent parfois un coagulogramme
anormal suggérant une coagulation intraveineuse disséminée (CIVD) . La
CIVD est un processus d’activation pathologique de la coagulation. C’est un syndrome multi-
thrombotique de la microcirculation qui induit des défaillances viscérales par ischémie.

De plus, par la consommation des facteurs de ’'hémostase, suivies d’'un exces de fibrinolyse
réactionnelle, apparaissent des hémorragies telles que pétéchies, purpura, ecchymoses.
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Par conséquent, les manifestations mineures de la premiére phase sont accentuées, et
s’ajoutent des hémorragies gastro-intestinales assez franches, une hématurie,
ménorragies, des saignements aux points de ponction veineuse, des ecchymoses se
développent au niveau du tronc et des extrémités

La clinigue révéle également souvent un débord hépatique de > 2 cm, on parle
d’hépatomeégalie. Dans les cas les plus séveéres, au cours du bilan sanguin on retrouve une
cytolyse hépatigue avec augmentation des taux de transaminases, (Aspartate
aminotransférase (ASAT)/ Alanine aminotransférase (ALAT) : 500 a 1000 U/L) et également
des gamma-GT (GGT)

Des altérations du tissu hépatique caractérisées par des foyers de nécrose centrolobulaires
et paracentraux avec des corps acidophiles appelés corps de Councilman sont observés.
lIs seraient liés a la réplication virale ou a un effet délétere de la réponse immunitaire
antivirale hépatique

D’autres atteintes viscérales peuvent étre diagnostiquées telles que des troubles de la
conscience, des manifestations d’allure encéphalique, troubles myocardiques ou
pulmonaires

SYNDROME DE CHOC DE DENGUE.

Le syndrome de choc de dengue (DSS) est la complication la plus redoutée de I'infection et
la plus observée en zone hyper-endémique. Sans prise en charge rapide et adaptée cette
forme de dengue serait |étale dans les 12-24 heures dans 15 a 50% des cas.

L’évolution clinique vers I'état de choc résulte d’une interaction multifactorielle (Figure 28)

On retrouve des facteurs liés :
- au vecteur (densité vectorielle, compétence vectorielle, taille de I'inoculum viral
injecté),
- au virus (sérotype, protéines virales, durée et intensité de la virémie)

- a I'héte (statut immunologique, facteurs de comorbidité, age, polymorphisme
génétique...)
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Figure 28 : Aspects multlfactorlels sur DSS (Devignot et al., 2010).

Ce syndrome résulte d’'une fuite plasmatique brutale, continue et intense, a un niveau
critique. Comme un continuum physiologique, suite aux signes d'alerte de la DHF,
I'hyperperméabilité capillaire s’accentue allant jusqu’au choc hypovolémique, voire méme
au stade ultime d’arrét cardiovasculaire (Benard, 2015; Devignot et al., 2010; Marianneau,
1998; OMS, 2013).

L’hypovolémie se décrit comme un déficit de plasma sanguin dans le systéme circulatoire ;
ayant pour conséquence des troubles circulatoires, une hypotension pouvant aller au choc
hypovolémique ou collapsus cardio-vasculaire.

Face a cette hypovolémie, des mécanismes compensatoires sont mis en jeu par
I'organisme, c’est la symptomatologie du choc. Il se produit alors, une tachycardie, une
tachypnée au repos et une vasoconstriction périphérique responsable d’une moindre
irrigation de la peau qui se manifeste par une froideur des extrémités, un pouls périphérique
guasiment imperceptible (Devignot et al., 2010; OMS, 2013).

Le choc hypovolémique peut s’aggraver et entrainer une acidose métabolique confirmée
par la mesure des gaz du sang (pH < 7,35, [HCO3-] < 22 mmol/L, paCO2 < 45 mm Hg).
Cliniguement, la tachycardie et la vasoconstriction périphériques s’accentuent, les
extrémités deviennent cyanosées et les membres marbrés. Afin de compenser 'acidose,
on retrouve une hyperventilation compensatrice, dite dyspnée ample de Kussmaul (OMS,
2013).

Compte tenu des troubles circulatoires, le cerveau est moins irrigué et I'un des principaux
signes cliniques est une altération de I'état mental. Le patient devient désorienté, anxieux
et léthargique, alternant avec des moments d’agitation et convulsions, voire de coma.
Occasionnellement, une encéphalite peut survenir en association avec des troubles
métaboliques et électrolytiques ou des hémorragies intracraniennes (OMS, 1997, 2013).
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L’état de choc profond et / ou prolongé, qui associe hypoxie, acidose métabolique sévere,
hypotension, thrombopénie, peut aboutir a une insuffisance multi-viscérale. Quelques
minutes aprés I'état de choc hypotensif, il peut se transformer en collapsus cardiovasculaire
allant souvent jusqu’a l'arrét cardiaque . Une pression différentielle entre la
pression systolique et diastolique < 20 mm Hg peut indiquer un choc profond

c) Patients a risque

Pour des raisons physiologiques ou immunitaires, certains patients sont considérés comme
a risque, et nécessitent une surveillance plus rapprochée, on peut citer :
- les enfants < 2 ans ou personnes agées (>75 ans), plus fragiles qu’un adulte sain
- les femmes enceintes (3™ trimestre de grossesse) : un risque de prématurité ou de
mort foetale in utero est a noter. De plus, le risque hémorragique existe tant pour la
meére que pour I'enfant a naitre.
- patients immunodéprimés ou sous chimiothérapie
- patients avec des pathologies associées (diabete, asthme, drépanocytose,
thombocytopathies...) et/ou polymédiqués (insuline, anticoagulant, antiagrégant
plaquettaire...)

- Patients avec un surdosage de paracétamol ou une prise d’aspirine ou d’anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS)
- seconde infection par le DENV

La pathogénie se définit comme le ou les processus de déclenchement et de
développement d’une pathologie. La mise en place de stratégies immunologiques de lutte
contre le DENV tel qu'un vaccin, nécessite de comprendre cette pathogénicité virale.
Depuis une cinquantaine d’années, un certain nombre de recherches ont abouti a des
hypothéses de pathogenése de la DHF et DSS. Elles impliqueraient des facteurs de
virulence et facteurs liés a I'hnéte, entrainant des anomalies de I'hémostase et une
permeéabilité vasculaire accrue.
Ces différentes hypothéses de pathogénicité (Figure 29) mises en jeu lors de I'infection
ainsi que les facteurs responsables de la dengue vont étre décrits.
La clinique et la sévérité de I'infection varient en fonction de mécanismes liés a I'hbte tels
que les réponses immunitaires, mais aussi en fonction des caractéristiques du virus, comme
le tropisme cellulaire et la virulence virale.
Le systeme immunitaire est le systtme de défense de I'organisme. Il est constitué d'un
ensemble d’éléments de reconnaissance et de défense, qui distingue le soi du non-soi.
La réponse immunitaire (RI) est I'activation des mécanismes de ce systeme de défense. On
retrouve deux types de RI :

- laRlinnée qui comprend les mécanismes de défense de I'organisme contre un agent

pathogene de facon immédiate et non spécifique,
- la Rl adaptative qui confere une protection plus tardive, spécifique, avec I'immunité
humorale et I'immunité cellulaire.
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Figure 29 : Hypothéses de la pathogénicité du DENV (Fragnoud et al., 2014).

(1) Facilitation de l'infection par les Ac
(2) Réactivité antigénique croisée
(3) Péché antigénique originel
(4) Tsunami de cytokines
(5) Effet pathogéne du complément
(6) Tropisme pour les cellules endothéliales
(7) Virulence particuliere

Précédemment (cf. Cycle de multiplication) nous avons vu que les cellules permissives au
DENV sont les cellules dendritiques, endothéliales, fibroblastes, macrophages, mastocytes,
monocytes, kératinocytes (Uno and Ross, 2018).

L’infection des cellules cibles entraine I'activation des lymphocytes T (Ly T) et des
lymphocytes B (Ly B), qui interviennent, respectivement, dans I'immunité cellulaire et
'immunité humorale de la Rl adaptative. Le phénoméne de facilitation de l'infection par les
Ac (Figure 29- 1) amplifie le nombre de cellules infectées et la charge virale par des Ac
facilitants de faible affinité produits par les Ly B.

Les cellules endothéliales (CE) vasculaires des capillaires peuvent subir une apoptose par
réaction croisée des Ac avec des protéines de ces cellules (Figure 29- 2).

Les Ly T activés participent normalement a la lyse des cellules infectées. En revanche, leur
action est amoindrie et I'élimination des cellules infectées est peu efficace, c’est le péché
antigénique originel (Figure 29- 3).
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Les Ly T activés liberent une quantité importante de cytokines (Figure 29- 4) qui stimulent
les autres lymphocytes et activent le complément.

Ce systeme du complément (Figure 29- 5) est également activé par les immunoglobulines
(Ig) spécifiques du virus et son expression, modulée par la protéine NS1.

De plus, le virus aurait un réle direct dans la pathogénicité, de par son tropisme cellulaire
(Figure 29- 6) et sa virulence (Figure 29- 7)

a) L’hote

REPONSE ADAPTATIVE HUMORALE

A l'issue d’'une infection, les cellules activées du S| deviennent des cellules mémoires : les
Ly T mémoires et Ly B mémoires, ainsi que des Immunoglobuline de type G (IgG)
spécifiques du sérotype infectant.

Au cours d’une réinfection par un méme sérotype, ces cellules immunitaires dites mémoires
sont présentes dans I'organisme. Les Ly B mémoires sont capables de sécréter des Ac de
haute affinité, dirigés contre I'Ag, sans temps de latence. Ces cellules permettent alors une
RI plus rapide et plus efficace contre I'agent pathogéne, ce qui permet une meilleure prise
en charge de l'infection par I'organisme

En revanche, lors d’'une réinfection hétérotypique par le DENV une gravité accrue de la
maladie est observée. Vraisemblablement, les Ac neutralisants les Ag de la primo-infection,
ne neutraliseraient pas le nouveau sérotype. Ainsi le risque de développer une forme sévere
de dengue serait plus élevé

L’hypothése pathogénique que nous allons detalller est généralement observée lors d’'une
seconde infection hétérotypique par le DENV et expliqueraient ce risque de dengue sévere.

= Facilitation de I'infection par les anticorps
Ce phénomeéne de facilitation de l'infection par les Ac (Figure 30), aussi appelé antibody-
dependent enhancement (ADE), émane d’études menées dans les années 70 par Scott B
Halstead.
Des données épidémiologiques ont conduit a I'hypothése que lors d’une infection
hétérotypique d'un individu pré-immunisé les symptdomes de la maladie seraient exacerbés.
L’ADE a été proposé comme mécanisme pathogéne des DHF/DSS
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Figure 30 : Modéle de I'hypothése de facilitation de l'infection par les anticorps
Entrée du virus dans une cellule cible via un anticorps.
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La primo-infection par le DENV donne lieu a une RI, et deux types d’Ac apparaissent : les
Ac dits homologues neutralisants, qui induisent une protection a vie seulement contre ce
sérotype primo-infectant, et des Ac hétérologues dirigés contre les 3 autres sérotypes du
virus. L'immunité homotypique est permanente tandis que I'immunité hétérotypique ne dure
que 2 a 3 mois .

Alinverse, la Rl semble également étre impliquée dans la pathogenése de la forme séveére.
En effet, au cours d’'une deuxiéme infection, ces Ac hétérologues, a réactivité croisée,
diminuent et sont souvent présents a des taux non neutralisants dans I'organisme. Ce qui
signifie que le nouveau sérotype infectieux n’est pas contrélé.

Le virus et ces Ac forment un complexe. Le fragment constant Fc des Ig est reconnu par
une cellule cible (souvent une cellule mononuclée) et se lie a son récepteur au Fc (FCR), ce
qui faciliterait l'internalisation du virus dans la cellule via I'endocytose (Figure 30)
conduisant a une réplication virale accrue. Cette facilitation d’infection a pour conséquence :
une augmentation du nombre de cellules infectées donc augmentation de la charge virale
et une virémie plus importante. La lyse de ces nouvelles cellules infectées produirait des
médiateurs vasoactifs et procoagulants, entrainant une réaction inflammatoire inadaptée
ainsi qu'une augmentation de la perméabilité vasculaire

En 2007, des études ont permis de mettre en évidence 'ADE chez des singes perfusés
avec un sérum immun humain contre la dengue. L’ADE a été démontré par une infection
séquentielle avec différents sérotypes. Une partie des singes a été immunisée passivement.
Puis tous les singes ont été infectés par le DENV et les titres viraux ont été mesurés. Les
singes immunisés ont développé des titres viraux largement plus élevés que les singes
infectés sans immunité préalable . Ce qui
démontre le phénomeéne de facilitation d’infection par les Ac.

Un autre cas d’infection sévere : chez le nouveau-né. L’ADE est également retrouvé chez
le nouveau-né. Les nourrissons peuvent contracter une dengue sévéere des la premiére
infection par le virus. Dans ce cas, les Ac maternels, suite a une infection de la mére par le
DENV, sont acquis par voie placentaire

= Reéaction antigénique croisée
Cette hypothese pathogénique serait impliguée dans I'apparition de signes cliniques
hémorragiques lors de I'infection. Il s’agit d’'un désordre auto-immun.
Précédemment (cf. Dengue sévere), nous avons vu que des troubles de la coagulation
entrainent des manifestations hémorragiques.
Dans la voie commune de la cascade de coagulation, le fibrinogéne est converti en fibrine
et aboutit & un thrombus.
Contrairement a la coagulation, la fibrinolyse résulte de la conversion du plasminogéne en
plasmine par I'activateur tissulaire du plasminogéne ou l'urokinase. La plasmine digere la
fibrine du thrombus en produits de dégradation de la fibrine (PDF) et D-dimeres, et donc
entraine la désintégration du réseau de fibrine.
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Physiologiquement, il existe un équilibre entre coagulation et fibrinolyse afin de prévenir les
hémorragies et le phénoméne de thrombose

D’aprés plusieurs études , 'apparition de
manifestations hémorragiques dans les cas de DS est corrélée a la présence d’auto-Ac
induits par le virus qui réagissent de maniéere croisée avec le plasminogéne et améliorent
son activation :

On suppose que le DENV induit un déséquilibre entre la coagulation et I'activation de la
fibrinolyse.

Des chercheurs ont travaillé a partir de séra de souris immunisées avec le DENV et de
patients séropositifs au DENV. L’infection par le DENV induit des auto-Ac dirigés contre les
protéines du virus. Les séra a étudier ont été incubés en présence de plasminogéne. Par
rapport a des groupes témoins, I'analyse par méthode immuno-enzymatique ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) et Western blot a révélé des niveaux élevés de
liaison de ces Ac anti-DENV au plasminogéne, qui démontre la réaction antigénique croisée
avec le plasminogéne

Ensuite, une activité sérine protéase qui améliore I'activation du plasminogéne en plasmine
avec ou sans urokinase a été démontrée :

Des anticorps murins (Acm) ont été générés a partir de séra de souris séropositives au
DENV. Apres incubation des Acm-plasminogéne, I'analyse SDS-PAGE a mis en évidence
une augmentation de la quantité de plasminogéne convertie en plasmine par rapport a un
groupe témoin.

Ces résultats suggerent que l'infection par le DENV peut induire des auto-Ac a réaction
croisée qui facilitent I'activation du plasminogéne, ce qui contribuerait a I'hyperfibrinolyse
expliquant la symptomatologie hémorragique chez les patients atteints de DHF/DSS.

Dans ce cas, I'hyperfibrinolyse est mise en évidence par une augmentation des D-dimeres
et PDF (marqueurs de fibrinolyse) et temps de thrombine (TT) et un temps de céphaline
avec activateur (TCA) prolongés

Il existerait une corrélation positive entre la présence d’Ac anti-NS1 dans le sérum de
patients séropositifs et la symptomatologie hémorragique.

Plus tard, en 2016, des chercheurs ont analysé la réactivité antigénique croisée de ces Ac
anti-NS1.

Des souris ont été immunisées avec la protéine NS1 dans le but d’obtenir une réponse Ac
anti-NS1. Ces Ac anti-NS1 ont été incubés avec plusieurs facteurs de coagulation dont la
thrombine et le plasminogéne. Grace a la méthode ELISA, une quantité significative d’Ac
dirigés surtout contre le plasminogéene mais aussi légérement contre la thrombine, a été
constatée.

De méme que pour les auto-Ac, il a été mis en évidence que ces Ac anti-NS1, améliorent
I'activation du plasminogeéne.
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Ainsi cette étude suggére que les Ac anti-NS1, par réaction antigénique croisée avec le
plasminogéne peuvent contribuer a la pathogénie de la dengue sévére

Les Ac anti-NS1 auraient également une réaction croisée avec les plaquettes. Des Ac anti-
NS1, en contact avec des plaquettes humaines et de souris ont provoqué une
thrombocytopénie transitoire, responsable de manifestations hémorragiques.

Donc, ces Ac anti-NS1, seraient aussi antiplaquettaires a réaction croisée responsables de
la pathogénie

En conclusion, ces études ont démontré que I'infection par le DENV induit des auto-Ac a
réaction antigénique croisée avec le plasminogene qui améliore son activation.

Il s’agit d’une hypothése pathogénique permettant de comprendre le mécanisme
hémorragique dans les cas de DS

REPONSE ADAPTATIVE CELLULAIRE
L'immunité a médiation cellulaire est une Rl adaptative faisant intervenir les lymphocytes T.
Ces cellules immunitaires sont capables de se lier aux cellules infectées via leurs récepteurs
(Rc) et répondent aux Ag, associés a un complexe majeur d’histocompatibilité (CMH), a la
surface des cellules présentatrices d’Ag (CPA). On distingue deux grandes famillesde Ly T
(Figure 31):

les lymphocytes T4,

les lymphocytes T8.
Ces Ly T4 et T8 possédent une protéine de surface, respectivement, CD4 et CDS8.

Les Ly T sont activés par la liaison Ag/CMH-Ly T. Une fois actives, les Ly T4 se multiplient
puis se différencient en Ly T auxiliaires (Ly Th) ou deviennent des Ly T mémoires. Les Ly
Th libérent des cytokines qui stimulent et activent les Ly T8 ainsi que les Ly B de la réponse
adaptive humorale (Figure 31).

Les Ly T8 sont également sélectionnés et activés par la CPA. Une fois activés, apparaissent
des Rc complémentaires aux cytokines. Ces cytokines stimulent leur multiplication et la
différenciation en Ly T cytotoxiques (Ly Tc) qui lysent les cellules infectées, par le biais de
perforines et de granzymes (Figure 31).
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Figure 31 : Les différentes classes de lymphocytes (Medecin Key, 2017).

= Péché antigénique originel
Généralement, les Ly T activés, participent a la lyse des cellules infectées. Une mauvaise
régulation des Ly T est centrée sur I'idée dite du « péché antigénique originel ». Ces cellules
T produiraient des taux significatifs de cytokines pro-inflammatoires et perdraient leur
activité cytolytique (Martina et al., 2009).
Bien que ces cellules puissent fournir une protection partielle, elles provoquent également
une immunopathologie importante.

Les 4 sérotypes du DENV ont entre 60 et 80% d’homologie de séquence d’acides aminés,
ce qui permet une reconnaissance croisee par les cellules T mémoires générées lors d’'une
réponse a une infection antérieure par un sérotype différent (Imrie et al., 2007).

Selon cette hypothése du péché antigénique originel (Figure 32), lorsqu’'une seconde
séroconversion hétérologue par le DENV est rencontrée, du fait du seuil d’activation
inférieur des cellules T naives, les cellules T mémoires issues d’'une primo-infection sont
préférentiellement activées par le Sl.

L’efficacité d’élimination virale des cellules T dépend de 'avidité intrinséque de leur Rc pour
le CMH. On suppose que les Ly T a réactivité croisée de faible avidité pour le virus
hétérologue ne sont pas protectrices. De ce fait, ces Ly T mémoires auraient une faible
affinité pour le nouveau sérotype infectant, ayant pour conséquence un contréle inefficace
de ce dernier et une baisse de la clairance virale.

De plus, la libération de cytokines pro-inflammatoires par les Ly T (Figure 32) serait
responsable de I'hyperperméabilité capillaire. En raison d’'une activation prolongée des
cellules T, une production accrue de cytokines pro-inflammatoires est observée (Elong
Ngono et al., 2016; Martina et al., 2009; Vedrunes, 2017).
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Figure 32 : Modéle d’'immunité hétérologue lors d’'une réinfection par le DENV et sa pathogénicité

Parmi les cellules T naives (couleurs péles), certaines cellules ont une avidité plus élevée pour le

DENV1 que le DENV2 (rouge : DENV1 > DENV2) et d’autres cellules avec une avidité plus élevée

pour le DENV2 que le DENV1 (bleu : DENV2 > DENV1). Lors de la primo-infection, les cellules T

avec une forte avidité pour le sérotype infectant sont préférentiellement activées et deviennent des

cellules T mémoires (couleurs foncées). Lors d’une réinfection par le DENV2 subséquente a

I'infection par le DENV1, les cellules T mémoires a forte avidité pour la primo-infection se

développent plus que les cellules T naives. Les cellules T mémoires spécifique du DENV1 ont une
faible avidité pour le DENV2, par conséquent les mécanismes de clairance virale sont peu

efficaces tandis que les réponses pro-inflammatoires sont stimulées.

Cependant, a ce jour cette hypothése est encore trés controversée. Un certain nombre
d’études a montré, a l'aide de modéles murins, une implication des cellules T dans la
protection contre le DENV. Les Ly T CD8 protegeraient la souris contre une réinfection
hétérotypique.

L’étude d’A. Elong Ngono publiée en 2016, a permis d’explorer in vivo le role des Ly T CD8
a réactivité croisée a l'aide de modéles murins transgéniques a HLA (Human Leukocyte
Antigens) et une immunisation peptidique. Les résultats obtenus confirment les données
précédentes, les Ly T CD8 a réactivité croisée réduisent la charge virale du DENV et
contribuent a la protection contre le DENV

= Tsunami de cytokines

Une fois activés, les Ly T auxiliaires se différencient en plusieurs sous-types, principalement
les Ly Thl et les Ly Th2. Précédemment on a vu que ces cellules T sont productrices de
cytokines. lls sont définis suivant la spécificité des cytokines qu'ils libérent.

Les Ly Thl produisent principalement des cytokines ou interleukines (IL) de type 2 (IL-2, IL-
6, TNF, IFN-y) pro-inflammatoires alors que les Ly Th2 produisent des interleukines anti-
inflammatoires qui contrélent la production d’Ac (IL-4, IL-10, IL-13)

Il estintelligent de supposer des interactions synergiques entre ces deux types de cytoklnes
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On a vu que le Sl active préférentiellement les cellules T mémoires lors d’une réinfection.
Une libération significative de cytokine est observée. Ce phénomeéne est décrit comme un
« tsunami de cytokines »

Cette production considérable de cytokines a un effet dlrect sur les CE vasculaires en
augmentant la perméabilité capillaire responsable de fuites plasmatiques.

Fin des années 1990, une étude publiée par Chatuverdi , émet une
hypothése de déplacement (shift) de la réponse des cytokines de type Thl vers les
cytokines Th2 avec la sévérité de la maladie.

Le profil, des cytokines, mis en évidence dans les cas de DF et DHF/DSS illustre ce
phénoméne de déplacement.

En effet, des taux sériques plus élevés d’IFN-y et d’IL-2 sont retrouvés chez les patients
atteints de DF par rapport aux cas plus sévéres. Tandis que des taux sériques plus
importants d’IL-4, IL-6 et IL-10 sont observés dans les cas de DHF comparé aux DF.

Un taux plus élevé de TNF-a est observé dans les cas de DHF par rapport a des témoins
sains normaux.

Plus tard, une série d’études a confirmé ces résultats, montrant une corrélation directe entre
le taux de cytokines Th2 et la sévérité de la maladie.

Le passage de la réponse de type Thl a Th2 probablement impliqué dans la pathogenése
de la dengue serait lié en particulier a la présence d’un taux élevé d’lIL-13 et d'IL-18, d'un
facteur de croissance 3 transformant(TGF-R3)

Néanmoins, d’autres études remettent en question I'hypothése du shlft

En 2018 , le role de I'lFN-y et du TNF-a dans la pathogénicité a été
démontré, et leur niveau élevé en font de bons prédicteurs de sévérité.

Des échantillons de sang prélevés dans deux groupes de patients : un groupe atteint de DF
et un groupe atteint de DS. Les niveaux médians d’'IFN-y et de TNF-a ont été calculés dans
chacun des deux groupes et se sont révélés significativement plus élevés dans le groupe
DS.

Dans diverses études, les taux élevés de cytokines TNF-a, IL-1B, IFN-y, IL-4, IL-6, IL-13,
IL-7 ont été associés a une dengue sévere

Une corrélation positive entre le taux de TNF-a et une thrombocytopénie, ainsi qu’'une
surproduction de cytokines frequemment retrouvée dans les cas hémorragiques, suggérent
le rble probable de ce médiateur dans la pathogénicité, responsable de I'hyperperméabilité
vasculaire.

Le TNF-a est également en corrélation avec I'apoptose des CE induite par I'activation de
certaines cellules T.

Ce TNF-a a un effet indirect sur la coagulation et la fibrinolyse car il stimule la production
de I'lL-6 intervenant dans les anomalies de coagulation et de fibrinolyse.

De méme que I'lL-10 qui est en relation avec une thrombocytopénie peut moduler
I'activation de la coagulation
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La plupart des études mettent en avant des taux plus élevés de cytokines pro-
inflammatoires de type Thl dans les cas séveres que dans les cas classiques.

Toutes les cytokines Th2 sont également toujours retrouvées a des niveaux plus élevés
chez les patients atteints de DS que chez les patients atteints de dengue classique.
Finalement, les résultats de toutes ces études convergent vers une augmentation des taux
de cytokines au cours d’'une dengue classique ou d’une DS

Des résultats divergents sur les niveaux de cytokines entre les études réalisées reflétent la
difficulté a doser correctement ces médiateurs. Les cytokines sont des facteurs solubles a
demi-vie courte. De plus, le moment et les conditions d’échantillonnage lors de I'infection,
la conservation et la technique de dosage ont un impact sur les résultats

REPONSE IMMUNITAIRE INNEE

Alinverse de la réponse immunitaire adaptative, la Rl innée est la premiére ligne de défense
induite par I'organisme contre un agent pathogéne.

Il s’agit d’un systéme immunitaire non spécifique capable de discriminer le soi du non soi.
Cette Rl innée est activée le temps que 'immunité adaptative se développe. Plusieurs types
de mécanismes de défense non spécifiques sont mis en place face a la reconnaissance du
non-soi :

- la barriere physique : la peau est le premier systeme de défense de I'organisme,
elle prévient I'entrée de corps étrangers. Les muqueuses constituent également une
barriére physique, avec en plus un film de mucus qui permet d’évacuer les possibles
pathogénes.

- les cellules phagocytaires : il existe plusieurs types de cellules phagocytaires : les
granulocytes neutrophiles, les monocytes, les macrophages, les granulocytes
éosinophiles, les cellules dendritigues. Ces leucocytes reconnaissent les
microorganismes grace a des Rc de surface et permettent la phagocytose. Les
agents infectieux sont internalisés dans une vacuole digestive qui fusionne avec un
lysosome et ainsi, par l'action d’enzymes digestives ou de formes toxiques
d’oxygene, dégradent le microorganisme pathogéne.

- le systéme du complément : c’est un ensemble de protéines agissant en cascade,
qui compléte I'action des Ac. Les différentes réactions protéolytiques vont mener a
la destruction des microorganismes pathogénes via 3 voies biochimiques
d’activation :

o lavoie classique,
o lavoie alterne,
o lavoie des lectines liant les résidus mannoses des membranes bactériennes.

- la réaction inflammatoire : elle est induite par des cellules de l'organisme
(mastocytes, macrophages, cellules dendritiques, histiocytes) qui libérent des
médiateurs chimiques. Ces facteurs chimiques (prostaglandines, histamine,
leucotrienes, sérotonine) sont responsables des signes cliniques inflammatoires : la
chaleur, douleurs, rougeurs, cedémes.

- le systeme lymphatique : les leucocytes patrouillent principalement dans le liquide
interstitiel. Les capillaires lymphatiques drainent du liquide interstitiel alors appelé la
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lymphe. Cette lymphe traverse de nombreux ganglions lymphatiques sur son
parcours sanguin, ainsi les agents pathogéenes rencontrent les leucocytes.

= Effet pathogéne du complément
Précédemment, on a vu que le systeme du complément est activé par 3 voies biochimiques :
la voie classique, la voie des lectines et la voie alterne (Figure 33).
Le but du complément est de détruire une cellule infectée par un pathogene, par activation
de la réaction inflammatoire et facilitation de la phagocytose.
Ces 3 voies convergent vers une des principales protéines zymogenes du complément : la
C3 convertase. Suivant la voie d’activation, on retrouve deux types de C3 convertase :

- C3 convertase classique issue de la voie classique et de la voie des lectines

- C3 convertase alterne issue de la voie alterne.
Ces deux complexes moléculaires ont une méme activité enzymatique de clivage.
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Figure 33 : Schéma représentant I'action des voies d’activation du complément

A partir de la voie classique (Figure 33), I'activation du complément est initiée par la
fixation d’'une premiére protéine, C1g a une immunoglobuline. C1q est associé a deux
sérines estérase : Clr et Cls. Cette fixation entraine une auto-activation de ces sérines
protéases. Cls activée clive le composant C4 du complément en C4a et C4b. C4b se fixe
alors au composant C2 qui va a son tour étre clivé par C1s en C2a et C2b. C2areste attaché
a C4b formant alors la C3 convertase classique (C4b2a). Cette C3 convertase a la capacité
de cliver la protéine C3 en C3a et C3b. Les fragments C4a, C2b et C3a sont libérés dans le
plasma. Nous verrons le devenir de C3b ultérieurement.
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L’activation du complément par la voie des lectines (Figure 33) est plus ou moins similaire
a celle de la voie classique. L’activation est initi€e par une protéine structurelle proche de
Clqg, une MBL (Mannan Binding Lectin) associée des sérines estérases, MASP 1, 2 et 3
(Mannan Associated Serin Protease).

La protéine MBL se fixe a un résidu mannose a la surface du pathogéne. Une fois activées,
les MASP ont la capacité de cliver les protéines C4 et C2 du complément et ainsi participent
a la formation d’'une C3 convertase similaire a celle de la voie classique.

La voie alterne (Figure 33) est activée par la fixation d’'un fragment C3b issu de la voie
classique a la surface du pathogéne et qui s’associe a un complexe B. Cette association
active une sérine estérase, le facteur D, qui va cliver le complexe B en deux fragments, Ba
et Bb. Le fragment Bb reste fixé a C3b, on obtient le complexe C3bBb correspondant a la
C3 convertase alterne. Le fragment Ba est libéré dans le plasma.

La C3 convertase classique ou alterne clive C3 en C3a et C3b. Le fragment C3b se fixe a
un complexe C3 convertase formant alors un nouveau complexe, appelé C5 convertase.
Suivant la voie d’activation on retrouve une C5 convertase classique (C4b2a3b) et une C5
convertase alterne (C3bBb3b).

Cette C5 convertase permettra la formation du complexe d’attaque membranaire.

De la méme facon que la C3 convertase, la C5 convertase clive la protéine C5 en Cba et
C5b. C5b forme un complexe en s’associant a C6, C7 et C8, qui s'insére dans la double
couche lipidique de I'agent pathogéne. C9 est ensuite recruté par le complexe, c'est le
complexe d’attaque membranaire. En se polymérisant ce complexe entraine la formation
d’'un pore transmembranaire permettant la lyse osmotique de la cellule cible.

Le fragment C3b permet d’amplifier I'activation du complément par la voie alterne, la
formation du complexe d’attaque membranaire et a une action d’opsonisation du pathogéne
en se fixant & sa surface (Figure 33).

Les fragments C3a, C4a, Cha libérés dans le plasma sont de petites protéines, des
anaphylatoxines, médiateurs de I'inflammation (Figure 33). Elles ont pour effet :

- d’augmenter la perméabilité vasculaire,

- de favoriser le recrutement des phagocytes,

- d’activer les mastocytes qui libérent histamine et TNF-a

Le systeme du complément, normalement aboutissant a la lyse d’'une cellule infectée aurait
un effet pathogéne lors d’une infection par le virus de la dengue.

Tout d’abord, diverses études se sont intéressées aux taux sériques des composants du
complément chez des patients atteints de DF et de DHF. Une hypothése est mise sur une
activité élevée du complément.

Au moment de la défervescence et de I'apparition de fuites plasmatiques, des chercheurs
ont constaté des niveaux élevés de fragments C3a et Cba dans le plasma. Ces
anaphylatoxines étant des médiateurs de I'inflammation, par conséquent, elles sont en
partie responsables de certains signes cliniques, en particulier les fuites plasmatiques. Elles
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stimulent également la production de TNF-a qui joue un role dans la pathogénicité (cf:
Tsunami de cytokines)

Dans une autre étude, des chercheurs ont egalement mesuré les taux plasmatiques de ces
anaphylatoxines C3a et C5a chez des patients séropositifs. Les mesures de ces médiateurs
confirment I'étude précédente, C3a et C5a sont retrouvées a des niveaux trois fois plus
élevés dans les cas de DHF que de DF

En outre, la protéine NS1 pourrait activer la cascade du complément

. Lors de la multiplication virale (cf. Cycle de multiplication), on a vu
que NS1 est libérée par la cellule cible, en méme temps que les virions néosynthétisés, par
exocytose. Au début de linfection, des concentrations équivalentes de NS1 ont été
mesurées dans le plasma de patients atteints de DF et de DHF. Seulement, au cours de la
phase fébrile, ces concentrations ont significativement augmenté dans les cas de DHF.
Cette forme NS1 soluble (sNS1) en phase fluide peut activer directement le complément

En plus de cette activité élevée du complément, une consommation accrue du composant
C3 a été démontrée chez les patients atteints de DHF.

Lors de cette étude, les taux de C3 ont été mesurés en phase aiglie chez des patients
atteints de DF et DHF. Dans les cas de DF les niveaux de C3 étaient quasiment identiques
aux sujets sains. En revanche, dans les cas de DHF, on observe des niveaux de C3
significativement inférieurs a ceux des DF mais également inférieur a ceux du groupe de
contréle sain. Dans le groupe DHF, pendant la phase de convalescence, une augmentation
significative de C3 confirme I'hypothése de consommation accrue du composant en phase
aigle

Cette consommation accrue du composant C3 aurait pour conséquence une moindre
efficacité du complément et donc un contrdle de l'infection moins efficace.

La formation du complexe d’attaque membranaire (C5b-C9) est corrélée positivement a la
gravité de la maladie. D’apres certaines analyses, ce complexe pourrait déclencher des
réactions cellulaires ainsi que la production de cytokines pro-inflammatoires impliquées
dans la symptomatologie

De ce fait, I'activation du complément et son importante activité I'impliqueraient dans la
pathogénicité du DENV

b) Le virus

TROPISME DU VIRUS

On a vu précédemment avec la facilitation de I'infection par les Ac et la réaction antigénique
croisée que la gravité de l'infection est liée a la charge virale.

A la piqUre, le DENV est injecté dans la circulation sanguine, et déborde dans I'épiderme et
le derme, entrainant une infection des cellules dendritiques épidermiques aussi appelées
cellules de Langerhans, et les kératinocytes. Des monocytes et des macrophages
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deviennent des cibles virales suite a la migration des cellules infectées dans les ganglions
lymphatiques. De ce fait, l'infection est amplifiée et le virus est disséminé via la lymphe

. Le DENV infecte principalement les cellules de la lignée myéloide.
Cependant, du fait du passage lymphatique du virus et probablement d’'une propagation
hématogéne, en plus des cellules du systéme immunitaire, I'infection d’autres cellules a été
observée : des hépatocytes, des CE, des cellules pulmonaires et spléniques

Des études décrivent la présence du virus dans un certain nombre d’organes, toutefois, le
virus n’a pu étre isolé que du foie et des cellules circulantes. Ceci peut indiquer que les
tissus des organes atteints contenaient principalement un virus dégradé ou un virus associé
a des Ac empéchant l'infection des cellules in vitro.

Le foie est frequemment affecté pendant I'infection, le DENV est retrouvé dans une
proportion importante dans les hépatocytes et les cellules de Kupffer. Selon certains
rapports, il existerait une corrélation entre des taux élevés d’enzymes hépatiques
(ASAT/ALAT) et des tendances hémorragiques. Ces atteintes hépatiques entraineraient
une diminution de la fonction hépatique, telle qu’une diminution de la synthése des facteurs
de coagulation ayant pour conséquence des coagulopathies.

Des cas d’hépatite associés a une apoptose ou une nécrose sont survenus au cours de la
maladie. Malgré cela, seule une petite inflammation est observée au niveau du foie, qui
s’expliquerait par une prévalence plus élevée de I'apoptose par rapport a la nécrose

Des études ont montré que le derme est le principal site affecté par le virus, bien que son
Ag ne soit pas détecté dans les CE mais dans les cellules infiltrées autour de la
microvascularisation. Malgré cela, la présence d’Ag du DENV dans I'endothélium vasculaire
de poumons a été démontrée. La détection d’Ag ou d’ARN viral dans les CE ne prouvent
pas une réplication virale intracellulaire active. La machinerie d’'internalisation de la CE n’est
pas phagocytaire et donc la présence d’ARN viral dans la cellule serait due a un mécanisme
de pinocytose.

D’aprés ces études in vitro, le DENV pourrait se répliquer dans les CE et a ce niveau,
I'infection entrainerait des anomalies plutét fonctionnelles que morphologiques. Le tropisme
du DENYV pour les CE reste donc controversé

Il convient de noter qu'une apoptose sélective des CE microvasculaires des tissus
pulmonaires et hépatiques ont été diagnostiqués dans des cas de DHF/DSS. Cette
apoptose expliquerait la symptomatologie de fuite plasmatique profonde mise en évidence
dans les cas séveres . La protéine NS1 qui se lie sélectivement aux
CE pulmonaires et hépatiques favoriserait la perméabilité vasculaire par la reconnaissance
de NS1 par des Ac anti-NS1 a réaction croisée

Ce tropisme du DENV pour les cellules hépatiques, pulmonaires et endothéliales joue un

réle dans la pathogenese en amplifiant les autres phénomeénes de pathogeneses supposeés
précédemment.
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VIRULENCE

La virulence représente la vitesse d’envahissement du pathogéne, c’est lintensité du
pouvoir pathogéne du virus.

Le DENV est constitué de 4 sérotypes (cf. Structure du virus), chacun d’entre eux est
capable de causer une dengue plus ou moins sévere.

Les sérotypes du DENV sont classés selon différents génotypes. Ces différences
génotypiques ont été associées a des différences de virulence.

Des analyses épidémiologiques, suite a la premiéere épidémie de DHF en 1981 en Amérique
ont supposé une virulence plus importante du DENV-2, ou encore que ce sérotype aurait
pu devenir plus virulent lors de la transmission vecteur - hote pendant I'épidémie. Une
observation similaire a été faites lors d’'une épidémie en 1992 en Australie.

De plus, l'intervalle de temps entre l'infection primaire et une infection secondaire pourrait
jouer un réle dans le développement d’une forme sévere. Plus I'intervalle est long, plus le
risque de développer une forme grave est élevé. Les épidémies a incidence élevée de cas
seéveres étaient liées a une réinfection hétérotypique.

L’age du patient peut également influer sur la gravité de la maladie. La capacité a infecter
différents types de cellules ou différents degrés de gravité peuvent varier suivant le sérotype
ou la souche géographique du DENV.

Ainsi, les facteurs viraux et de ’héte doivent étre pris en compte dans I'étude de la virulence

Du fait des multiples manifestations cliniques et de la probabilité de cas sévéres, I'absence
de traitement antiviral et de vaccin efficace commercialisé, le diagnostic virologique et
biologique de la dengue doivent étre fiables et posés assez rapidement.

Tout diagnostic biologique débute par le suivi de la cinétigue de marqueurs biologiques.
Suivant la pathologie, certains marqueurs seront plus remarquables que d’autres. Ces
parametres biologiques renforcent la suspicion de dengue et permettent également
d’évaluer la gravité de l'infection.

L’hémogramme est le principal examen biologique de diagnostic et de suivi, il doit étre
confronté a la chronologie clinique. Il permet de mettre en évidence :

- une thrombopénie progressive, maximale entre J4 et J7. Une thrombopénie sévére
(<100 G/L) en phase fébrile ou qui s’aggrave brutalement est considérée comme un
signe d’alerte. La sévérité de la thrombopénie témoigne également de la gravité
potentielle de l'infection,

- une lymphopénie précoce, souvent profonde et brutale, persiste pendant 3 a 5 jours,

- une augmentation de I'hématocrite est un marqueur d’hémoconcentration, induit par
une fuite plasmatique observé entre J3 et J8. Une augmentation de 20% suggere
une hypovolémie due a I'hyperperméabilité vasculaire et aux fuites plasmatiques
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En plus de 'hnémogramme, un bilan hépatique souvent anormal fait ressortir une cytolyse
hépatique (ASAT > ALAT), qui peut étre un signe de gravité et entrainer une atteinte
hépatique (ASAT ou ALAT = 1000 UI/L).

Des anomalies de 'hémostase sont fréquentes avec une élévation isolée du temps de
céphaline activé (TCA). Généralement le taux de prothrombine (TP) est normal, sauf en cas
de CIVD ou il est diminué ou au contraire en cas d’insuffisance hépatocellulaire, il est
allongé. En cas de CIVD, on remarque une augmentation des D-dimeres et des produits de
dégradation de la fibrine (Rapp et al., 2013).

Un test clinique diagnostic également pratiqué est le test du tourniquet ou test du lacet qui
met en évidence une fragilité capillaire donc une tendance hémorragique du patient.

Le principe du test est de gonfler un brassard de tensiometre entre la pression systolique et
la pression diastolique pendant 5 minutes. L’apparition de 10 pétéchies ou plus par pouce
carré révele un test positif. Dans les cas sévéeres de dengue le test donne 20 pétéchies ou
plus.

Dans le but de confirmer I'infection par le DENV et dans un contexte épidémiologique, deux
méthodes de diagnostic virologique (Rapp et al., 2013) sont envisageables :

- le diagnostic direct,

- le diagnostic indirect.

Ces différentes méthodes de diagnostic confirment I'infection par le DENV par détection du
virus, du génome viral, des Ag viraux, des Ac anti-DENV (IgM, 1gG). Aprés le début de la
maladie, le virus est détectable pendant 4 a 5 jours.

La stratégie de diagnostic sera différente suivant le stade de la maladie, les signes cliniques
apparents, la zone géographique de contamination et/ou de résidence du patient et la
situation épidémiologique (Rapp et al., 2013; Vedrunes, 2017; World Health Organization,
2009).

D’aprés le début d’apparition des signes cliniques, les méthodes de diagnostic utilisées ne
seront pas les mémes (Figure 34) :
- jusqu’a 7 jours aprés apparition des symptomes, les méthodes directes sont
indiquées,
- de J5aJ7, les méthodes directes et indirectes sont réalisées,
- aprés J7, seul le diagnostic direct (la sérologie), est pratiquée (Franke et al., 2017).

DDS* | J+1 | J+2 | J+3 | J+4 | J¥5 J+6  JHT | J48 | J+9 JH10 | J+11 | JH12 | I3 | U414 JH15

RT-PCR
Sang
chik-dengue-zika
RT-PCR
Urine
zika
SEROLOGIE
(IlgM et IgG)

chik-dengue-zik

* date de début des signes .
Figure 34 : Schématisation du choix de la méthode de diagnostic biologique de la Dengue, du
Chikungunya et du Zika (Franke et al., 2017).
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DIAGNOSTIC DIRECT

Le diagnostic direct se compose de 3 techniques différentes réservées au stade précoce
de l'infection.

Le génome viral peut étre détecté, dans les échantillons biologiques, par des techniques de
biologie moléculaire de référence et ainsi permettent d’identifier le sérotype en cause. Les
tests de réaction en chaine de transcriptase polymérase-inverse ou, reverse transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR) et RT-PCR en temps réel, se sont développées depuis
les années 90. Cette méthode permet d’identifier le DENV et son sérotype responsable de
I'infection par rapport a son poids moléculaire.

Les tests de détection du génome viral impliquent 3 étapes de base :

- lextraction et la purification de 'ARN par des kits commerciaux a base de silice (billes

ou silicone),

- l'amplification,

- la détection et la caractérisation du produit amplifié.
Les produits d’amplification sont séparés par électrophorése sur gel d’agarose puis sont
visualisés sous forme de bande de poids moléculaires différents en utilisant un colorant au
bromure d’éthidium. Ainsi les sérotypes de la dengue sont identifiés par la taille de leurs
bandes.
La RT-PCR en temps réel suit le méme principe que la RT-PCR mais les manipulations ont
été simplifiées de facon a n’avoir qu’une seule étape et qu’un seul tube par échantillon, avec
un moindre risque de contamination croisée lors de la manipulation. Ces manipulations se
font soit en simplex (c’est-a-dire la détection d’'un seul sérotype) ou multiplex (identification
des 4 sérotypes), les études utilisent directement des amorces spécifiques ou des sondes
spécifiques des 4 sérotypes dans le méme tube d’échantillonnage.

Des tests ELISA ou immuno-chromatographiques peuvent détecter les Ag viraux, tels que
I’Ag NS1 et 'Ag enveloppe/membrane (E/M). L’Ag viral NS1 est une protéine spécifique du
DENV présent a forte concentration dans le sang durant les 7 premiers jours de 'infection.
Les tests ELISA mis au point ont démontré que des concentrations élevées de ces Ag sous
forme de complexes immuns pouvaient étre détectées en cas de primo-infection ou
réinfection. Afin d’établir un diagnostic précoce, des tests se sont portés surtout sur la
détection de NS1.

Les premiers tests utilisaient des Ac polyclonaux et/ou monoclonaux anti-NS1 spécifique
d’un sérotype. La détection de I’Ag viral se fait par visualisation d’'une réaction Ag-Ac grace
a une réaction colorée produite par I'action d’'une enzyme préalablement fixée a I’Ac sur un
substrat chromogene ou fluorogene (Figure 35).

Sur ce principe, des kits commerciaux mettant en évidence I'Ag NS1 ont été développés
(Platelia™ Dengue Ag NS1 kit, Pan-E Dengue Early Elisa kit)
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Figure 35 : Détection d’un Ag par méthode ELISA, exemple du test Platelia™ Dengue Ag NS1 kit

Au départ, les cupules d’une microplaque sont sensibilisées par des Ac anti-NS1 en excés. Les
échantillons et le témoin sont incubés, dans les cupules, simultanément avec les Ac monoclonaux
anti-NS1 couplés a une enzyme, ici la peroxydase. Si ’'Ag NS1 est présent dans I'échantillon, un
complexe Acm anti-NS1/Ag NS1/Acm-peroxydase se forme dans la cupule et sera révélé par
mesure densitométrique aprés I'addition du substrat coloré de I'enzyme.

Des tests immuno-chromatographiques ont également été développés sous forme de
bandelettes ou de cassettes, cependant leurs performances restent inférieures aux tests
précédents : Dengue NS1 Antigen Strip, Dengue Duo Cassette et SD Dengue Duo

Enfin, le virus peut étre isolé par culture, seulement cette technique est généralement moins
utilisée car est réservée aux laboratoires de sécurité biologique de niveau 3 comme le
Centre National de Référence des Arbovirus

DIAGNOSTIC INDIRECT

Le diagnostic indirect correspond a une sérologie qui repose sur la détection d’Ac anti-
DENV a partir de J5.

Auparavant les techniques sérologiques utilisées étaient les réactions d’inhibition de
I’'hémagglutination, de fixation du complément et les techniques de séroneutralisation.
Aujourd’hui, ces techniques ont été remplacées par les techniques de type ELISA et les
méthodes immuno-chromatographiques grace a la commercialisation de kits

La cinétique des Ac dirigés contre le DENV est différente selon qu’il s’agit d’'une primo-
infection ou réinfection.
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Figure 36 : Cinétique du virus et des anticorps lors d’'une infection primaire et secondaire par le
DENV (Rapp et al., 2013).

Au cours d’'une primo-infection (Figure 36), les premiers isotypes d’immunoglobulines a
apparaitre sont les IgM, 4 a 5 jours aprés l'apparition des signes cliniques. Le
développement de ces Ac neutralisants coincide généralement avec la défervescence et la
diminution de la virémie. Un pic de concentration élevée d’lgM est observé en 2 semaines
puis elles diminuent mais persistent plusieurs mois post infection (voire jusqu'a 6 mois).
Leur détection permet d’affirmer une contamination récente, datant de moins de 6 mois.
De plus, les IgG apparaissent progressivement au bout de 7 a 10 jours et atteignent leur
concentration maximale en 2 a 3 semaines. Des taux modérés, voire faibles, de ces IgG
persistent plusieurs années (Benard, 2015; Najioullah et al., 2012; Rapp et al., 2013; World
Health Organization, 2009).

En revanche, au cours d’une seconde infection hétérologue (Figure 36), a cause de
I'immunité acquise, le taux d’Ac augmente rapidement dés la phase aigue de la maladie. La
cinétique des IgM suit celle de la primo-infection cependant leurs concentrations sont plus
faibles voire méme indétectables dans 30% des cas, rendant difficile le diagnostic d’infection
récente. Quant aux IgG, ils apparaissent plus précocement et leur taux augmente
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progressivement en 2 semaines. Des concentrations élevées d’IgG se maintiennent
pendant 30 a 40 jours

Pour doser ces immunoglobulines, IgM et IgG, deux types de méthodes ELISA ont été
développés :

- ELISA de type immuno-capture (Figure 37),

- ELISA indirect (Figure 38).
Cependant, dans tous les cas, le principe de ces tests reste similaire.

Pour détecter et doser les IgM, on utilise la méthode d'immuno-capture MAC-ELISA (IgM
antibody capture ELISA) (Figure 37).

Au départ, des Ac spécifiques de la chaine u (spécifiques aux IgM humaines) sont déposés
dans les puits d’'une microplaque. Le sérum des patients a diagnostiquer, est incubé dans
ces puits au contact des Ac anti-y. Quand ils sont présents, les IgM se fixent a ces Ac anti-
W. Ensuite, des Ag du DENV des 4 sérotypes sont incubés a leur tour, se fixant sur les IgM
potentiellement présents dans le sérum. Préalablement, ces Ag de la dengue sont liés a
des Ac mono ou polyclonaux anti-DENV conjugués a une enzyme qui transformera un
substrat non coloré en produit coloré. Ainsi le complexe formé par la présence d’IgM, Ac
anti-p/IgM/Ag-Acm-enzyme, sera révélé par colorimétrie et la densité permettant de doser
ces IgM sera mesurée par spectroscopie

Spectrophotometer
R,

Non-coloured Coloured Anti-dengue
substrate | substrate Ab conjugated

*_QL " with enzyme

T DEN antigen

Non dengue-specific | :
lgM . /_’/:', =¥ /.’://; Patient's IgM
IS IS

AAAAA |-

Microplate

Figure 37 : Principe du test ELISA

Cette méthode MAC-ELISA a une bonne sensibilité et spécificité, mais seulement pour les
prélevements datant d’au moins 5 jours aprées le début de la symptomatologie.

La réactivité croisée avec d’autres Flavivirus reste possible, par conséquent, ces limites
doivent étre prises en compte lors du diagnostic dans les régions ou co-circulent ces agents
pathogenes

En revanche, pour la détection des IgG, on utilise la méthode ELISA indirecte (Figure 38)
plus sensible que 'immuno-capture car détecte les IgG a concentration plus faible.

Suivant le méme principe que précédemment, 'Ag du DENV est fixé a la surface d’une
cupule d’'une microplaque. Les échantillons de sérum a tester, dont la concentration en IgG
est par définition inconnue, sont incubés au contact des Ag, ainsi les complexes Ag-Ac IgG
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se forment sur la microplaque. Des Ac secondaires couplés a une enzyme (peroxydase)
sont additionnés a la réaction et se lient potentiellement aux IgG que I'on cherche a détecter
et a doser. L’ajout d’'un substrat, s’il est converti par I'enzyme, émet un produit coloré,
permettant de quantifier par spectrométrie le taux d’'IgG présent dans le sérum.

Anticorps conjugué ala

Substrate>
-8
b

1gG anti-dengue :
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Antigéne de

peroxydase
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Figure 38 : Schématisation de la détection d’'lgG par la méthode ELISA indirecte (Benard, 2015).

Afin de distinguer une primo-infection d’'une infection secondaire le rapport IgM/IgG peut
étre calculé. A cette fin, les tests ELISA de capture d’IgM et d’'IgG sont les plus courants
(World Health Organization, 2009).

Comme pour la détection antigénique, des kits de diagnostic sérologique sont
commercialisés (Figure 39).

Nom commerecial Ig détectées Principe du test Publications S/spé (%) Echantillons
k (positiflnégatif)
PanBio Dengue Duo IgM/1gG EIACoul Vaugn et al., 1999 99/92 78/26
Cuzzubbo et al.,, 2000 95/100 20/40
Groen et al., 2000 94/97 90/42
Dengue Duo Rapid Strip Test  IgM/IgG Immunochromatographie  Palmer et al., 1999 98/100 80/20
PanBio Wu et al., 2000 98/97 94/70
Cuzzubbo et al.,, 2001  90/86 82/107
MRL Diagnostic Dengue IgM/IgG EIA C/EIA | Palmer et al., 1999 98/100 80/20
Groen et al., 2000 98/90 90/42
Progen Biotechnik lgM/IgG IFA indirect Groen et al., 2000 74/88 90/42
IgM and IgG dipstick kits lgM/IgG Elisa indirect Wu et al., 2000 93/94 94/70
Integrated Diagnostics Groen et al., 2000 97/92 90/42
Genelabs Diagnostics IgM/IgG Blot C/blot | Groen et al., 2000 93/94 90/42
Dengue Blot IgM™ IgM Immunoblot Kuno et al., 1998 80/95 65/54
Diagnostic Biotechnology Ltd
Dengue IgM and 1gG Dot Blot  IgM/1gG Immunoblot Cuzzubbo et al., 2000 100/97 20/40
kits Venture Technologies

NR : non renseigné ; S : sensibilité ; spé : spécificité ; C : capture ; | : indirect.

Figure 39 : Exemple de kits de diagnostic sérologique commercialisés (Najioullah et al., 2012).
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2.EPIDEMIOLOGIE

2.1. EVOLUTIONEPIDEMIOLOGIQUE

Plusieurs notions sont a définir. Premieérement, on parle d’endémie lorsque la maladie est
persistante dans une zone géographique, c'est-a-dire ayant une incidence et une
prévalence stable. Suivant des facteurs extrinséques (environnementaux) et intrinseques,
une épidémie peut se développer. L’épidémie se définit comme une augmentation rapide
de l'incidence de la maladie a une période donnée et en un lieu donné. Par la suite, cette
épidémie peut s’étendre a plusieurs larges zones géographiques et au niveau international,
on parle de pandémie.

La dengue a longtemps été limitée a I'Asie du Sud-Est, région marquée par les épidémies
de 440 000 cas en Chine en 1980 et en Thailande de 200 000 cas en 1987. Au cours des
derniéres décennies, la dengue tend a gagner de nouvelles zones géographiques, du fait
de 'augmentation des échanges de biens et de personnes. Précédemment, la distribution
des moustiques vecteurs a été élargie, et la pathologie suit par conséquent la méme
répartition.

La pathologie n’a cessé de s’étendre, atteignant 'Océan Indien, le Pacifique (32 800 cas a
Tabhiti, Moorea et Polynésie francaise en 2001), les Antilles francaises (2003, 2006-2008 et
2009-2010) et 'Ameérique latine. En 1981, les premiers cas de dengue hémorragique sont
apparus a Cuba et dans la Caraibe.

Aujourd’hui elle est considérée comme une maladie réémergente. Il s’agit de I'arbovirose la
plus répandue dans le monde et qui progresse le plus rapidement (Figure 40).
Actuellement, tous les continents sont concernés et on note une intensification des
épidémies en zones urbaines et une extension aux zones rurales.

Selon les estimations de 'OMS, 3,9 milliards d’individus, dans 128 pays, sont exposés a
I'infection par le DENV. Chaque année dans le monde, on compterait 390 millions de cas
de dengue, dont 96 millions présentant des manifestations cliniques dont un demi-million
de cas considérés comme séveres, dont une tres forte proportion d’enfants.

La seconde guerre mondiale a entrainé des changements démographiques et écologiques
importants qui ont favorisé la transmission et la propagation de la dengue dans le monde, y
compris une mobilité accrue de personne dans les zones endémiques. Le transport de
marchandises, I'expansion économique et I'urbanisation continue ont facilité le mouvement
et la reproduction des vecteurs adultes et la propagation des virus.

D’abord limitée a I'Asie du Sud-Est, l'infection s’est étendue au Pacifique occidental, ces
deux régions sont donc les plus touchées, puis a I'Afrique, 'Amérique, les Antilles
francaises, la Méditerranée orientale. Actuellement la dengue est endémique dans plus de
100 pays
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A travers le globe, on distingue schématiquement deux modes épidémiologiques :

des zones endémiques (Asie du Sud-Est) ou circulent en permanence les 4
sérotypes. Ces zones présentent des cas de dengue sporadiques avec des périodes
epidémiques, le plus souvent en saison pluvieuse,

des zones épidémiques (Amérique tropicale, la Caraibe) ou les épidémies sont plus
franches. Généralement, I'épidémie est déclenchée par la circulation d’'un nouveau
sérotype (ou d’un sérotype déja connu aprés une période assez longue), contre
lequel la population n’est pas immunisée. Ces épidémies sont corrélées aux périodes
cycloniques et inondations.

On parle d’hyper-endémicité quand une épidémie est causée simultanément par plusieurs
sérotypes (Benard, 2015; Malon, 2007).
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Figure 40 : Zones du monde a risque de dengue (World Health Organization, 2009).

ASIE ET PACIFIQUE

Dans cette région du globe, 17 pays sont endémiques ou hyper-endémiques : Birmanie,
Cambodge, Indonésie, Laos, Malaisie, Philippines, Singapour, Thailande, Timor Leste,
Vietnam... (InVS, 2012b).

Environ 1,8 milliards de personnes, soit plus de 70% de la population a risques de dengue
dans le monde, vivent dans les pays d’Asie du Sud-Est et de la région Pacifique occidentale.
Cette région concentre 75% de la charge mondiale de morbidité due a la dengue.

Les épidémies se développent suivant la saisonnalité, préférentiellement en saison humide,
pluvieuse.
La région du sud-est asiatique se divise en deux zones :

- une zone tropicale (Indonésie, Malaisie, Timor et Singapour) ou un pic de
transmission survient généralement d’octobre a avril. En Indonésie le pic le plus
haut est relevé au mois de janvier,

- une zone subtropicale (Cambodge, Birmanie, Laos, Thailande, Philippines et
Vietnam) avec un pic de transmission entre mai et septembre.
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Depuis 2000, de nouvelles zones d'Asie du Sud-Est sont désormais touchées par des
épidémies de dengue, et ces derniéres sont en hausse dans les zones déja endémiques.
En 2003, des cas de dengues ont été identifiés dans 8 pays : le Bangladesh, I'Inde,
I'Indonésie, les Maldives, le Myanmar, le Sri Lanka, la Thailande et le Timor-Leste

Le seul pays du Sud-Est asiatique n’ayant pas rapporté de cas autochtone estla République
populaire démocratique de Corée

La dengue est un probleme de santé publique majeur dans la région du Pacifique occidental.
Depuis la derniere pandémie majeure en 1998, des épidémies ont largement eu dans la
région. Le Cambodge, la Malaisie, les Philippines et le Vietnam sont les 4 pays avec le plus
grand nombre de cas et de mort en Asie.
L’incidence annuelle varie suivant le pays et 'année. Historiquement, les cas ont été
principalement observés autour des zones urbaines et péri-urbaines ou la densité
populationnelle facilite les transmissions.
Cependant, les récentes épidémies telle qu’au Cambodge en 2007 suggerent qu’elles
apparaissent désormais en zones rurales

Contrairement aux autres zones ou plusieurs sérotypes circulent simultanément, dans le
Pacifique sud, on observe généralement la circulation d’'un stéréotype prédominant. Tous
les 5 a 10 ans, surviennent de nouveaux cycles épidémiques, liés a la réintroduction d’un
nouveau serotype.

La derniére grande épidémie remonte a I'an 2000. A partir de fin 2006, une recrudescence
a été observée, notamment en Polynésie, aux iles Cook, en Nouvelle-Calédonie, au Tonga
et a Palau.

En 2003 la Nouvelle-Calédonie a enregistré la présence d’'une épidémie de sérotype 1, puis
en 2008-2009 une de sérotype 4 et depuis septembre 2009, les cas surviennent de facon
sporadique.

En Polynésie francaise, des épidémies ont été rapportées en 2001 (stéréotype 1, 33 800
cas estimés, 633 formes séveres et 8 déces), 2006-2007 (stéréotype 1, 4 500 cas natifiés,
29 formes séveres) et 2009 (stéréotype 4, 24 500 cas estimés, 3 formes séveres, aucun
déces). Depuis, les cas de dengue surviennent également sporadiqguement.

En 2002-2003, une importante épidémie de sérotype 1 a affecté I'archipel de Wallis-et-

Futuna avec 3 000 cas identifiés. Depuis 2004, des cas sporadiques sont signalés (Figure
41)
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Figure 41 : Incidence des épidémies des arboviroses (Dengue, Chikungunya et Zika) de janvier
2012 a septembre 2014 dans le Pacifique (Vedrunes, 2017).

En 2004, une premiére épidémie de dengue est rapportée au Bhoutan et en novembre 2006,
deux ans plus tard, le Népal a également signalé pour la premiére fois la présence de cas
autochtone.

En 2013, des cas se sont produits en Chine dans la province de Yunnan. La méme année,
a Singapour et au Laos, une augmentation du nombre de cas a été notifiée aprés plusieurs
années sans épidémie (OMS, 2020a).

En 2014, les tendances indiquent une augmentation du nombre de cas en Chine, dans les
fles Cook, a Fidji, en Malaisie et a Vanuatu, le virus du type 3 (DEN 3) touchant les pays
insulaires du Pacifique aprés une absence de 10 ans. La dengue a également été signalée
au Japon aprés une absence de plus de 70 ans.

En 2015, New Delhi (Inde) a connu la pire flambée de son histoire depuis 2006 avec plus
de 15 000 cas signalés. Dans le Pacifique, les Tles Fidji, Tonga et la Polynésie francaise ont
continué d’enregistrer des cas.

L’année 2016 est marquée par d'importantes flambées de dengue. La région du Pacifique
a déclaré plus de 375 000 cas suspects de dengue, dont 176 411 notifiés aux Philippines
et 100 028 en Malaisie, ce qui représente une charge similaire a celle de 'année précédente
pour les 2 pays. L’ille de Salomon a enregistré une flambée de cas de dengue avec plus de
7000 cas suspects (OMS, 2020a).

En 2017 la Région du Pacifique occidental a notifié des flambées de dengue dans plusieurs
Etats Membres de cette région ainsi que la circulation des sérotypes DENV-1 et DENV-2.
Le nombre de cas de dengue enregistrés dans le monde a atteint son maximum en 2019.
Toutes les Régions ont été touchées et pour la premiére fois, la transmission de la dengue
a été enregistrée en Afghanistan.

De nombreux cas ont été notifiés au Bangladesh (101 000), en Malaisie (131 000), au Viet
Nam (320 000) et aux Philippines (420 000).

Heureusement, du fait de 'amélioration de la surveillance et de la prise en charge (PEC), la
|étalité est en diminution.
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Cependant, les conséquences sur les systemes de santé ainsi que les répercussions
sociales et économiques font de la dengue, un probléme de santé publique majeur.

AFRIQUE

Contrairement a I'Asie et a ’Amérique, les données sur la circulation virale sont faibles dans
les pays africains membres de I'OMS. Tous les pays du continent ne notifient pas
officiellement a TOMS les cas de dengue.

Cette situation est liee au manque de moyens diagnostics, aux difficultés de diagnostic
différentiel avec d’autres arboviroses fébriles au tableau clinique similaire, telle que le
Chikungunya. De ce fait, il existe des rapports d’épidémies incomplets. Les connaissances
actuelles sur I'épidémiologie reposent donc sur les données de la littérature, les études de
séroprévalence, sur le suivi de certaines populations spécifiques comme les militaires ou
encore sur les cas importés en provenance d’Afrique

En 2007, le Gabon connait une épidémie de dengue de sérotype 2 concomitante a une
épidémie de Chikungunya. Les mémes épisodes sont rapportés en 2010.

A Abidjan et ses environs, une épidémie de dengue concomitante d’une épidémie de fiévre
jaune est survenue en 2008.

Jusqu’alors exempt d’épidémie, le Cap-Vert connait en octobre 2009, une importante
épidémie de dengue de stéréotype 3 ; plus de 21 000 cas y ont été enregistrés.
Simultanément, le Sénégal rapportait 55 cas de dengue du méme stéréotype. C’est la
premiere fois que ce sérotype était isolé au Sénégal. 3 cas importés sont identifiés par le
réseau de surveillance national des laboratoires en lle-de-France.

Au Soudan, les premieres épidémies sont rapportées en 1984-1986. Puis en 2009, 66 cas
suspects sont enregistré, et au moins 100 en 2010.

En 2010, une épidémie de stéréotype 3 a été rapportée aux Comores. Ce pays n'avait plus
déclaré d’épidémie depuis 1993.

2 cas diagnostiqués positifs chez des touristes italiens ont été importés d’Egypte suite & un
séjour sur la cbéte de la Mer Rouge. Il s’agit de la premiére indication de la circulation du
virus dans cette région depuis les années 40.

Au Kenya, en 2011, des épidémies faisant au moins 5 000 cas suspects ont été confirmés
dans plusieurs villes. Les précédentes épidémies remontaient aux années 80

Les cas importés diagnostiqués chez des voyageurs de retour d’Afrique démontrent
I'existence d’une circulation virale dans certains pays, en particulier en Afrique de I'Est (en
Tanzanie, Erythrée aux Comores), en Afrique de I'Ouest (en Cdte d’lvoire, au Mali, au
Sénégal, au Burkina Faso, au Bénin et au Cameroun), et en Afrique du Nord (en Egypte)

En 2016, dans la Région africaine, le Burkina Faso a notifié une flambée localisée de
dengue, avec 1061 cas probables.
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Selon 'OMS, en 2019, des cas continuent d’étre identifiés en Bénin, au Soudan, en
Tanzanie et & La Réunion. 19 cas suspects et 11 confirmés, dont 2 déces entre mai et
octobre sont survenus au Bénin. Au Soudan, les autorités sanitaires notifient 1720 cas dont
17 décés en novembre. En Tanzanie, 6 917 cas confirmés, dont 13 décés sont rapportés
par les autorités sanitaires d’ao(t a octobre. Enfin, a La Réunion, 18 066 cas confirmés et
14 déces sont notifiés en novembre 2019

AMERIQUE

Suite a des campagnes d’éradication d’Ae. Aegypti, dans les années 60 et début des
années 70, la transmission de la dengue avait été interrompue.

Toutefois, la croissance démographique, I'urbanisation non contrdlée, les catastrophes
naturelles et la paupérisation des populations touchées par la maladie ont abouti a des ré-
infestations de moustiques. De plus, les mesures de surveillance et de contréle vectoriel qui
n’ont pas été maintenues semblent également en cause. La dengue s’y est alors propagée
avec des épidémies cycliques survenant tous les 3-5 ans, notamment dans les Caraibes,
en Amérique centrale et du Sud.

Le plus grand foyer est apparu en 2002 avec plus de 1 million de cas signalés. Les 4
stéréotypes du virus circulent sur le continent américain augmentant le risque de survenue
de formes graves

Depuis 2000, la Caraibe a été confrontée a 4 ou 5 épidémies de dengue, dont une de grande
ampleur en Martinigue et en Guadeloupe, en 2010. Ces épidémies seront présentées
ultérieurement (cf. Zoom sur les Antilles)

Plus récemment, en 2013 des cas ont été notifiés en Floride. La dengue a continué de sévir
dans plusieurs pays d’Amérique latine, notamment au Mexique, Costa Rica et au Honduras.
En 2015, I'lle d’'Hawai (Etats-Unis d’Amérique) a été touchée par une flambée, avec 181
cas signalés, et la transmission se poursuit en 2016.

L’année 2016 est marquée par d'importantes flambées de dengue. L’Amérique latine a
notifié plus de 2,38 millions de cas, dont 1,5 millions au Brésil, soit environ 3 fois plus qu’en
2014. 1032 déces dus a la dengue dans la région ont également été recensés

En 2017, une baisse considérable des cas de dengue est enregistrée en Ameérique, passant
a 584 263 cas en 2017, soit une baisse de 73%. La méme année, le Panama, le Pérou et
Aruba sont les seuls a avoir enregistrés une augmentation du nombre de cas.

Une baisse du nombre de cas de dengue est constatée au cours de la période qui suit la
flambée de maladies dues au virus du Zika, cependant, on ignore encore quels en sont
exactement les facteurs :

Le 19 novembre 2019, I'Organisation panaméricaine de la santé (OPS) a recensé 2 848 381
cas suspects et confirmés de dengue, 1256 déces. Le Brésil a signalé 73% des cas
(2 070 170 cas), soit un nombre de cas multiplié par prés de 10 par rapport a la méme
période en 2018 avec 231 481 cas. Au Brésil, les 4 sérotypes du DENV circulent

Selon I'OPS, 'Amérique latine affronte une nouvelle épidémie. Au 6 mars 2020, depuis le

début de l'année, 569 400 cas ont été rapportés dont 118 morts. Cette épidémie qui a
commencé en 2019, est considérée comme la plus grande épidémie du sous-continent.
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Partout, la hausse est considérable, avec 3,1 millions de cas comptabilisés dont 25 000
classés comme séveres et 1534 morts, soit 30% plus élevée qu’en 2005. Au Mexique, on
observe entre janvier et février 2020 une augmentation du nombre de cas de 104% (1455
cas) par rapport a 2019 (711 cas). Au Pérou, 'alerte sanitaire est également décrétée, on
dénombre 15 déces. En Argentine, prés de 800 personnes sont touchées et 3 décédées
(Montoya, 2020).

EUROPE

Précédemment (cf. Description du vecteur), on a vu que la répartition du vecteur se faisait
préférentiellement dans les zones tropicales et subtropicales du globe. Cependant une
menace existe désormais en Europe. Depuis 2004, le moustique Ae. albopictus s’est
progressivement disséminé du sud de la France métropolitaine vers le nord (Figure 42).
Désormais, il s’est implanté en France métropolitaine (30 départements en mai 2016). De
par la présence de ce vecteur, le risque épidémique a partir de cas importés est devenu
réel. De ce fait, le ministére chargé de la santé a développé, depuis 2006, un dispositif de
lutte contre la dengue.

En 2010, une premiére transmission de cas autochtones a été rapportée en France et en
Croatie, ainsi que des cas importés dans 3 autres pays européens (Giron et al., 2015;
Inserm, 2017; OMS, 2020a).

Année d'implantation du vecteur
Absence dimplantation du moustique N 2004 W 20062009 === 2010-2013 2014-2016 2017 || 2018

Figure 42 : Evolution de I'implantation du vecteur de la dengue en France métropolitaine par
département et année (Santé Publique France, 2020a).

En 2012, sur l'archipel de Madére au Portugal, une flambée de dengue a été signalée, avec
18 cas confirmés et 191 cas probables au 10 octobre 2012. Plus de 2000 cas, dont plusieurs
importés, ont été notifiés au Portugal et dans 10 autres pays européens.

Les autorités de santé publique portugaises mettent alors en place des mesures de lutte
anti-vectorielles locales, dans le but de limiter I'exportation des vecteurs infectés hors des
fles de Madere et d’impacter la population (OMS, 2012; Vedrunes, 2017).

61



Entre aolt et septembre 2015, 7 cas autochtones du méme sérotype (DENV-1) ont été
identifiés dans la périphérie de Nimes.

En 2019, la majorité des cas rapportés en France métropolitaine sont des cas importés avec
657 cas recensés de mai a novembre, dont 14% avaient séjournés sur I'lle de la Réunion.
Au 1ler janvier 2020, le sud métropolitain est largement colonisé par le moustique tigre
(Figure 43). Selon les départements, on observe un pourcentage de population exposée
différent.

[ ]wn-,

B> 40%

[ Population non exposée
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Figure 43 : Pourcentage de la population exposée au moustique tigre en France métropolitaine au
1°" janvier 2020

Du ler mai au 18 septembre 2020, 370 cas de dengue ont été confirmés en France
métropolitaine. De plus, depuis fin aolt 2020, plusieurs cas autochtones sont identifiés :

- un cas probable dans le Gard,

- un foyer dans un quartier Nicois
Le risque d’apparition de nouveaux foyers épidémiques en France est donc reeI d’autant
gue 60 a 85% des cas sont asymptomatiques.
Des cas autochtones sont désormais observés quasiment chaque année dans plusieurs
pays européens.

Dans les Départements Frangais d’Amérique (DFA), les épidémies surviennent
généralement lors d’'un changement du principal sérotype circulant, et quand les populations
non immunisées (touristes, nouveaux immigrants, habitats n’ayant jamais été exposés au
sérotype circulant) sont exposées a ce nouveau sérotype. Depuis 2009, la maladie sévit sur
un mode épidémique dans les DOM-TOM.

Les DFA ont adopté un Programme de Surveillance, d’Alerte et de Gestion des Epidémies
(PSAGE) de dengue (Figure 44, 45). Ce programme a pour role de graduer des stratégies
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de surveillance et des actions de gestion en fonction du risque épidémique. D’autre part, il
vise & organiser et répartir le réle de chacun des intervenants dans la surveillance et la lutte
contre l'infection. La phase de I'épidémie est évaluée suivant le nombre de cas cliniquement
évocateurs de dengue vus en consultation de médecine générale de ville, recueillis auprées
de médecins sentinelles puis extrapolées au territoire considéré. Ce dispositif de
surveillance permet d’étudier la durée, I'ampleur, la dynamique et la sévérité de I'épidémie
ainsi que la répartition des sérotypes circulants y compris en période inter-épidémique
(Benard, 2015; Carvalho et al., 2015; Rosine et al., 2011).

Cas sporadiques

Phase 2 Foyers epidemigues
ED oo

Phase 5 Fin d'épidémie

Figure 44 : Différentes phase évolutives du PSAGE (Carvalho et al., 2015).

Phases du Psage dengue

Phases Nouvelles dénominations
actuelles des Phases

_

Foyer s} isolg(s), limitéfs) dans
Phaze de foyers isolés I'espace, distants Limiter I'extention
geographiguement

Interprétation épid émiocko gique Objectifs

Phaze 2 -
niveau 1

Phaze 2 -
nivezu 2

Phaze 3

Phaze 4 -

niveau 1

Phase 4 -
niveau 2

Faire le bilan de

Phase 5 Fin de I'épidémie Critére de fin d'épidémie Vépidémie

Figure 45 : Description du PSAGE de dengue (Carvalho et al., 2015).

Les données épidémiologiques produites par le Cire Antilles-Guyane (Cellule inter-régionale
d’épidémiologie Antilles-Guyane) montrent que la dengue est endémo-épidémique dans les
DFA. Depuis 2000, ces territoires ont été confrontés a 4 ou 5 épidémies de dengue, dont
une de grande ampleur en Martinique et en Guadeloupe, en 2010. Les 4 sérotypes du DENV
ont circulé, en particulier les DENV2 et DENV4 lors des derniéres épidémies. DENV3 a peu
circulé.

L’épidémie qui sévit actuellement aux Antilles, pourrait aussi largement se développer.
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En Martinique, 5 épidémies sont survenues depuis 2000. Globalement, les épidémies
surviennent tous les 2 a 3 ans et durent 6 a 10 mois, avec une recrudescence au cours de
la saison des pluies. Le taux d’hospitalisation a varié de 0,9 (2001-2002) a 1,9% (2007-
2008). Avec 0,06% (2013-2014) et 1,2% (2007-2008) de formes séveres dont 37 a 51%
d’enfants hospitalisés. La dengue a entrainé lors des épidémies entre 3 (2013-2014) et 18
déceés (2010), dont 6 enfants de moins de 15 ans.

En Guadeloupe, depuis 2005, 4 épidémies ont été recensées. Les caractéristiques sont
assez similaires a celles de la Martinique, avec des taux d’hospitalisation variant entre 0,7
et 1,5%. 21 a 65% des cas hospitalisés sont des enfants. Les formes graves ont varié entre
0,2% en 2009-2010 et 0,4% en 2005-2006. Les déces observés ont été au nombre de 1
(2005-2006) a 9 (2013-2014) dont 3 enfants (2007-2008).

En Guyane, depuis 2005, 4 épidémies ont également été recensées. Les épidémies
surviennent tous les 2-3 ans, avec cependant une saisonnalité moins marquée qu’en
Martinique et en Guadeloupe. Le taux d’hospitalisation a varié entre 1,2% (2009-2010) a
5,3% (2012-2013), dont 36% d’enfants en 2012-2013. Le pourcentage de forme séveére était
de 0,5% (2009-2010) a 6,4% (2012-2013). Enfin, le nombre de déces enregistré a varié
entre 1 (2009-2010) et 6 (2013-2014) dont 3 enfants en 2005-2006

Entre ao(t 2007 et janvier 2008, une épidémie de dengue est survenue aux Antilles faisant
un nombre estimé de 18 000 cas cliniques en Martinique et 19 000 en Guadeloupe, avec
un sérotype 2 prédominant.

L’'importante épidémie que la Martinique et la Guadeloupe ont connue en 2010 confirme le
passage en situation d’hyper-endémicité voire d’hyper-sévérité de dengue dans ces
régions.

EPIDEMIE DE 2010 — MARTINIQUE.

Les épidémies de dengue en Martinique ont habituellement une saisonnalité de juillet a
décembre. Or, en 2010 (Figure 46), dés février, la circulation active du virus de la dengue
a débuté. Ce début précoce d’épidémie a constitué une situation inhabituelle, coincidant
avec une période de pluviométrie basse et des températures élevées. Cette épidémie s’est
développée progressivement. Fin février, le niveau de vigilance PSAGE est révélé, la
Martinique est placée en phase 2, phase de circulation virale active. Dées le 13 avril, la phase
de risque épidémique, phase 3 est déclenchée. Le nombre de cas hebdomadaire estimé a
progressé de facon plus importante et réguliere. Un point épidémiologiqgue annoncait
probablement, une épidémie de grande ampleur, recommandant de s’y préparer. La
dynamique (Figure 46) s’est ensuite modifiée avec une intensification a partir de juin.
L’alerte épidémique est déclenchée le 4 juin 2010, avec un nombre de cas de dengue en
médecine de ville estimé a 650 par semaine. De début juin a mi-aoQt, les indicateurs
épidémiologiques ont progressé rapidement, passant de 650 cas clinique a 4100 cas, au
moment du pic épidémique mi-aolt. Puis jusqu’a fin octobre, le nombre de cas a
réguliérement décliné jusqu’a la fin de I'épidémie, le 30 octobre 2010.
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Au total, le nombre de personnes infectées et ayant eu recours a un meédecin généraliste

est estimé a 40 000 (soit 10% de la population générale), sur une épidémie de 36 semaines
(Rosine et al., 2011).
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Figure 46 : Dynamique de I'épidémie de dengue de 2010 en Martinique (Rosine et al., 2011).

Au cours de I'épidémie, 1621 identifications de virus ont été réalisées par le laboratoire de
virologie du CHU de Fort de France. Le virus DENV-1 a circulé de facon majoritaire (67%)
durant toute I'épidémie, le DENV-4 représentant 33%.

Les chiffres a retenir
Date de début de I'épidémie : 22 février 2010 (semaine 2010-08)
Pic epidémique : semaine 2010-32 (mi-aolt)
Date de fin de I’'épidémie : 30 octobre 2010 (semaine 2010-43)
Durée de I'épidémie : 36 semaines
Nbre total estimé de cas cliniques ayant consulté un MG : 40 000
Nbre maximal de cas cliniques/semaine : 4100 (semaine 2010-32)
Nbre de cas hospitalisés au cours de I'épidémie : 636
Taux d’hospitalisation : 1.6%
Taux de sévérité : 0.2%

Nbre de décés au cours de I'épidémie : 17 déces

Figure 47 : Résumé des chiffres épidémiques de 2010, en Martinique (Rosine etal., 2011).

La méme année, plusieurs iles de la Caraibe et pays d’Amérique centrale (Guadeloupe,
Porto-Rico, Républiqgue Dominicaine, lles Cayman, Salvador, Costa-Rica) ont été
confrontés a des épidémies ou des recrudescences de cas de dengue. Ces épidémies ont
également débuté a une période inhabituelle de I'année. Plusieurs facteurs peuvent
expliquer 'ampleur de ces épidémies, telle que les fortes températures qui ont pu avoir une
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influence sur le vecteur, une augmentation de leur taux de reproduction, le virus ainsi que
les comportements humains.

Ces conditions climatiques, associées a la circulation du sérotype 1, qui avait peu circulé
en Martinique au cours des dix derniéres années, pourraient expliquer en partie I'ampleur
et la durée de cette épidémie (Rosine et al., 2011).

EPIDEMIE DE 2010 — GUADELOUPE.

Une circulation active inhabituelle et intense du virus de la dengue a été observée fin 2009
et début 2010 en Guadeloupe.

Le début de I'épidémie est survenu au cours de la premiére semaine de décembre. La
dynamique de cette épidémie se caractérise en 3 phases de progressions différentes
(Figure 48).

La premiere phase, de fin 2009 a mi-mai 2010, soit une durée de 25 semaines, montre une
relative stabilité avec une progression lente. La circulation virale est maintenue a un niveau
élevé et s’intensifie de facon tres lente au cours du temps.

En parallele, une hétérogénéité des zones touchées par I'épidémie avec plusieurs
communes indemnes est observée.

Au cours de la derniere semaine de mai et premiére de juin, une importante et brutale
augmentation du nombre de cas cliniquement évocateurs et biologiquement confirmés de
dengue justifie le début de la phase d’intensification rapide. Lors de cette seconde phase,
une géneéralisation de I'épidémie a I'ensemble du territoire est observée. Le pic épidémique
est atteint a la premiére semaine du mois d’ao(t, fin de la deuxiéme phase qui aura duré 10
semaines.

Ces deux phases s’accompagnent d’'une augmentation du taux de positivité hebdomadaire
qui atteint et dépasse les 60% au cours des 2 semaines qui précedent la survenue du pic
et est maximal au cours de la semaine qui suit.
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Figure 48 : Dynamique de I'’épidémie de dengue de 2010 en Guadeloupe (Rosine et al., 2011).

La troisieme phase, phase de décroissance épidémique débute la deuxieme semaine d’aout
et s’étend a I'avant-derniére semaine d’octobre 2010, date de fin d’épidémie. De méme
gu’en Martinique, de maniéere inhabituelle, I'épidémie est survenue trés tét dans la saison et
a ete exceptionnellement longue, 47 semaines au total (Rosine et al., 2011).
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Les chiffres a retenir
Date de début de I'épidémie : semaine 200949
Pic épidémique : semaine 2010-31
Date de fin de I'épidémie : semaine 2010-42

Durée de I'épidémie : 47 semaines

W
Qo
c

Nbre de cas cliniques estimés au cours de |'épidémie : 4:
Nbre maximal de cas cliniques/semaine : 4 100

Nbre de cas hospitalisés au cours de I'épidémie : 411
Taux de sévérité : 0.3%

Nbre de décés au cours de I'épidémie : 6

Figure 49 : Résumé des chiffres épidémiques de 2010, en Guadeloupe

EPIDEMIE DE 2013-2014 — MARTINIQUE

Par la suite, jusqu’a mi-mai 2012, des cas isolés ont été recensés avec apparition de foyers
qui ont été maitrisés.

D’apres les données du réseau de médecins sentinelles, de septembre a octobre 2012, une
|égére augmentation du nombre de cas cliniquement évocateurs de dengue a été observée.
Cependant, 'ensemble des cas confirmés sur cette période restait en deca des valeurs
maximales attendues pour la saison.

Les sérotypes mis en évidence étaient DENV2 (86% de la totalité des sérotypes) DENV1
(7%) et DENV4 (7%).

La situation épidémiologique en Martinique a évolué (Figure 50). Du fait de la persistance
de foyers de dengue, le Comité d’Experts des Maladies Infectieuses Emergentes (CEMIE)
a statué sur un changement de phase. Le 4 décembre 2012, passage en phase 2 niveau 1
du PSAGE Dengue, correspondant a la présence de cas non plus sporadiques mais
regroupés en foyers isolés.

Jusqu’en février 2013, les indicateurs épidémiologiques de la dengue sont restés stables et
en-dessous des valeurs maximales attendues. La transmission est revenue a un mode
sporadique. Le CEMIE a donc statué sur un retour en phase 1 du PSAGE.

La survenue de nouveaux foyers de dengue en juillet 2013, déclenche le passage en phase
2, niveau 2 du PSAGE : circulation active du virus.

Un mois plus tard, la circulation virale s’est intensifiée et s’est généralisée a 'ensemble du
département. Cette évolution correspond a la phase 3 du PSAGE : risque épidémique, le 3
aolt 2013.

Le 14 aodt, la Martinique passe en phase 4, niveau 1 : épidémie. Cependant, la date de
début d’épidémie est fixée au 22 juillet, date a laquelle les indicateurs commencent a
dépasser les valeurs maximales
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Figure 50 : Evolution épidémiologique de la dengue de janvier 2012 & décembre 2014 en
Martinique (Carvalho et al., 2015).

Parmi les sérotypages effectués, une prédominance du sérotype 2 a été observée pendant
'année 2013. Il est important de noter que depuis 2010, ce sont les sérotypes 2 et 4 qui
avaient circulé de fagcon majoritaire et en plus faible proportion DENV1.

Concernant la sévérité, sur la durée totale de I'épidémie, 128 cas probables ou confirmés
hospitalisés ont été dénombrés dont 6 classés comme séveres ; trois déces ont été
recensés dont 2 indirectement liés a la dengue.

En conclusion, cette épidémie a été déclarée en juillet 2013, son pic épidémique a été
franchi entre mi-septembre et début octobre 2013 et aura durée 39 semaines. Il est probable
que celle-ci ait été inhabituellement longue, du fait de 'émergence du chikungunya au
moment de la décroissance épidémique. En termes d’ampleur et de sévérité, elle a été
inférieure a celle de 2010, aucun caractére de sévérité inhabituel n’a été notifié (Carvalho
etal., 2015).

EPIDEMIE DE 2013-2014 — GUADELOUPE

La situation épidémiologique de la Guadeloupe (Figure 51) est restée particulierement
calme suite a I'épidémie de 2010. En effet, le nombre de cas cliniquement évocateurs n’'a
dépassé qu’une seule fois le niveau maximal attendu pour la saison, a la mi-mai 2012.
Toutefois, les 4 sérotypes ont circulé durant cette période.

Le début d’année 2013 confirme I'émergence de foyers isolés et le 17 janvier, la
Guadeloupe passe a la phase 2, niveau 1 du PSAGE : phase de foyers isolés.

Mi-mai le nombre de cas évocateur ainsi que les cas biologiquement probables ou confirmés
augmentent et dépassent les valeurs seuils mais restent toujours isolés.

C’est a partir de mi-juin qu’on observe une augmentation plus diffuse des cas. La situation
épidémiologique devient plus caractéristique d’'une recrudescence saisonniére, et décrit la
phase 2, niveau 2 du PSAGE. L'épidémie progresse lentement. Si les 4 sérotypes sont mis
en évidence, DENV1 majoritaire jusqu’a mi-mai s’atténue et DENV4 devient majoritaire a
partir de juin 2013.

Le processus s’accélere début juillet avec plus qu'un doublement du nombre de cas. La
Guadeloupe est déclarée en épidémie de dengue : phase 4, niveau 1 du PSAGE. Une
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augmentation réguliére s’installe pour 14 semaines et le pic épidémique est atteint lors de
la 2™Me semaine d’octobre avec 800 cas estimés.

Suite au pic, la décroissance s’est étalée sur 11 semaines, jusqu’a fin 2013. Seulement,
début janvier 2014, un rebond de I'épidémie est mis en évidence, sur une durée de 9
semaines avec un pic a 375 cas hebdomadaires a la fin du mois de janvier 2014 (Carvalho
etal., 2015).
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Figure 51 : Evolution épidémiologique de la dengue de juin 2010 a juin 2014 en Guadeloupe
(Carvalho et al., 2015).

Pendant la période inter-épidémique, a plusieurs reprises, les 4 sérotypes ont été mis en
évidence. Jusqu’au mois de juin 2013, aucun sérotype ne prédomine véritablement méme
si globalement DENV1 reste majoritaire. C'est a partir de juin, que DENV4 s’impose et
donne naissance a cette nouvelle épidémie de 2013.

Cette épidémie aura duré relativement longtemps, 40 semaines. Cette durée est proche de
celle de I'épidémie « historique » de 2010, avec toutefois une dynamique différente. En
effet, contrairement a 2010, ce n’est pas linstallation de I'épidémie mais bien sa
décroissance qui s’est prolongée dans le temps, notamment avec le rebond début 2014.
En termes d’ampleur, cette épidémie est comparable a celles de 2005-2006 et 2007-2008
survenues en Guadeloupe.

Concernant la sévérité (nombre de cas hospitalisés classés séveres rapportés au nombre
total de cas cliniques estimés), le taux de cette derniere épidémie est supérieur de 50% a
celui de 2010. De méme, le nombre de déces recensés en milieu hospitalier est plus élevé
en 2013 (120% d’augmentation par rapport a 2010) (Carvalho et al., 2015).

EPIDEMIE DE 2013-2014 — GUYANE

A partir de septembre 2012, la Guyane francaise connait une nouvelle épidémie de dengue,
aprés deux années relativement calmes.

Du début de I'épidémie jusqu'a mi-juin le nombre de cas cliniquement évocateurs était
relativement modéré, il oscillait entre 59 et 252 par semaine. L’'activité s’est intensifiée a
partir de mi-juin avec des valeurs allant de 287 a 751 cas hebdomadaires.
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Le nombre de personnes infectées par le DENV et ayant consulté un médecin lors de cette
épidémie est estimé a 13 240, soit 5,7% de la population guyanaise.

En termes d’incidence, il s’agit de la 3¢™¢ épidémie la plus importante depuis la mise en
place du dispositif de surveillance coordonné par le Cire Antilles-Guyane.

Pour comparaison, 16 200 cas cliniquement évocateurs avaient été estimés en 2006, 13
900 cas en 2009 et 9 220 cas en 2010.

Au niveau de la répartition géographique, I'évolution de I'épidémie est en lien avec sa
dynamique géographique.

L’épidémie s’est limitée, pour les communes du littoral au secteur de Kourou de fin
septembre a fin janvier. Les secteurs de I'Oyapock, du Maroni, de I'Ouest et de I'lle de
Cayenne ont été concernés de mi-janvier a début février avec une hausse rapide du nombre
de cas pour I'lle de Cayenne et 'Ouest.

L’épidémie aura duré 1 an et 6 semaines, de septembre a mi-octobre. Elle atteint son acmé
en avril (semaine 17-2013) avec 751 cas cliniquement évocateurs estimés pour 'ensemble
du territoire

EPIDEMIE DE 2020

En janvier 2020, les autorités sanitaires de la région Antilles-Guyane ont déclaré une
épidémie de dengue en Guadeloupe, a Saint-Martin et ont émis un risque d’épidémie en
Martinique.

En février, le centre européen de prévention et de contréle des maladies a signalé une
augmentation du nombre de cas sur ces mémes iles, ainsi qu’en Guyane francaise.

La répartition des cas présumeés de dengue en Guadeloupe, montre une plus forte incidence
fin 2019 — début 2020 par rapport aux années précédentes (Figure 52).
D’octobre 2019 a février 2020, 5840 cas de dengue sans aucun cas sévere ni déces ont éteé
recensés. 1200 cas ont été confirmés par le test de détection de 'Ag NS1 et/ou par RT-
PCR. 43% du nombre total a été signalé depuis janvier 2020.
Entre 2005 et 2020, 3 sérotypes ont circulé en Guadeloupe :

- DENV4 en 2005,

- DENV2 en 2006 et 2007,

- DENV1 en 2008 et 2010.
En 2019, les analyses de laboratoire ont mis en évidence le sérotype 2 comme étant
prédominant, qui de fait circule actuellement et a été signalé dans toutes les zones
touchées.
La plus récente et importante épidémie date de 2013 avec 12 706 cas présumés dont 8
déces
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Figure 52 : Répartition des cas présumés de dengue par semaine, en Guadeloupe, d’aolt 2017 a
février 2020 (OMS, 2020b).

En Martinique, 2470 cas présumés de dengue et 575 confirmés par test de détection de I'Ag
NS1 et/ou par RT-PCR ont été signalés de juillet 2019 a février 2020 ; dont 2 cas sévéres
et un déces. Depuis janvier 2020, 47% des cas présumés ont été signalés (Figure 53).

Au 10 juillet, un point épidémiologique de Santé Publique France est publié et fait état d’'une
circulation active du virus dans la Caraibe.

345 cas évocateurs ont été recensés en une semaine, I'un des chiffres les plus élevés
depuis le début de I'épidémie.

En semaines 30 et 31-2020, les nombres hebdomadaires de cas sont bien supérieurs aux
valeurs saisonnieres attendues pour cette période. Le nombre cumulé de cas évocateurs
de dengue depuis novembre 2019 est de 8380 cas.
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Figure 53 : Nombre hebdomadaire de cas biologiquement confirmés par NS1 ou RT-PCR en
Martinique (2017-35 a 2020-31) (Sante Publique France, 2020c).
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Les indicateurs de surveillance épidémiologique de la dengue témoignent d’une
intensification de la circulation virale. Début septembre 2020, les territoires francais restent
en épidémie confirmée de dengue. La Martinique est alors placée en phase 4, niveau 1 du
PSAGE.

D’aprés les résultats des analyses de laboratoire, les sérotypes 2 et 3 sont prédominants et
actuellement en circulation.

La répartition spatiale des cas biologiquement confirmés montre une circulation virale active
sur 'ensemble du territoire (Figure 54). Cependant, le centre et le nord de I'lle semblent
plus impactés par I'épidémie avec une incidence de 10 cas pour 10 000 habitants (OMS,
2020b; Pinel-Fereol, 2020; Santé Publique France, 2020c).

Incidence cumulée semaines 2020-28 a 2020-31

O aucun cas notifié

O moins de 5 cas pour 10000 hab.
@ entre 5 et 10 cas pour 10000 hab.
@ plus 10 cas pour 10000 hab.

Santé publique France - Ceilule régionale Antilies
Fond de carte : IGN Géofla
Données : Laboratoires de biologie médicale
2020

Figure 54 : Incidence cumulée des cas biologiquement confirmés en Martinique des semaines 24
a 27-2020 (Sante Publique France, 2020c).

En Guyane francaise, un total de 487 cas confirmés de dengue, sans aucun cas sévere ni
déces, ont été notifiés. Les 2 communes les plus touchées étaient Kourou avec 225 cas
confirmés et Maripasoula avec 55 cas. Les analyses de laboratoire ont identifié les
sérotypes 1 et 2 comme étant les principaux virus circulants en 2019 et 2020. Jusqu’en
mars 2020, DENV2 représentait 63% des cas (Figure 55).

Chaque année, des cas de dengue ont été signalés, a I'exception de 2017 et 2018.
L’épidémie la plus importante et la plus récente date également de 2013 avec 13 240 cas
présumés dont 6 déces (OMS, 2020b).
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Figure 55 : Répartition des cas présumés de dengue par semaine, en Guyane francaise, de 2019
a février 2020 (OMS, 2020b).

A Saint-Martin, de janvier a février 2020, un total de 530 cas présumés de dengue dont un
cas sévere et un déces ont été signalés. A Saint-Barthélemy, 100 cas présumés de dengue
ont été recensés, dont 20 confirmés par le test de détection de 'Ag NS1 et/ou RT-PCR de
décembre 2019 a février 2020.

Sur ces 2 iles Saint-Martin et Saint-Barthélémy, respectivement, les analyses de laboratoire
indiquent que les sérotypes 1 et 3 et les sérotypes 1 et 2 sont actuellement en circulation ;
avec DENV1 prédominant a Saint-Martin.

Plusieurs sérotypes ont dominé les épidémies. De 2002 a 2005, DENV2 était le seul
sérotype circulant a Saint-Martin ; entre 2006 et 2010 DENV2 et DENV1 prédominaient avec
une co-circulation des deux autres sérotypes. En 2013 et 2014, DENV4 était prédominant.
Lors de I'épidémie de 2009/2010 a Saint-Barthélemy, DENV1 a été mis en évidence. La
flambée épidémique de 2013 a 2014, ayant recensé 970 cas et un déces, était due au
sérotype 4 prédominant et le sérotype 2 en co-circulation (OMS, 2020Db).

Finalement, en 2020, la dengue touche encore de nombreux pays, et une augmentation des
cas signalés est observée dans un certain nombre : au Bangladesh, au Brésil, en Equateur,
en Inde, Indonésie, aux Maldives, en Mauritanie, a Mayotte, au Népal, a Singapour, a Sri
Lanka, au Soudan, en Thailande et au Yémen.

On constate une intensification des épidémies de dengue au niveau mondial. L'extension
géographique du DENV se poursuit au sein des pays endémiques mais également vers des
régions encore indemnes. Une co-circulation de plusieurs sérotypes lors d’'une méme
épidémie est de plus en plus fréquente. Le nombre de formes séveres augmente.
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Il est démontré que les principaux facteurs prédisposant a la survenue des flambées
épidémiques sont :
- l'urbanisation non contrélée et [I'explosion démographique entrainant des
concentrations extrémes d’hétes humains réceptifs,
- le développement des voyages internationaux et du commerce facilitant la
propagation du DENV,
- le réchauffement et les changements climatiques qui pourraient contribuer a
I'expansion des limites géographiques d’Ae. aegypti,
- la forte densité des gites larvaires de moustiques et la remarquable capacité du
vecteur a s’adapter rapidement aux différents lieux, climats tropicaux et subtropicaux,
- l'essoufflement des programmes de lutte anti-vectorielle et le comportement
hautement anthropophile du vecteur, sa capacité a pondre des ceufs résistants a la
dessiccation et sa tendance a développer une résistance aux pesticides.
Ces notions épidémiologiques justifient I'intérét d’actions préventives telles que la lutte anti-
vectorielle mais également une campagne de vaccination anti-DENV.
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3. PRISE EN CHARGE DE LA DENGUE

L’amélioration de la prise en charge (PEC) de la pathologie a permis de faire reculer le taux
de Iétalité des cas les plus graves a 1%, qui auparavant pouvait atteindre les 20%.
Cependant, il n’existe aucun traitement antiviral spécifique contre le DENV, le traitement est
avant tout symptomatique.

Les campagnes anti-vectorielles sont 'un des moyens de prévention de la transmission du
virus. Seulement, les options de lutte contre les moustiques vecteurs, sont colteuses et
limitées (Benard, 2015; Gubler, 1998; World Health Organization, 2016).

La vaccination a prouve sa capacité de lutte contre une maladie infectieuse. Un vaccin sir
et efficace serait nécessaire dans le cadre d'une stratégie globale de prévention et de
contrle. Afin de protéger les populations exposées au DENV, les autorités de santé
publique ont alors fait appel au développement d’un vaccin (Vedrunes, 2017).

Dans cette partie, nous verrons d’une part, la prise en charge symptomatique de l'infection,
et d’autre part, le vaccin avec ses caractéristiques, son développement, la complexité de
mise au point, I'efficacité et I'innocuité. Les moyens de lutte anti-vectorielle seront également
deétaillés.

3.1. TRAITEMENT SYMPTOMATIQUE

L’'OMS a mis au point des recommandations de PEC clinique (Figure 56). Il s’agit d’'une
démarche étape par étape permettant une PEC correcte des patients séropositifs.

Dans I'intention de mettre en place des mesures de santé publiques appropriées, les cas
présumeés, probables et confirmés de dengue dans les pays endémiques, doivent étre
notifiés précocement.

Etape | - Evaluation globale

1.1 Antécédents, dont symptomes, passé médical et antécédents familiaux

1.2 Examen physique, incluant une évaluation physique et mentale compléte

1.3 Investigations, y compris les analyses de laboratoire de routine et les tests spécifiques de dépistage
en laboratoire de la dengue

Etape Il - Diagnostic, évaluation de la phase de la maladie et de sa gravité

Etape Ill - Prise en charge

.1 Notification de la maladie

1.2 Décisions en matiére de prise en charge. En fonction des manifestations cliniques et d'autres
circonstances, les malades peuvent (1) :

- étre renvoyés chez eux (groupe A)
- étre orientés vers une prise en charge hospitaliére (groupe B)

- nécessiter un traitement d'urgence et un transfertimmédiat vers un établissement de soins
spécialisé (groupe C).

Figure 56 : Démarche pour la PEC de la dengue (OMS, 2013).
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Suivant les manifestations cliniques et les autres données recensées lors des étapes | et Il,
les patients seront pris en charge difféeremment, ils peuvent :
- étre renvoyés chez eux,

étre hospitalisés,
nécessiter de soins d’urgence

Le traitement d’'une dengue classique DF, reléve d’'une PEC symptomatique, ambulatoire.
L’hospitalisation de ces cas n’est pas indiquée, seule une surveillance clinique est
recommandée ainsi qu’un diagnostic différentiel afin d’éliminer un paludisme, une grippe,
une primo-infection par le virus de I'immunodéficience humaine (VIH), ou d’'une autre
arbovirose, ou une infection bactérienne (leptospirose, méningite, septicémie).

Par conséquent, la fievre ainsi que les symptdmes algiques sont traités par du paracétamol
en respectant la posologie habituelle de 15 mg/kg/prise espacées de 6 heures sans
dépasser la posologie maximale de 60 mg/kg/j chez I'enfant et 4g/j chez I'adulte

Il est essentiel de contrer la déshydratation des patients ainsi qu’une perte en sel due a la
fievre et aux vomissements. Des mesures hygiéno-diététiques et/ou des solutés de
réhydratation par voie orale sont prescrits. Une réhydratation avec de I'eau pure aura pour
effet un déséquilibre hydro-électrolytique associé a une hyponatrémie. Un apport liquidien
suffisant devrait se traduire par des mictions réguliéres de 4 a 6 fois par jour minimum. Ces
patients atteints de DF sont avisés de consulter immédiatement en 'absence d’amélioration
clinique ou en cas d’apparition de signes d’alerte au moment de la défervescence tel que :

- détérioration de I'état général,

- douleurs abdominales,

- vomissements persistants,

- léthargie ou agitation,

- saignements, absence de diurése de plus de 4 a 6 heures

Les formes séveres DHF relévent quant a elles, d’'une hospitalisation en Unité de Soins
Intensifs (USI) pour une PEC symptomatique, sans délai.

Du fait des complications décrites précédemment (cf. Clinique), il est essentiel de maintenir
ou corriger I'équilibre hémodynamique du patient. Afin de lutter contre les fuites
plasmatiques, la PEC repose sur un traitement consistant principalement a assurer un
remplissage intravasculaire par des solutions de réhydratation cristalloides ou colloidales,
a volume approprié.

En cas de choc hypotensif, DSS, une réanimation liquidienne doit étre immeédiate et rapide,
par I'administration préférablement de solutions colloidales plutét que cristalloides. Il est
souhaitable de mesurer ’hématocrite avant et aprés le remplissage vasculaire.

Ces perfusions doivent étre continues pendant 24 a 48 heures et se font sous étroite
surveillance afin d’évaluer la réponse du patient et éviter 'apparition d’cedéme pulmonaire.
Afin de prévenir une surcharge liquidienne, il est important de reconnaitre le moment ou
diminuer ou arréter le remplissage. Les objectifs de cette réanimation comprennent
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I'amélioration de la circulation générale et I'amélioration de la perfusion des organes. Chez
ces patients plusieurs parametres sont a suivre :

- les signes vitaux,

- laNFS,

- I’'hématocrite,

- la diurese (volume et fréquence),

- la glycémie,

- les fonctions organiques : hépatique, rénale, cardiaque.

Concernant la PEC des manifestations hémorragiques, la transfusion sanguine peut étre
vitale. Des culots globulaires sont administrés dés qu’un saignement grave est suspecté ou
reconnu. En revanche, la transfusion doit étre effectuée avec précaution du fait du risque
de surcharge hydrique.

En cas de DF ou de DHF/DSS, en raison du risque hémorragique, la prise d’AINS (Anti-
inflammatoire non stéroidien) de type ibuproféne ou la prise d’acide acétylsalicylique
(Aspirine) sont strictement interdites. D’autre part, lors d’infections virales aiglies chez
I'enfant, I'aspirine est contre-indiquée en raison du risque de syndrome de Reye.

Les atteintes organiques reposent également sur des traitements symptomatiques
spécialisés

3.2. PREVENTION : LE VACCIN, UN ENJEU DE SANTE PUBLIQUE.

Le vaccin est un médicament majeur de santé publigue mais dont le principe est assez
contradictoire. D’aprés 'OMS, « la vaccination consiste a immuniser une personne contre
une maladie infectieuse, généralement en lui administrant un vaccin. Les vaccins, qui
stimulent le systeme immunitaire, prémunissent la personne d’une infection ou d’une
maladie ».

Le vaccin est composé de 'agent antigénique, infectieux, inactivé ou vivant atténué, ou des
produits ou dérivés de micro-organismes qui stimulent les défenses naturelles de
I'organisme. Cette réaction immunitaire dite primaire, donne lieu a une mise en mémoire de
I’Ag inoculé. Ce qui permet une activation du systéme immunitaire plus rapide, plus forte et
généralement plus efficace en cas déventuelle future infection. Par conséquent,
'immunisation grace a la vaccination permet a I'organisme de se défendre contre une
agression avant un contact réel avec le pathogéne. Cette protection immunitaire persiste
plusieurs années dans l'organisme, parfois des rappels de vaccinations sont nécessaires
afin de I'entretenir.

Cette pratique médicale, au sein d’'une population le nécessitant, permet le contréle voire
I'élimination de pathologies contagieuses

En France, il existe un calendrier vaccinal. Seuls les vaccins contre la Diphtérie, le Tétanos
et la Poliomyélites (DTPolio) étaient obligatoires. Depuis le 1°" janvier 2018, huit
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vaccinations, auparavant recommandées, sont devenues obligatoires: contre la
coqueluche, Haemophilus influenzae de type b, la rougeole, les oreillons et la rubéole
(ROR), les infections a pneumocoque et a méningocoque de sérogroupe C

En cas de voyage a I'étranger, il convient aux voyageurs de s’informer, auprés de leur
pharmacien ou du ministere de la santé, des recommandations vaccinales. Suivant les
destinations et les modalités de séjour le calendrier vaccinal doit étre mis a jour. Certains
vaccins sont spécifiques a certaines destinations, notamment en cas de séjour
« aventurier », dans des zones rurales ou forestiéres, dans des régions dont 'hygiéne reste
précaire.

Par exemple, les vaccins contre la fievre typhoide, la rage, la leptospirose ou I'encéphalite
japonaise, sont recommandés dans certains pays. Généralement, dans les pays a niveau
sanitaire peu élevé, la vaccination contre I'hépatite A est recommandée

Depuis quelques années, des vaccins vivants atténués contre certains Flavivirus tels que
YFV, JEV ont été commercialisés. Ce qui a permis d’envisager qu’un vaccin contre le DENV,
convenablement atténué, pourrait étre efficace.

Seulement, des difficultés de développement et de mise au point de ce vaccin sont
rencontrées, notamment dues a I'existence des 4 sérotypes. D’aprés les mécanismes de
pathogénicité développés précédemment (cf. Physiopathologie et pathogénicité), le risque
du vaccin serait d’entrainer des formes sévéres de dengue dues a I'immunisation antérieure
probable des individus.

En plus des 4 sérotypes, d’autres défis se sont ajoutés au développement tels que le
manque de modeéles animaux, ainsi que linquiétude et les divergences en terme de
vaccination

Aujourd’hui, la prévention de la dengue repose sur une lutte anti-vectorielle difficile et
colteuse. Le développement de vaccins, en particulier pour protéger les personnes
exposées, est urgent. La vaccination recéle un potentiel important dans la lutte contre la
pathologie

Le vaccin est un médicament particulier de par son mécanisme d’action, son processus de
fabrication, ses indications d’utilisation et I'impact sur son utilisation. Sa mise sur le marché
est précédée d’années de recherches, de développement et d’études. Tout changement
dans le procédé de fabrication, de son excipient, d’'un adjuvant, peut entrainer des
modifications du produit final, de sa stabilité voire méme de son efficacité.
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D’une fagon générale, la fabrication d’un vaccin, de son développement jusqu’a sa
commercialisation, se déroule sur plusieurs années (Figure 57), en moyenne 12 ans, et
comprend principalement trois étapes :

- larecherche et le développement (9 a 14 ans),

- les opérations industrielles avec la production,

- les opérations commerciales
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Figure 57 : Le cycle de développement d’'un vaccin (Beauduffe, 2016).
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Lors de cette premiére étape de fabrication du vaccin, I'objectif est d’abord de comprendre
la pathologie et sa pathogénicité. Des recherches principalement immunologiques se
portent sur I'identification d’Ag pour la sélection de candidats vaccins qui poursuivront le
processus. C’est une phase exploratoire, qui dure 2 a 4 ans.

Une fois les candidats vaccins sélectionnés, une phase préclinique se met en place
(Figure 58). Elle permet une évaluation des différents Ag, en laboratoire puis sur I'animal,
dans le but de sélectionner le meilleur candidat vaccin. Les doses optimales de protection
sans entrainer de toxicité sont déterminées, I'efficacité du candidat vaccin a stimuler les
défenses immunitaires est vérifiée et ainsi que son innocuité aux doses injectées.

Par la suite, les essais cliniques peuvent étre débutés chez ’lHomme. C’est la phase de
développement clinique (Figure 58), qui se subdivise en 3 phases :

- la phase I, 10 a 100 sujets recoivent le candidat vaccin, elle permet de tester
I'innocuité, la tolérance et 'immunogénicité de ce dernier,

- la phase Il comprend 100 a 3 000 sujets et permet de juger leur RI. Les doses et le
schéma d'immunisation a laquelle cette vaccination sera recommandée sont
évalués. Cette phase est une preuve de concept de I'efficacite,

- la phase Il étudie l'efficacité, la tolérance vaccinale et la reproductibilité des lots a
grande échelle, car elle compte entre 3 000 et 40 000 sujets. |l s’agit de la plus longue
phase, entre 6 et 8 ans, car le vaccin est a évaluer dans le temps, en gérant les
éventuels effets indésirables (El)

Phase | Phase Il a Phase lll
* Innocuité * Innocuité « Efficacité et innocuité a grande
+ Premiére + Immunogénicité échelle
évaluation de * Dose + Reproductibilité
I'immunogénicité + Schéma
d’'immunisation
Phase ll b

* Preuve de concept
de l'efficacité

Preclinique Phasel Phase Il Phase lll

Développement Industriel

Figure 58 : Schématisation des étapes de recherche et de développement d’un candidat vaccin
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Suite a ces étapes de recherches et de développement, des premiers lots sont produits.
Toutes les données collectées pendant ces précédentes étapes sont regroupées dans un
dossier et soumises aux autorités de santé afin d’obtenir une autorisation de mise sur le
marché (AMM). C’est une phase de synthése de 12 a 18 mois : I'enregistrement du produit
final. Ainsi, la production des vaccins peut étre lancée. Au terme du processus de
production, les vaccins sont distribués, tout en respectant la chaine du froid.

a. RECHERCHES ET DEVELOPPEMENT DU VACCIN CONTRE LA DENGUE

Un regain d’intérét pour un vaccin contre la dengue a été déclenché chez les chercheurs,
les organismes de financement et les fabricants, par la propagation mondiale continue et
incontrélée de la maladie. Le colt de la dengue pour le secteur public mais également pour
la population, et la rentabilité d’'un vaccin sont des arguments supplémentaires pour
I'avancée des recherches .

La mise sur le marché d'un vaccin contre la dengue aurait pour premiére cible les
populations de zone endémique comme I'’Amérique latine, centrale et les Etats-Unis, les
Caraibes et I'Asie. Dans cette optique, Sanofi Pasteur s’est engagé depuis plusieurs années
dans un programme de développement d’'un vaccin contre la dengue, qui pourrait
prochainement voir le jour

Le développement du vaccin est parti de I'isolement et I'identification, en 1944, du sérotype
DENV-1 a Hawai et du DENV-2 en Nouvelle-Guinée par Sabin et Schelsinger,
respectivement. Puis W. Hammom isole et identifie les sérotypes DENV-3 et DENV-4 en
1956. En 1944-1945, le premier vaccin vivant atténué monovalent contre le DENV-1 est
développé par Sabin et Schelsinger.

Les hypotheses de pathogénicités ainsi que la co-circulation des 4 sérotypes du virus
étayent la nécessité de développer un vaccin tétravalent (TV) qui stimule des réponses
immunitaires équilibrées protégeant des 4 sérotypes.

Entre 1970 et 1980, un premier vaccin vivant atténué TV, composé des 4 sérotypes
monovalents est concu par le Professeur N. Bhamarapravati du Center for Vaccine
Development (CVD) de I'Université Mahidol en Thailande, en partenariat avec 'OMS et le
Special Program for Research and Training in Tropical Disease (TDR).

Pour ce premier candidat vaccin, une réponse immunitaire équilibrée n’a pas été obtenue
malgré la modulation des concentrations virales. Trop réactogene et peu prometteur au
niveau du rendement industriel, son développement a été interrompu au début des années
2000

Les vaccins en cours de développement sont de 4 types : vivants atténués, chimériques
vivants atténués, inactivés ou sous-unitaire et les vaccins a base d’acides nucléiques. Les
vaccins vivants atténués sont capables d’entrainer une Iégére infection naturelle et donc
d’induire des réponses immunitaires humorales et cellulaires durables. Seulement,
guelques parametres sont a mentionner :
- pour que les symptdmes soient minimes, et que la virémie soit faible, les virus
doivent étre suffisamment atténués et la réplication virale réduite,
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- la transmission du virus par les moustiques doit étre réduite ou éliminée,

- les virus doivent se répliquer correctement en culture cellulaire et étre
convenablement immunogéenes pour fournir une immunité durable a des doses
les plus faibles possible,

- une RI équilibrée aux 4 virus de la dengue est indispensable,

- la base génétique de l'atténuation doit étre connue et doit étre stable

Idéalement, le candidat vaccin devrait étre efficace contre toutes les formes de dengue,
allant de la forme fébrile aux formes graves, DHF et DSS.

Plusieurs défis s'imposent en termes de mise en ceuvre. On a vu précédemment la
nécessité de développer non seulement un immunogéne, mais quatre immunogenes, qui
induiront une RI protectrice large et robuste simultanément contre les 4 sérotypes. Quel que
soit le statut immunitaire antérieur de l'individu, les titres neutralisants des 4 virus doivent
étre atteints, tout en évitant : les interférences virales, d’exacerber le risque potentiel de
développer DHF/DSS, par des Rl incomplétes ou biaisées. D'ou la nécessité d'une
formulation TV équilibrée avec immunogeénicité et réactogénicité durables.

Un deuxiéme défi est 'absence d’un corrélat de protection bien défini. Les Ac neutralisants
ont été suggérés par de nombreuses études comme étant un mécanisme d'immunité
protectrice. Néanmoins, d’autres études sont nécessaires pour comprendre les
mécanismes de protection immunitaire dans le but d’établir des corrélats de protection et
démontrer que les candidats vaccins induisent une immunité protectrice.

L’absence de modele animal idéal pour les études de vaccination pose un autre défi. Pour
évaluer les vaccins, les souris et les primates non humains sont utilisés mais ne reflétent
pas fidelement I'issue de la dengue, ni la Rl chez 'Homme. Initialement, les souris sont
utilisées pour évaluer la capacité des futurs vaccins a induire une immunité protectrice. Mais
les résultats ne sont pas toujours prédictifs de ceux obtenus chez d’autres espéces
animales. C’est-a-dire qu’un vaccin potentiellement efficace chez I'espece murine peut ne
pas étre aussi efficace chez 'lHomme. Quant aux primates non humains, ils ne présentent
pas de signes cliniques mais une virémie. Dans tous les cas, avant d’étre testés chez
'Homme, les vaccins doivent étre évalués sur ces modéles animaux méme si une
discordance inattendue entre les résultats précliniques et cliniques peut étre observée.

Le risque potentiel d’entrainer une dengue sévere est également un défi pour le
développement du vaccin. Il s’agit du potentiel de renforcement immunitaire, y compris le
renforcement dépendant des Ac. L'immunité secondaire induite par une primo-infection
protége I'individu uniquement contre le sérotype infectant, c’est une immunité homotypique.
Précédemment, les possibilités de manifester une forme grave suite a une primo-infection
ont été démontrées. Ainsi, il existe théoriquement le risque qu'un vaccin puisse
éventuellement provoquer une DHF/DSS chez les receveurs si une immunité n’était pas
établie contre les 4 sérotypes. Le risque de renforcement immunitaire par le vaccin doit étre
évalué par un suivi prolongé des sujets vaccinés
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Les recherches se sont poursuivies et malgré les défis de fabrication d’un vaccin idéal,
depuis plusieurs années le développement de candidats vaccins a progressé. Actuellement,
plusieurs vaccins vivants atténués sont a des stades avancés de développement, et un déja
commercialisé, Dengvaxia®. Les vaccins inactivés ou inertes, ne sont qu’en phase | de
développement. L’'organigramme ci-dessous (Figure 59) présente une classification des
approches actuelles pour le développement d’'un vaccin

Types de vaccins
contre la dengue

I
[ 1
\ p

Vaccins
vivants
- atténués

[ ¥ ] _ [ p T - — T 1
\ ) )

Vaccins
inertes

1
par culture cellulaire chimériques _| par mutagénése a virus ‘ 4 sous-unité de a pseudo

J i _entigr' protéines a ADN vectorisés particules
I I - p - inactivé recombinantes B | A virales
| = \ 1
| | WRAIR-GSK DSaanl _ coc- National ) | . | \
. "Dengvaxia Inviragen/ Institutes of } i Naval Medical
Phase 2 " (CYD) Takeda Health-Butatan WRAIR-GSK | | Hawaii Biotech, Research Centre
- Phase 4 \! Phase 3 Institute Phase 1 | Merck and Co. WRAIR

Phase 3 Phase 1 Phase 1

Figure 59 : Classification des candidats vaccin et leur phase de développement

Les parties suivantes, porteront principalement sur 'unique vaccin commercialisé a ce jour
par Sanofi Pasteur : Dengvaxia®.

b. CONSTRUCTION D’UN CANDIDAT VACCIN

Les recherches ont abouti a Dengvaxia®, un candidat vaccin vivant atténué TV chimérique
recombinant (CYD-TDV), avec comme squelette, le vaccin homologué de la fiévre jaune
17D (YF 17D).
Il se compose de 4 virus chimérigues monovalents obtenus séparément via la technique de
'’ADN recombinant (Figure 60). lls ont été construits, par technologie ChimeriVax, en
substituant uniquement les génes structuraux codant les protéines prM et E de la souche
vaccinale 17D de la fievre jaune par les genes correspondants de 4 virus de la dengue de
type sauvage. Les souches vaccinales recombinantes expriment les Ag structuraux du virus
de la dengue a leur surface, cibles des réponses neutralisantes. La machinerie de
réplication virale est celle du YFV car leurs genes non structuraux sont conserves.
Ces virus sauvages recombinés sont issus de différentes souches, selon le sérotype :

- PUO-359/TVP-1140 thailandaise pour le sérotype 1,

- PUO-218 thailandaise pour le sérotype 2,

- PaH881/88 thailandaise pour le sérotype 3,

- 1228 (TVP-980) indonésienne pour le sérotype 4.
Les 4 virus chimériques recombinants sont cultivés sur cellules Vero, puis combinés en une
seule formulation contenant environ 5 logl0 de 50% de la dose infectieuse de la culture
cellulaire (DICC50) des virus vaccinaux atténués, de chacun des 4 sérotypes

84



Parallelement au développement, avant le début de ['évaluation de [Iefficacité, le
développement industriel a été débuté afin que le vaccin puisse étre disponible, en limitant
le risque d’approvisionnement. Ainsi la campagne de vaccination contre la dengue dans les
zones les plus exposeées, pourrait étre initieée immédiatement, en cas de résultats favorables
en termes d’efficacité
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Figure 60 : Construction du virus contre la dengue, Dengvaxia® de Sanofi Pasteur
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Dengvaxia® de Sanofi Pasteur, seul vaccin autorisé aujourd’hui, est homologué depuis
décembre 2015 aprés un premier essai de phase Il monocentrique en Thailande (étude
CYD23), suivi de 2 essais d’efficacité multicentrique de phase lll en Asie (étude CYD14) et
en Amérique latine (étude CYD15). Ces études seront détaillées ultérieurement. CYD-TDV
est désormais agréé dans 20 pays endémiques. Cependant, la vaccination a été mise en
place seulement dans 2 pays, limitée aux programmes de santé publique infranationaux, au
Brésil et aux Philippines.

Deux autres vaccins sont aujourd’hui en cours de développement clinique, évalués dans le
cadre d’essais de phase Il (Figure 59). Des rapports en termes d’innocuité,
d'immunogénicité et d’efficacité sont encore attendus.

Le candidat de Takeda, TAK-003 a été construit a partir du squelette DENV-2 avec des
chimeres DENV-DENV (DENV-2/ -2, DENV-2, DENV-2/-3 et DENV-2/-4). Il est en cours
d’évaluation dans un essai de phase Il multi-pays en Asie et en Amérique latine.

Le second, TetraVax-DV, du National Institutes of Health des Etats-Unis et de I'Instituto
Butantan au Brésil, vaccin vivant atténué par mutagenése DENV-DENV (DENV-1, DENV-
4/-2, DENV-3 et DENV-4), est également en phase lll d’évaluation, uniquement au Brésil
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Dans le but de garantir I'efficacité, I'innocuité et la qualité de ces vaccins vivants atténués
TV, en 2012, 'OMS a publié des recommandations sur la réglementation des vaccins.

L’expérience de Sanofi Pasteur avec Dengvaxia® a, et continuera d’avoir un impact sur les
prochains efforts de développement de potentiels candidats vaccins contre le DENV, ainsi
que sur le développement de produits prophylactiques et thérapeutiques. L'innocuité a court
terme, mais également a distance de la vaccination ou de I'administration de 'ensemble de
ces médicaments devra étre évaluée.

La preuve d’'un corrélat de protection reste, dans tous les cas, d’un intérét significatif et d’'une
priorité pour le développement du vaccin anti-DENV. Les profils immunitaires suite a une
infection naturelle « prévenue » ou interrompue par I'une des thérapeutiques seront
intéressants a étudier, de méme que l'efficacité et la durabilité de la thérapeutique dans
différents groupes de receveurs

En théorie, une RI tétravalente protégerait contre tous les types de dengue fébrile et
diminuerait ou éliminerait le risque d’ADE, considérée comme l'une des hypotheses
pathogéniques prédisposant aux formes séveres.

Avant de débuter les essais cliniques de phase I, Il et Ill du programme de développement
d’'un vaccin, tous ces candidats doivent étre évalués pour la sécurité et 'immunogénicité
lors d’études précliniques. De telles évaluations d’un produit comme Dengvaxia® (Figure
61), peuvent étre menées, in vitro, sur des cellules primaires ou transformées, y compris
des cellules humaines ; et en parallele in vivo sur des modéles animaux (souris, hamsters,
primates non humains). De plus, avant les études cliniques, la transmission par les
moustiques vecteurs est également étudiée.

Ces essais précliniques, réalisés sur différents animaux, devraient informer du pouvoir
immunogéne, c’est-a-dire du potentiel d’efficacité et suggérer des preuves d’innocuité et de
tolérance du candidat. La caractérisation du produit a chaque étape de la fabrication, les
preuves de concept, d'immunogeénicité, la toxicologie si 'ARN l'exige, la sécurité chez les
animaux, doivent étre incluses dans ces études.

L’absence de modéle animal qui imite les manifestations protéiformes de la dengue rend
difficile I'’évaluation de l'efficacité des candidats vaccins et la mise en évidence in vivo d’'un
corrélat de protection. De ce fait, la propriété protectrice du candidat vaccin sera finalement
évaluée par sa capacité de protection chez ’'Homme contre l'infection fébrile.

Cependant, pour ces études précliniques d'immunogénicité, de sécurité et de toxicologie,
les deux modeles animaux cités préecédemment, ont été et sont toujours utilisés : des souris
consanguines et des primates non humains dont les singes Rhesus (Macaca mulatta) et
Cynomolgus (Macaca fascicularis). Ces primates sont reconnus par 'OMS comme de bons
modéles d’étude du neurotropisme et viscérotropisme des vaccins YF 17D et peuvent
fournir de précieuses informations sur I'immunogénicité et la virémie induites par les
candidats vaccins contre le DENV
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Figure 61 : Modeles d’évaluations précliniques et cliniqgues des vaccins candidats contre le DENV
(Guy et al., 2010b).

a. DEVELOPPEMENT ET CARACTERISATION DU PRODUIT
Il est essentiel que les processus de production de vaccins soient normalisés et contrélés
afin de garantir une fabrication équivalente suggérant une innocuité et une efficacité
potentielle chez 'Homme.
Au cours du développement d’un vaccin contre un virus a ARN, il est important d’aborder la
stabilité génétique et phénotypique.
Chaque souche vaccinale de la formulation tétravalente doit étre caractérisée afin de définir
les marqueurs génétiques critiques de l'atténuation et les marqueurs phénotypiques qui
suggerent que le virus vaccinal est resté stable apres le passage en culture cellulaire. De
plus, chacun d’entre eux doit étre évalué, in vitro et in vivo, afin de définir si la base
génétique de I'atténuation est suffisamment stable pour réduire le risque de réversion a la
virulence lors de la fabrication et de la réplication chez un patient vacciné. Les marqueurs
phénotypiques ont un rdle a jouer dans la surveillance épidémiologique. lls peuvent étre
utiles post-vaccination, pour différencier les souches vaccinales des souches virales
sauvages, mais également pour déceler des événements de réversion.
Pour qualifier les chiméres candidats atténués, la séquence nucléotidique consensus du
génome entier du candidat vaccin est comparée a celle du virus parent. Ceci est
indispensable pour documenter les possibles mutations du génome du virus vaccinal
pouvant étre en corrélation avec le phénotype atténué. Les phénotypes in vitro des virus
vaccinaux doivent étre répertoriés, ils pourraient étre utiles comme indicateurs de la stabilité
des mutations qui différencient le virus vaccinal de son parent virulent. Ces marqueurs
phénotypiques comprennent la taille de plaques virales sur culture cellulaire, I'efficacité de
la réplication chez les moustiques vecteurs, la neurovirulence chez la souris, I'induction de
la virémie chez les primates non humains, détaillés ci-dessous (\World Health Organization,
2013).
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Le génome du vaccin YF 17D a été démontré, in vitro et in vivo, comme remarquablement
stable par rapport a la plupart des autres virus a ARN. Cette stabilité génomique peut étre
attribuée au faible taux d’erreur de ’ARN polymérase du virus YF 17D. Cette méme enzyme
est impliquée dans la réplication des CYD, de ce fait, une bonne stabilité des génomes des
souches vaccinales CYD 1-4, obtenue par technologie ChimeriVax, était attendue.

Pour surveiller leur stabilité génétique, le séquencage complet de chacun des 4 génomes
CYD a été établi a différents stades du processus de production de lots de vaccins. Les 4
sérotypes du vaccin présentaient une haute stabilité génomique en culture cellulaire.
Globalement, seule neuf mutations ponctuelles dans tous les sérotypes du DENV ont été
identifiées lors du processus de fabrication des lots de souches vaccinales ; cing n’ont été
détectées qu’'a des passages cellulaires tardifs, trois dans une population mixte avec la
séquence d’origine et une mutation silencieuse. De plus, toutes ces variations, a I'exception
d’'une dans le géne codant la protéine E, étaient situées dans les régions non structurales
du génome, reflétant certainement I'adaptation virale aux cellules Vero. Ces variations non
silencieuses présentes lors des premieres étapes de fabrication ont ensuite été conservees
de facon stable tout au long du processus.

Les séquencages des virus vaccinés isolés de patients suite a la vaccination n’ont présenté
aucune mutation par rapport aux séquences d’origine, a I'exception d’'une mutation
silencieuse sur le sérotype 4

Il existe des tests permettant de caractériser et quantifier des Ac neutralisants contre le
DENV. Il s’agit de tests PRNT (Plaque Reduction Neutralisation Test), tests de
séroneutralisation par réduction de plaques de lyse. Ainsi, le pouvoir neutralisant d’'un sérum
et/ou d’'un vaccin peut étre évalué.

Le principe de base du PRNT permet une interaction virus-Ac sur une microplaque, puis
mesure les effets des Ac sur I'infectiosité virale en plaquant le mélange sur des cellules
sensibles aux virus, ici les cellules Vero. Ces derniéres sont recouvertes d’'un milieu semi-
solide (agar-agar ou carboxyméthylcellulose) qui limite la propagation du virus dans la
culture cellulaire. Chaque virus qui déclenche une infection productive produit une plaque,
zone d’infection localisée. La concentration virale exprimée en Unité Formant des Plaques
(PFU) correspond a la plus petite quantité d’une suspension virale capable de former une
plague sur des cultures en couche monocellulaire. Ces plagues sont comptées et
comparées a la concentration initiale du virus afin de déterminer la réduction, en
pourcentage, de linfectiosité virale totale. La concentration de sérum nécessaire pour
réduire de 50% le nombre de plaques (PRNTso) par rapport au virus seul donne la mesure
de la quantité d’Ac nécessaires et de leur efficacité. Les titres de neutralisation du sérum
sont exprimés en Unité Internationale (Ul)
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Figure 62 : Morphologie des plaques des lots de vaccins ChimeriVax DEN1-4 (Guirakhoo et al.,
2004).

Bien que le séquencage du génome viral ait une importance dans I'évaluation de la stabilité
génétique, il donne peu d’informations sur les conséquences biologiques potentielles d’'une
mutation particuliere. Cependant, une modification du phénotype mit en évidence par des
plagues vaccinales sur culture cellulaire Vero, comme décrit précédemment, peut révéler
une mutation affectant I'efficacité du sérum, la croissance ou encore la transmission du
virus. Tout au long de la production de lots de vaccins, la cohérence du phénotype de la
plague a été mesurée en utilisant un test de phénotype de taille de plague. Comme le
montre la Figure 62, seule la souche vaccinale DEN3 a produit des tailles de plaques
hétérogénes. Le séquengage de ces plaques a révélé une mutation qui n'avait pas été
identifiée par séquencage consensuel. Cependant, pour les CYD 1 a 4, le phénotype de la
taille des plaques a été estimé stable a toutes les étapes de la production de lots. En outre,
cette stabilité phénotypique a été évaluée sur des modeles animaux (Guirakhoo et al., 2004;
Guy et al., 2010b).

b. IMMUNOGENICITE ET EFFICACITE PROTECTRICE

L'immunogénicité des chiméres est étudiée in vitro. Parmi les premieres cellules a
rencontrer un inoculum viral, on peut citer les cellules dendritiques de la peau. Ces cellules
sont également les CPA les plus efficaces impliquées dans la Rl primaire a l'infection/la
vaccination. Pendant plusieurs années, les scientifiques ont étudié les interactions DENV-
cellules dendritiques humaines ainsi que les conséquences immunologiques d’une telle
infection avec les chiméres CYD par rapport a leurs parents.

L’infectiosité des CYD 1-4 dans les cellules dendritiques humaines dérivées de monocytes
a été mesurée (Figure 61). De plus, les conséquences immunologiques de I'infection ont
été approfondies en termes d’activation et de maturation cellulaire, et également, la
sécrétion de cytokines pro et anti-inflammatoires, de chimiokines et d’IFN de type 1
impliquées dans l'initiation de la Rl adaptative.
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Il a été conclu que les souches CYD1-4 induisent une maturation des cellules dendritiques
et une réponse contrblée, associée a une production modérée de cytokines inflammatoires
et d’'une expression cohérente des IFN de type 1, premiére étape d’'une réponse spécifique
efficace contre les 4 sérotypes du DENV

L’efficacité protectrice peut étre étudiée in vivo. L’évaluation des Rl innées et adaptatives
chez les animaux livre la preuve que le vaccin anti-DENV s’est répliqué chez I'hote (Figure
61). La souris a été un modéle utile pour évaluer les divers éléments de la Rl au virus. Bien
qgu’il n’y ait pas de corrélation immunitaire spécifique de protection, les Ac dirigés contre la
protéine virale E neutralisent le virus. De plus, ces Ac ont démontré une protection des
animaux lorsqu’ils sont induits activement par des vaccins expérimentaux ou lorsqu’ils sont
administrés passivement avant la provocation. Sur la base des données recensées,
généralement, il est admis que la protection chez ’THomme nécessiterait une réponse en Ac
neutralisants spécifiques au sérotype. Néanmoins, pour aucun des 4 sérotypes, une
corrélation n’a été établie entre le titre d’Ac neutralisants dans le sérum et une protection.
Ce dosage d’Ac neutralisants peut étre déterminé, par exemple, dans un essai in vitro a
I'aide du test PRNT, présenté préecédemment.

Alors que I'activité protectrice du candidat ne sera finalement évaluée que par sa capacité
de protection chez I'Homme, l'effet protecteur chez un modéle animal fournit des
informations utiles concernant la puissance du vaccin

L’'immunogeénicité et I'efficacité protectrice de 4 formulations tétravalentes se différenciant
par les doses de chaque sérotype ont été évaluées chez des primates non humains, des
singes Cynomolgus.

Vingt-quatre singes males et femelles ont été répartis en 4 groupes de traitement (6
singes/groupe). Chacun d’entre eux a regu une dose unique sous-cutanée (SC) de 0,5 mL
de chacune des 4 formulations tétravalentes étudiées : 5,5,5,5 [groupe 1], 3,5,5,3 [groupe
2], 5,5,5,3 [groupe 3] et 3,3,3,3 [groupe 4] logio TCIDso (Dose infectieuse médiane en culture
tissulaire), respectivement, des virus ChimeriVax-DEN1, 2, 3 et 4.

Résultats, la totalité des singes inclus dans I'étude sont devenus virémiques (Figure 63). A
concentration égale d’'une formulation, & dose élevée, ou a faible dose, tous les singes
étaient séropositifs contre les 4 sérotypes viraux. Le seuil de détection de la virémie est<1,7
logio PFU/mI.

Chez les singes inoculés avec la formulation a forte dose [groupe 1], la virémie est apparue
des le jour 2, et au jour 3 les 6 singes étaient virémiques. Dans le groupe 4, formulation a
faible dose, la virémie a été retardée au jour 3. A partir du jour 6, tous les singes de ce
groupe étaient virémiques. Dans les groupes 2 et 3 ou les doses de DENV1 et/ou DENV4
ont été réduites, la virémie a été observée durant toute la période de collecte de sérum, du
jour 2 au jour 11
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Groupe Dose (log 19 PFU) N ° virémigue / n ° total Pic moyen (log jg PFU/ ml) Durée moyenne (jours)

Total Sérotype Total Sérotype

1 5,5.5,5 6/6 26 DI=12(1,52 40 DI1=15(1,8)"
D2=1,1(L16)2 D2=08(12)2
D3=273 D3=273
D4=19 D4=137

2 3,553 6/6 24 DI=0 25 DI=0
D2=15(23)2 D2=1,3(2)2
D3 =1,8(2,6) 2 D3 =3 (4,5)2
D4=09(27 "2 D4=1,5 (4,52

3 5553 6/6 21 DI=12(1,8)"2 30 Dl1=15(22)"
D2=14(17"2 D2=2(24)°2
D3=18(2,6)2 D3=22(2,6)2
D4=14(21)°2 D4=23(2.,8)2

4 3333 6/6 25 Dl=12(19H" 55 Dl=2(3)2
D2=19 D2-=13%
D3=1,6()2 D3=13,5(4,2) 2
D4=25 D4=573

Figure 63 : Virémie totale et spécifiqgue du sérotype chez des singes Cynomolgus immunisés avec
une dose de formulation tétravalente du vaccin ChimeriVax DEN1-4

Indépendamment, la réponse en Ac neutralisants a été analysée grace aux tests PRNTso.
Pré-immunisation, les sérums étaient dépourvus de réponse en Ac neutralisants (PRNTso <
10) contre les 4 sérotypes du DENV. Comme le montre la figure 64, le taux d’Ac
neutralisants mesuré un mois post-vaccination apparait trés hétérogéne au sein d’'un méme
groupe de singes entre les 4 sérotypes mais également si 'on compare les taux entre
chaque singe pour un méme sérotype.

Pour illustrer ces analyses, dans le groupe 1, tous les singes ont développé une réponse
immunitaire mesurable. Le taux d’Ac spécifiques au DENV variait de 40 a 320 pour le
sérotype 1, de 80 a 5120 pour DENV2, de 40 a 1280 pour DENV3 et de 640 a > 2560 pour
DENVA4. Les singes du groupe 4 sont également devenus séropositifs au DENV avec des
niveaux disparates d’Ac neutralisants.

En revanche, dans les groupes 2 et 3 ou les doses des formulations tétravalentes ont été
ajustées, tous les singes ne se sont pas sero-convertis a tous les sérotypes. Par exemple,
dans le groupe 2, trois singes (F212117F, F20977F et F21534M) ont développé une faible
réponse sérologique avec des niveaux d’Ac < 10 (Figure 64).

Ces résultats démontrent une production asymétrique d’Ac neutralisants pour chacun des
4 virus administrés sous forme tétravalente
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Formulation Monkey
YEN YEN2 DEN YEN4
5.5.5.5 (group 1) FXW6TF 32 5.12 QR0 251
F21343M 4 8 - B4
F21786F 28 32 28
F213114F 4 32 64
F21339M 8 32 251
F213861 28 320 -
IMT 3 T18 285 4
3333 (group 4) E2 RF 16 2506
F21311M 4 40 16 1,280
F18172F 32 20 32 64
F20788F 8 320 256 640
F2 '”.\1 8 80 80 280
F21570F 20 1 2.560 2560
GMT 80 56 403 1.280
3553 (group 2) F21501M 8 280 - -
F212117F 32 1 1 1
F21355M 4 80 256 28
F2 3 2,56 32 1
F2 4 - 32 1
F21 - 240 (4 28
GMT 218 32 31
5553 (group 3) F21 320 32 24 28
F21 80 2 28 16
F21 1 32 1
F2178 2.5 512 280
F21 4 1 i
F21 8 4 640 32
GMT 142 34 459

Figure 64 : Réponse en Ac neutralisants (PRNTsg) 1 mois post-vaccination avec une des 4
formulations tétravalentes

Dans le but d’évaluer 'immunité protectrice des 4 formulations tétravalentes, ces mémes
singes Cynomolgus ont été inclus dans une nouvelle étude 6 mois aprés I'immunisation. 22
des 24 singes des groupes d’origine ont été randomisés dans quatre nouveaux groupes, et
chacun d’entre eux a été inoculé d’un sérotype hétérologue sauvage virulent. L'absence de
virémie détectable prouve que I'ensemble des singes précédemment vaccinés a été protégé
a I'exception de 2 animaux, I'un dans le groupe inoculé par le sérotype 1 et l'autre par le
sérotype 4. Tandis que des animaux témoins sont devenus virémiques. Par conséquent,
ces résultats ne sont pas completement satisfaisants car certains singes ont développé une
virémie, donc n’avaient pas de protection immunitaire correcte et durable face a une souche
sauvage. De plus, dans le groupe inoculé par un sérotype 4, les singes n’ont pas développé
de niveaux significativement élevés d’Ac neutralisants par rapport a ceux du groupe témoin
non immunisés.

Cependant, majoritairement, les taux d’Ac neutralisants aprés l'injection a 6 mois étaient
significativement plus élevés que les précédents ou que dans les groupes témoins,
indiquant une mémoire immunitaire fournie par les cellules B et T ayant des récepteurs d’Ag
de haute affinité chez les singes vaccinés

Plusieurs études ont démontré une interférence entre les serotypes Cette derniere pourrait
avoir au moins deux origines : une infectiosité plus élevée d’'un ou plusieurs sérotypes,
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éventuellement responsable d’'une compétition au niveau de la réplication et/ou d’une
compétition immunitaire liée a 'immuno-dominance de certains épitopes T et/ou B.

Des parameétres permettant d’atténuer les interférences ont été identifiés :

- l'adaptation des formulations en diminuant la dose du sérotype 4 immuno-
dominant,

- I'établissement d’'une pré-immunité hétérologue aux flavivirus avant une
immunisation tétravalente ultérieure,

- l'administration simultanée de deux vaccins bivalents complémentaires sur
des sites anatomiques séparés drainés par différents ganglions lymphatiques,

- I'administration d’'un rappel a 1 an

En effet, des études ont permis de mettre en avant une hiérarchie des sérotypes en fonction
de leur capacité a stimuler la Rl humorale : CYD4 > CYD1 > CYD3/2.
L'immuno-dominance du CYD4 pourrait principalement étre liée a ses taux plus élevés de
réplication, comme en témoigne sa prédominance en cas de virémie. Cependant,
I'immunogénicité intrinséque pourrait aussi étre impliquée car le CYD3, qui induit également
une virémie en administration monovalente, n’induit pas de niveau élevé d’Ac neutralisants.
D’autre part, en 'absence de virémie, CYD1 induit tout de méme des taux constamment
elevés d’Ac neutralisants.

Dans une autre étude sur la méme espece, une interférence entre les sérotypes
chimériques administrés sous forme tétravalente a concentrations égales (TV-5555), a été
évaluée. Il a été démontré que le DENV4 et, dans une moindre mesure, le DENV1, avaient
une réponse prédominante en Ac neutralisants apres la vaccination. Une premiére injection
d’'une formulation modifiée avec un sérotype 4 réduit [5, 5, 5, 3] a induit une réponse
séroneutralisante CYD1 prédominante et une réponse anti-CYD4 tres faible. Un mois plus
tard, I'injection d’'une deuxiéme dose vaccinale a induit une réponse dominante du CYD4
sur les sérotypes 2 et 3. Ces résultats suggerent que le sérotype 4 pourrait étre
intrinsequement immunodominant chez les singes Cynomolgus.

Diverses expériences ont mis en exergue le rble de certains paramétres dans les
interférences entre sérotypes chez I'animal. Une pré-immunité hétérologue contre un ou
plusieurs sérotypes de dengue ou un autre flavivirus avant la vaccination peut représenter
une situation similaire a celle rencontrées dans les zones endémiques a la dengue ou le
contact avec au moins un sérotype au début de la vie est plus fréquent, ou encore dans les
zones ou la vaccination contre la fievre jaune est systématique. Par conséquent, le fait
qu’'une telle pré-immunité induise une RI plus forte et plus large post-vaccination
tétravalente peut prédire l'induction d’'une meilleure RI apres une ou deux immunisations
dans ces zones.

De plus, 'administration de deux vaccins bivalents complémentaires (CYD1, 4 et CYD2, 3)
sur des sites anatomiques distincts a induit une réponse détectable et significative contre
les 4 sérotypes chez tous les singes. Les titres séroneutralisants étaient répartis
uniformément entre les sérotypes. Avec, en termes de virémie, un sérotype 4 toujours
prédominant.
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L’administration d’'un rappel a un an a été étudiée. Une augmentation considérable de titres
neutralisant de tous les sérotypes a été observée dans tous les groupes tests aprés le rappel
vaccinal a un an ; induisant des RI significatives contre tous les sérotypes chez presque
tous les animaux. Et aucune virémie n’a été détectée apres ce rappel.

Bien que l'interférence entre sérotypes soit cohérente et reproductible avec les formulations,
certains parametres (le statut pré-immun, inoculation d’une dose de rappel, 'administration
a des sites anatomiques différents) ont pu moduler la Rl finale et ainsi induire des réponses
significatives contre les 4 sérotypes chez les singes immunisés

Rappelons que ces paramétres sont observés sur des singes, et donc pourraient étre
différents chez 'lHomme.

c. TOXICITE ET SECURITE
Des lignes directrices de 'OMS sur I'évaluation non clinique des vaccins, fournissent les
directives générales sur I'évaluation de la sécurité non clinique et la conception des études
précliniques applicables aux vaccins contre la dengue
La toxicité est généralement juxtaposée aux conséquences indésirables de I admlnlstratlon
d’un médicament liées a son effet direct dépendant de la dose chez I'animal. Ainsi les études
de toxicité impliquent I'analyse de tous les organes vitaux et également, des tissus adjacents
et distants du site d’administration ; en vue de détecter les effets toxiques directs imprévus
d’un médicament pour plusieurs doses, y compris des doses suffisamment importantes
dépassant la dose cliniquement pertinente prévue. Pour les vaccins vivants, I'attention se
porte sur la démonstration de l'innocuité préclinique en conséquence de la réplication du
virus vaccinal.
Ces études ont pour but de démontrer que le candidat vaccin est moins « virulent » chez
I’héte animal que les virus de type sauvage semblables et qu’il ne présente aucun tropisme
tissulaire néfaste, ni la capacité d’entrainer une Rl inappropriée.

Comme précédemment, aucun modele animal ne reproduit correctement la pathologie
humaine, cependant, les souris et les primates non humains sont capables de fournir des
informations utiles en termes de toxicité et de sécurité.

Ces études doivent refléter au mieux I'utilisation envisagée du vaccin, telle que, la voie et la
fréquence d’administration, comme proposé dans les directives de 'OMS

L’'implication du systéme nerveux central dans les cas de dengues fébriles et DFH a été
diagnostiguée comme secondaire a une vascularite. La rareté des atteintes encéphaliques
suggere que le virus ne traverse pas la barriere hémato-encéphalique et n’infecte pas les
cellules neuronales. En revanche, les virus vaccinaux étant génétiquement modifiés par
rapport aux virus parents de type sauvage, il est recommandé de s’assurer que les
candidats n’ont pas acquis involontairement un phénotype neurotrope lors du processus de
fabrication.
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A ce jour, le modele le mieux établi de neurovirulence vaccinale est le primate non humain,
historiguement utilisé pour évaluer de nouveaux candidats vaccins contre la fievre jaune et
des vaccins antipoliomyélite vivants. Les modéles murins restent tout de méme utilisés pour
évaluer le potentiel d’'un candidat vaccin a provoquer une infection par rapport a son virus
parent sauvage.

Chez la souris, les titres viraux peuvent étre évalués dans le sang, le cerveau, le foie, les
poumons, la rate, les ganglions lymphatiques et d’autres tissus a divers moments post-
infection. La souris AG129, déficiente en récepteur d’IFN, permet la réplication de tous les
sérotypes du virus. Cette souris AG129 semble adaptée aux études de sécurité, seulement,
I'interprétation des résultats doit prendre en compte le fait qu’elles ne possédent pas une Rl
innée intacte. Pour cette méme raison, ces souris ne sont pas adaptées aux études
classiques de toxicologie. D’autres souches de souris consanguines, dont les génes ont été
supprimés, sont a I'étude comme futurs modéles d’infection au DENV

L’innocuité et la neurovirulence du candidat TV chez le singe ont été évaluées. La potentielle
neurovirulence et la toxicité aigie du vaccin candidat ont été comparées a celles du YF
17D.

Vingt-deux singes ont été divisés en deux groupes équivalents. Le test de neurovirulence
réalisé chez le singe consiste a inoculer dans le lobe frontal du cortex cérébral la formulation
vaccinale tétravalente constituée d’environ 5 logl0 UFP de chaque souche ChimeriVax-
DENV1-4 ou le vaccin connu contre la fievre jaune YF 17D.

L’ensemble des singes ayant recu I'inoculum contre la dengue sont devenus virémiques.
Pour le groupe inoculé avec YF 17D, 10 des 11 singes sont devenus virémiques. La durée
moyenne de virémie est différente selon le vaccin : 5,5 jours pour ChimeriVax-DENV,
significativement plus longue que celle du YF 17D de 2,1 jours. Néanmoins, sur la base des
exigences de 'OMS pour le vaccin YF 17D, les titres de virémie des deux vaccins sont
restés dans les limites acceptables, quels que soient le groupe et les singes

L’ensemble des singes a subi une séroconversion aprés l'inoculation intracérébrale du
vaccin TV, et aucune réactivité croisée avec le virus YF 17D n’a été détectée. Les titres
sérologiques contre les 4 sérotypes ne variaient pas significativement au sein du groupe.

Suite a I'inoculation, aucun signe clinique lié au vaccin, ni modification de la prise alimentaire
ou de poids corporel, ni de changement sérique ou des parameétres hématologiques n’ont
eté observé. Aucun des deux vaccins n’a induit de constatation pathologique majeure.
Aucun résultat histopathologique dans les tissus non neuronaux n’a été signalé. Le seul
signe clinique possible lié au test était limité a la dilatation des pupilles.

Dans les tissus nerveux, une faible neurovirulence du vaccin TV CimeriVax-DENV a été
mise en évidence. Dans les deux groupes, les lésions liées au vaccin, diagnostiquées dans
les méninges et dans le cerveau ou la moelle épiniere des singes étaient limitées a une
inflammation légére a modérée. Ces lésions ont été retrouvées chez 10 des 11 singes
vaccinés avec YF 17D, et chez 6 des 11 singes traités avec ChimeriVax-DENV. De surcroit,
les lésions nerveuses observées dans le groupe ChimeriVax-DENV étaient
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significativement moins sévéres que celles du groupe vacciné avec YF 17D

Enfin, la transmission des souches vaccinales par les moustiques vecteurs est également
étudiée. Comme démontré précédemment, aucun des candidats vaccins vivants atténués
étudiés a ce jour n’induit de virémie suffisamment importante chez les patients vaccinés,
pour infecter un moustiqgue hématophage. De plus, si un moustique se retrouve infecte, les
virus ne se reproduisent pas suffisamment pour permettre une transmission vectorielle
ultérieure. Comme mesures d’atténuation et d’innocuité, en utilisant des souches parentales
témoins, les chercheurs doivent justifier que les futurs vaccins aient une capacité réduite a
infecter, se répliquer et a se disséminer chez les vecteurs, notamment Ae. aegypti, qui ont
été infectés dans un laboratoire contrélé

Pour conclure, ces études non clinigues ont démontré que le futur vaccin TV est
génétiqguement et phénotypiquement stable, non hépatotropique, moins neurovirulent que
le vaccin YF 17D et n’infeste pas les moustiques lors de la pigQre

Cette technologie ChimeriVax offre une bonne probabilité de développement d’'un vaccin
contre le DENV. Les caractéristiques du vaccin comprennent le potentiel de formulation a
dose unique, le potentiel réduit d’interférence entre les souches individuelles dans une
formulation tétravalente, 'immunité durable, une réactogénicité absente ou minimale et le
faible colt de fabrication. Sur la base des données recensées, la ou les formulations
tétravalentes idéales pour 'lHomme peuvent contenir chacun des 4 sérotypes du virus
ChimeriVax-DEN a doses égales (par exemple 5,5, 5,5 0u 4, 4, 4, 4 log10 PFU) et pourraient
étre administrées deux fois, a intervalles de 6 mois, afin de garantir une séroconversion
efficace

Une fois ces évaluations in vitro et in vivo satisfaisantes, les évaluations cliniques de phase
[, Il puis Ill peuvent étre entreprises. Toutefois, ces études précliniques peuvent se
poursuivre parallélement aux phases cliniques de développement.

Le développement clinique d'un vaccin se déroule suivant 3 phases, mentionnées
précédemment (cf. 3.2.2. Recherche et découvertes vers des preuves d’'un concept
clinique), auxquelles s’ajoute une phase 4 post-commercialisation.

Les essais cliniques permettent d’évaluer I'innocuité, la tolérance et limmunogénicité du
candidat vaccin chez ’'Homme. De plus, des essais de phase Ilb qui étendent et prolongent
ceux de phase Il dans des populations a risques pourraient donner des informations
préliminaires d’efficacité du vaccin dans la population cible.

a) Etudes de phase |

Tout d’abord, plusieurs études de phase | ont été menées. A ce stade, les essais sont
réalisés principalement sur un nombre limité de sujets. L’objectif étant d’évaluer la tolérance
du vaccin ainsi que les potentiels effets indésirables (El) et d’obtenir des informations
préliminaires sur son pouvoir immunogéene chez 'Homme.
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ETUDE D’UN VACCIN MONOVALENT

Un essai de phase | randomisé en double aveugle pour évaluer un vaccin monovalent contre
le sérotype 2, ChimeriVax-DENZ2, par rapport & YF-VAX (YF 17D), a été lancé sur des
adultes en zones non endémiques (Figure 65).

Quarante-deux sujets sains de 18 a 49 ans, sans immunité préalable au YFV, JEV, TBEV
ont recu une dose élevée de ChimeriVax-DEN2 (5 logio UFP), une dose faible (3 logio UFP)
ou une dose de YF-VAX. Dans une étude ouverte, 14 sujets précédemment vaccinés contre
YFV ont regu une dose élevée du candidat vaccin dans le but de déterminer I'effet d’'une
séropositivité antérieure au YFV sur ChimeriVax-DEN2 (Guirakhoo et al., 2006).
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Figure 65 : Vue d’ensemble des résultats de I'étude de ChimeriVax-DEN2 (Vedrunes, 2017).

Un mois post-vaccination, 'immunogénicité a été évaluée sur la base de la réponse en Ac
neutralisants représentée par le taux de séroconversion au DENV2 sauvage (souche
16681) ou au YFV, par PRNTso. Les deux doses de ChimeriVax-DEN2 ont démontré des
niveaux élevés d’Ac neutralisants contre la souche homologue DENV2. 100% et 92,3% des
sujets initialement séronégatifs inoculés respectivement avec 5,0 et 3,0logioc UFP de
ChimeriVax-DENZ2 ont été séroconvertis. Parmi les sujets témoins inoculés avec YF-VAX,
92% de séroconversion au YF 17D a été observé. Aucun des sujets séronégatifs au YFV,
vaccinés avec ChimeriVax-DEN2 n’a été séroconvertis au YF 17D. Chez ces mémes sujets,
les réactivités croisées avec les sérotypes hétérologues DENV1, 3 et 4 étaient limitées, de
faibles taux de séroconvertion ont été constatés. En revanche, dans 'étude ouverte, le taux
d’Ac neutralisants a réactivité croisée contre les 3 autres sérotypes hétérologues a
augmenté. La totalité des sujets immunisés contre YFV et vacciné avec ChimeriVax-DEN2
ont été séroconvertis aux 4 sérotypes du DENV, et étonnamment les taux d’Ac neutralisants
contre ces sérotypes ont persisté apres 1 an.

Les Ac neutralisants a réactivité croisée les plus élevés et les plus faibles étaient dirigés
respectivement contre DENV1 et DENV4,
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Suite a l'injection du vaccin monovalent, le profil des El était d’intensité Iégére a modérée
et similaire a celui observe avec YF-VAX.

Cette étude a démontré que le profil d'innocuité et d'immunogénicité du vaccin monovalent
est cohérent avec celui du YF-VAX. De plus la pré-immunité au YFV n’interfere pas avec
'immunisation ChimeriVax-DEN2. Toutefois une réponse en Ac neutralisants croisée contre
les 4 sérotypes du DENV durable est induite.

ChimeriVax-DEN2 s’est révélé sir et immunogéne. Dés lors, une formulation tétravalente
de vaccin contre le DENV sur des adultes sains peut étre testée

ETUDE D’UNE FORMULATION TETRAVALENTE EN ZONE NON ENDEMIQUE
Sanofi Pasteur a développé une formulation tétravalente (TDV) qui a fait I'objet d’'une étude.
L’innocuité et 'immunogénicité du TDV ont été évaluées chez 66 adultes sains de 18 a 45
ans randomisés en 2 groupes. Pour I'inclusion a I'’étude, l'infection ou la vaccination par un
Flavivirus ou une résidence de 12 semaines dans une zone de forte endémicité de dengue
ont été exclues.
Au total, 33 sujets étaient inscrits dans chaque groupe :

- le groupe 1 arecu 3 doses de TDV a0, 4 et 12-15 mois,

- le groupe 2 a recu un placebo de NaCl a 0 mois puis 2 doses de TDV a 4 et

12-15 mois.

Chaque dose de 0,5mL de TDV, contenait 5 logio de DICCso de chaque sérotype du DENV
et a été administrée en SC, tout comme le placebo.

Au cours de cette étude, les Ac neutralisants dirigés contre les 4 sérotypes ont été mesurés
pré- et post-vaccination. Les parametres biologiques ainsi que la virémie ont été mesurés
et les El enregistrés.

Les résultats ont montré une RI accrue avec les injections successives. 100% des sujets
ont été séroconvertis contre les 4 sérotypes aprés avoir recu 3 doses a 0, 4 et 12-15 mois
et presque tous aprés 2 doses administrées entre 8 et 11 mois d’intervalle. Cependant, de
faibles niveaux de virémie pour le sérotype 4 ont été détectés.

Dans I'ensemble, aucun événement indésirable grave n’a été signalé. Les manifestations
systémiques les plus répandues étaient des céphalées, des myalgies ou des malaises.
L'évaluation globale de l'innocuité des doses successives a montré qu'une premiére dose
de TDV n'augmentait pas la réactogénicité des deux doses suivantes.

En conclusion, le TDV de Sanofi Pasteur a été bien toléré et a induit une Rl compléte contre
les 4 sérotypes aprées 3 injections du vaccin. Des études dans des populations immunitaires
au Flavivirus, ou chez un plus grand nombre (en particulier les enfants) sont encore
nécessaires
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ETUDE D’UNE FORMULATION TETRAVALENTE EN ZONE ENDEMIQUE
Dans une étude de phase | randomisée, contrdlée avec I'observateur aveugle, réalisée aux
Philippines, des groupes de sujets de 2 a 5 ans, de 6 a 11 ans, de 12 a 17 ans et de 18 a
45 ans ont recgu :

- soit 3 injections du TDV a 0, 3-5 et 12 mois (TDV — TDV — TDV),

- soit une injection de vaccin typhoide au mois 0 puis 2 injections du TDV a 3-5

et 12 mois (TyVi— TDV — TDV).

Ces deux groupes ont été suivis pour I'innocuité et I'immunogénicité. La sécurité biologique
et la virémie du virus vaccinal ont également été évaluées.

Apres 3 injections de TDV, tous les vaccinés présentaient un taux de séroconversion
important (> 88%) pour les sérotypes 1 a 4 du DENV :

- 91%, 100%, 96%, 100%, respectivement, chez les 2 a 5 ans,

- 88%, 96% 96%, 92% chez les 6 a 11 ans,

- 88%, 83%, 92%, 96% chez les adolescents de 12 a 17 ans,

- 100% pour tous les sérotypes chez I'adulte.
Une réponse similaire a été observée pour le groupe TyVi — TDV — TDV apres les 2
injections de TVD.
Aucun EI grave lié au vaccin n’a été signalé. Comme événements néfastes, seules des
douleurs au site d’injection, des céphalées, de la fievre, malaises, myalgies et asthénie
d’intensité 1égére a modérée dans la plupart des cas et transitoires, ont été recensés. De
plus, suite aux vaccinations successives, la réactogénicité n’a pas augmenté et n’était pas
plus élevée chez les enfants que chez les sujets plus agés. Dans les 2 groupes, le taux de
virémie est resté faible apres chaque dose TDV.

Le profil d'innocuité de la formulation tétravalente dans une zone endémique était conforme
aux études antérieures en zones naives de Flavivirus. Ces résultats ont ouverts la voie a
des essais d’efficacité et d'innocuité a plus grande échelle, les études de phase Il

b) Etudes de phase Il

Ces études de phase Il permettent de recueillir des données de sécurité, d’innocuité,
d’efficacité du candidat vaccin dans la population cible. Les essais sont réalisés sur un plus
grand nombre de sujets. Ainsi la dose optimale, le calendrier vaccinal et le profil de sécurité
peuvent étre définis.

Des essais de phase llb sont des essais étendus afin de prouver un concept d’efficacité.
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ETUDES SUR DES ADULTES POUR TESTER DIFFERENTES FORMULATIONS
Le vaccin CYD-TDV a démontré son immunogénicité, son efficacité et sa bonne tolérance
lors des essais de phase |I.
Cette étude américaine de phase Il multicentrigue randomisée, en double aveugle, a été
réalisée afin d’évaluer diverses formulations tétravalentes du candidat vaccin chez des
adultes sains :

- CYD-TDV 5555 (5 logio DICCso des sérotypes 1 a 4),

- CYD-TDV 5553 (5 logio DICCso des sérotypes 1 a 3 et 3 logio DICCso du

sérotype 4),
- CYD-TDV 4444 (4 logi0 DICCso des sérotypes 1 a 4).

Au total, 260 sujets ont recu 3 doses administrées a 6 mois d’intervalle. L'immunogénicité a
été évaluée par PRNT.

Apres vaccination compléte, les taux de séropositivité pour les sérotypes 1 a 3 étaient les
plus élevés avec CYD-TDV 5553 et les plus faibles avec CYD-TDV 4444. Le taux de
séropositivité pour le sérotype 4 était similaire avec les formulations 5555 et 4444 mais
beaucoup plus faible avec CYD-TDV 5553. Aprés la 2¢™¢ injection, la formulation 5555 a
entrainé une RI supérieure au sérotype 4 par rapport au CYD-TDV 5553 avec
respectivement, des taux de séropositivité de 89,7% et 58,3%.

Les résultats d’innocuité et réactogénicité étaient similaires pour les 3 formulations.
Cependant, le pourcentage de sujets déclarant des réactions au site d’injection était
inférieur avec la formulation 4444 que dans les deux autres formulations. Aucun des El
graves recensés n’était lié a la vaccination.

Par conséquent, le développement de la formulation CYD-TDV 5555 s’est poursuivi dans
les études suivantes

ETUDE SUR DES ENFANTS EN ZONE ENDEMIQUE ASIATIQUE

Une nouvelle étude randomisée et contrélée de phase Ilb a été menée en Thailande sur
4002 enfants de 4 a 11 ans. L’objectif principal était d’évaluer I'efficacité du CYD-TDV contre
une dengue virologiquement confirmée (VCD), survenant 1 mois ou plus post-vaccination
complete, indépendamment de la gravité ou du sérotype.

Les sujets ont été assignés au hasard pour recevoir 3 injections (0, 6 et 12 mois) du candidat
vaccin (2669 sujets), d’'un vaccin de contrdle (contre la rage) ou d’un placebo (1333 sujets).
Deux cohortes ont constitué le groupe contréle : 'une recevant une premiére injection du
vaccin contre la rage inactivée (Verorab, Sanofi-Pasteur) puis 2 injections de placebo (NaCl)
et 'autre 3 injections de placebo.

Toute maladie fébrile aiglie a été étudiée. 134 cas de VCD ont été diagnostiqués au cours
de I'étude dont 4 sujets témoins ont présenté 2 épisodes.
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En intention de traiter, I'efficacité était évaluée a 34,9%. En per protocole, I'efficacité globale
du CYD-TDV s’est averée étre plus faible, 30,2%. Une analyse spécifique aux sérotypes a
révélé une hétérogénéité suggérant que I'efficacité différait selon le sérotype (per protocole):

- 55,6% pour DENV-1,

- 9,2% pour DENV-2,

- 75,3% pour DENV-3,

- 100% pour DENV -4.

Dans cette étude, plusieurs raisons peuvent expliquer 'efficacité particulierement basse de
CYD-TDV contre le sérotype 2 (9,2%) :

- enraison de mutations sur la glycoprotéine E, le génotype du DENV2 circulant
en Thailande avait une inadéquation antigénique avec la souche du virus
vaccinal,

- au cours des essais, le PRNT, utilisé pour déterminer les titres d’Ac
neutralisants a été effectué sur des cellules Vero qui n’ont pas les Rc Fcy sur
la surface de la cellule. Comme le phénomene ADE peut jouer un role
important in vivo en utilisant ces Rc, ce dosage peut ne pas prédire réellement
I'efficacité du vaccin,

- étant donné que le vaccin contenait de nombreux épitopes a effet croisé, il est
possible qu’intervienne le potentiel de neutralisation des Ac in vivo conduisant
a une faible efficacité.

Au cours de I'étude, peu d’El n’a été signalé : 12% d’El dans le groupe vacciné contre 13%
dans le groupe placebo. En revanche, aucune manifestation indésirable grave liée au vaccin
n’a été signalée dans le groupe vacciné avec CYD-TDV, et un unique cas est survenu dans
le groupe témoin placebo. Les El étaient principalement des troubles médicaux liés a I'age.
Dans I'ensemble, les El dans chaque groupe étaient semblables et de proportion similaire.
L’absence d’El graves liées au vaccin ou de tout autre signal de sécurité au cours des 2 ans
de suivi actif de plus de 2600 sujets est remarquable.

La surveillance active a mis en avant 2266 épisodes fébriles, dont 2263 ont été testés par
RT-PCR et ELISA Ag NS1. Quel que soit le sérotype, lorsque tous les épisodes ont été
considérés, les caractéristiques cliniques des épisodes de dengue étaient semblables. De
méme, pour le sérotype 2 contre lequel le vaccin n’a pas montré d’efficacité, ces
caractéristiques cliniques étaient semblables dans les 2 groupes. 5 cas de dengue (3 du
groupe vacciné et 2 du groupe témoin) ont été classés comme dengue sévere. Apres au
moins une injection, I'incidence de dengue séveére était de 0,058% dans le groupe vacciné
et de 0,078% dans le groupe témoin. Le manque d’efficacité observé contre DENV2 devrait
étre approfondi.

Ces données démontrent qu’un vaccin sar contre le DENV est possible. Ces résultats ont
des implications importantes pour le développement du CYD-TDV basé sur la technologie
du vaccin recombinant. Des études de phase Il a plus grande échelle fourniront des
données indispensables pour la mise sur le marché de ce dernier
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ETUDES SUR DES ENFANTS EN ZONE ENDEMIQUE AMERICAINE LATINE
Une seconde étude de phase Il en zone endémique a été réalisée. Il s’agit d’'une étude
randomisée contrdlée sur des enfants et adolescents sains de 9 a 16 ans en Colombie, au
Honduras, au Mexique et a Porto Rico. Les sujets ont recu a 0, 6 et 12 mois :

- soit 3 injections de CYD-TDV,

- soit 2 injections d’'un placebo ( NaCl 0,9%) puis 1 injection d’un vaccin de

contrble (tétanos, diphtérie, coqueluche acellulaire).

Au début de I'étude, les taux d’Ac neutralisants pour le CYD-TDV et le groupe témoin, pour
les 4 sérotypes, étaient similaires. Apres chaque dose de CYD-TDV, les titres d’Ac
neutralisants mesuré par PRNTso ont augmenté pour les 4 sérotypes.
Selon le statut immunitaire contre le Flavivirus le taux d’Ac neutralisants différait.
Comparativement aux sujets séronégatifs, les sujets vaccinés séropositifs contre le
Flavivirus avant 'immunisation avaient des titres d’Ac plus élevés lors de 'immunisation.
Initialement, pour 'ensemble des sujets, le taux de séropositivité contre la dengue était de
64,1%, 69,3%, 69,6% et 62,6% pour les sérotypes 1 a 4, respectivement. Post vaccination
complete, 100%, 98,6% et 93,4% des sujets étaient séropositifs pour au moins 2, au moins
3 ou les 4 sérotypes, respectivement. Aucune modification appréciable des taux de
séropositivité n’a été observée dans le groupe témoin.
Comparativement aux sujets séronégatifs, les vaccinés séropositifs contre le Flavivirus
avant I'immunisation avaient des titres d’Ac plus élevés lors de 'immunisation :

- 77,9% pour les séronégatifs,

- 97,6% pour les séropositifs.
Le taux de VCD pour les 4 sérotypes du DENV était plus faible chez les vaccinés que chez
les témoins.
De plus, une diminution du nombre d’El aprés chaque vaccination successive a été
observée.
Le candidat vaccin TV avait un profil d'innocuité favorable et a entrainer des Rl contre les 4
sérotypes chez les 9-16 ans en Amérique latine.
Le contraste entre cette étude et la précédente menée en Thailande a été attribué a la
difference épidémiologique et aux souches virales circulantes différentes. Ces résultats
soutiennent la poursuite des études de développement

c) Etudes de phase Il

Dans le cadre de la phase lll, Dengvaxia® a fait I'objet de deux études pivots randomisées,
CYD14 et CYDI15. Le promoteur, Sanofi Pasteur, a concu ces études, effectué les tests
d’échantillons et analysé les données. Ces deux essais cliniques jumeaux ont été lancés en
parallele en Asie-Pacifigue et en Amérique latine, afin d’évaluer I'efficacité clinique d’'un
calendrier vaccinal de 3 doses administrées a six mois d’intervalle (0, 6 et 12 mois) contre
une VCD, ainsi que l'innocuité de ce vaccin (Figure 66). Ces études étaient controlées
contre un placebo, une solution de NaCl a 0,9%.

L’étude CYD14 (Figure 66), a été menée en 2014 dans 5 pays asiatiques (Indonésie,
Malaisie, Philippines, Thailande et Vietham) aupres de 10 275 sujets sains, agés de 2 a 14
ans lors de la premiere injection.
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L’étude CYD15 (Figure 66) a pour sa part été réalisée en 2015 dans 5 pays d’Amérique
latine (Brésil, Colombie, Mexique, Honduras et Porto Rico), et comptait 20 869 sujets sains,
agés de 9 a 16 ans lors de la premiere injection.

Dans chacune des études, les sujets ont été répartis de fagon aléatoire selon un rapport 2:1
en un groupe recevant le CYD-TDV et un recevant le placebo (Sanofi Pasteur, 2019; Villar
et al., 2015; World Health Organization, 2016).

Region: Asia Pacific Latin America
The Philippines, Thailand, Indonesia, Brazil, Colombia, Honduras, Mexico, and
Countries: Z : g
Malaysia, and Vietnam Puerto Rico
Age of
o) ava s
Ralidnak: 2 to 14 years 9 to 16 years
# centers 11 22
10,275 individuals randomized 2:1 20,869 individuals randomized 2:1
Dengvaxia: N= 6851 Dengvaxia: N= 13,920
Sample size | Placebo (0.9% NaCl): N= 3424 Placebo (0.9% NaCl): N= 6949
Subset for immunogenicity and reactogenicity | Subset for immunogenicity and reactogenicity
evaluation: 2000 individuals (~20%) evaluation: 2000 individuals (~10%)

Figure 66 : Etudes de phase Il CYD14 et CYD15 randomisées (Sanofi Pasteur, 2019).

Le protocole prévoyait une surveillance visant a détecter une dengue symptomatique,
indépendamment de la gravité ou de I'hospitalisation, dés l'inclusion a I'’étude et au cours
des 13 mois suivant la derniére injection, c’est-a-dire 25 mois apres la premiére dose (MO-
25), appelée phase active. Puis a partir du 25°™ mois, la surveillance visait a détecter les
hospitalisations pour dengue sévére, appelée phase hospitaliere ou suivi a long terme.

Le critere d’évaluation principal était de démontrer une efficacité significative de
Dengvaxia® de 28 jours a 13 mois apres vaccination compléte, pour prévenir la survenue
de cas de dengues symptomatiques, quels que soient la gravité et le sérotype impliqué
(Figure 67).

L’efficacité a également été évaluée en fonction des tranches d’age, du statut sérologique
au moment de l'inclusion dans 'étude et de 'endémicité du pays ou non.

De plus, l'efficacité du vaccin contre une forme séveéere a été estimée, ainsi que le nombre
d’hospitalisations pour dengue (Sanofi Pasteur, 2019; Vannice et al., 2018; Villar et al.,
2015; World Health Organization, 2016).
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Figure 67 : Calendrier vaccinal des études CYD14 et CYD15 (Sanofi Pasteur, 2019).

Les cas de dengue ont été définis comme suit :

- un épisode fébrile aigu avec une température = 38°C au moins 2 jours

conseécutifs,

- une confirmation virologique par dépistage par RT-PCR et/ou test ELISA.
Toutefois, on retrouve des critéres d’exclusion, tels qu’une maladie aiglue fébrile, une
vaccination de moins de 4 semaines avant l'inclusion, une immunodéficience acquise ou
congénitale.

La vaccination induit la production d’Ac neutralisants contre les 4 sérotypes du DENV
mesurés par le test PRNTs0. Une réponse des Ly T contre les Ag structuraux des virus de
la dengue, ainsi que contre les Ag non structuraux du virus vaccinal de la fievre jaune est
induite post-vaccination.

Suite a une évaluation de I'état sérologique lors de l'inclusion dans I'étude, les sujets avec
un résultat de PRNTso > 10 contre un ou plusieurs sérotypes étaient considérés comme
séropositifs dés le début de I'étude, résultats interprétés comme preuve d’une preé-
exposition a au moins un des 4 sérotypes. Dans CYD14 environ les deux tiers des
participants étaient immunisés contre la dengue contre au moins 1 sérotype. Dans CYD15,
environ 80% étaient initialement séropositifs (Sanofi Pasteur, 2019; Vedrunes, 2017; Villar
et al., 2015; World Health Organization, 2016).

RESULTATS DES ETUDES CYD14 T CYD15
Les analyses d’efficacité ci-dessous sont présentées :

- en per protocole (critere d’évaluation principal) c’est-a-dire incluant tous les
sujets ayant recu les 3 doses de vaccins, donc au cours des 13 mois suivant
la derniére vaccination (M12 a M25),

- en intention de traiter, c’est-a-dire incluant les sujets ayant regu au moins
une injection, donc tout au long de la phase active, c’est-a-dire au cours des
25 mois suivant la premiere vaccination (MO a M25).
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Etude CYD14
Dans I'analyse per protocole (Figure 68), le critére principal a été atteint avec une efficacité

globale du candidat vaccin de 56,5% et de 54,8% en intention de traiter (Figure 69). Ainsi
le vaccin a été jugé modérément efficace.

Bien que l'efficacité se soit améliorée par rapport a celle de la phase I, I'efficacité per
protocole pour le sérotype 2 reste faible et statistiquement insuffisante : 35% (IC a 95% : -
9,2 ;61,0). Elle est de 50% (IC a 95% : 24,6 ; 66,8) pour le DENV1, 78,4% (IC 4 95% : 52,9 ;
90,8) pour DENV3 et 75,3% (IC a 95% : 54,5 ; 87,0) pour DENVA4.

De plus, chez les sujets antérieurement séropositifs au début de I'étude, l'efficacité était
supérieure (74% (IC a 95% : 53,2 ; 86,3)) a celle des sujets séronégatifs (35,5% (IC a 95% :
-26,8 ; 66,7))

Etude CYD15

Lors de I'analyse per protocole (Figure 68), I'efficacité globale du vaccin a atteint 60,8%. Et
I'analyse en intention de traite (Figure 69) a révélé une efficacité de 64,7%.

Suivant le sérotype, I'efficacité du vaccin per protocole était variable : 50,3% (IC 95% : 29,1 ;
65,2), 42,3% (IC 95% : 14,0 ; 61,1), 74% (IC 95% : 61,9 ; 82,4) et 77,7% (IC 95% : 60,2 ;
88,0) pour DENV- 1, DENV-2, DENV-3 et DENV-4, respectivement.

De méme que I'étude CYD14, I'efficacité du vaccin s’est révélée plus élevée chez les sujets
séropositifs : 83,7% (IC 95% : 62,2 ; 93,7), que chez les sujets séronégatifs : 43,2% (IC 95%
:-61,6 ; 80,0).

Ces analyses ont permis d’avoir des résultats significatifs pour chaque sérotype, et de se
rassurer quant a l'efficacité contre le DENV2 méme si 'on peut observer une différence
d’efficacité entre tous les sérotypes

Malgré les différences d’age a la vaccination et de contexte épidémiologique les estimations
d’efficacité vaccinale étaient comparables dans ces 2 études.

Lors des 2 études, en cas de maladie fébrile, en plus des tests faits selon le lieu de prise en
charge, 2 échantillons de sang doivent étre prélevés afin de confirmer la dengue :

- I'un obtenu dans les 5 jours, suivant I'apparition de la fievre, en phase aigue,
afin de rechercher a la fois la présence du virus par RT-PCR quantitative et
d’effectuer un test de recherche de 'Ag NS1,

- Tlautre, 7 a 14 jours apres, en phase de convalescence pour mettre en
évidence des IgM et IgG.

CYD14 et CYD15 combinées
L’estimation globale combinée des deux études pivots CYD14 et CYD15 (sujets de 2 a 16

ans), tous sérotypes confondus, de l'efficacité du candidat vaccin contre la dengue, de M13
a M25 (Figure 68) était de 59,2% et de 60,3% 25 mois suivant la premiére injection (Figure
69)
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Dans ces deux études, I'efficacité per protocole du vaccin était moindre contre le DENV1 et
2 que contre DENV3 et 4 :

- DENV1:50,2 (IC95% : 35,6 ; 61,5),

- DENV2:39,6 (IC95% : 18,7 ; 55,2),

- DENV3:74,9 (IC 95% : 65,1 ; 82,0),

- DENV4:76,6 (IC 95% : 65,0 ; 84,4) (World Health Organization, 2016).

De plus l'estimation de l'efficacité du vaccin selon le statut sérologique des sujets a
I'inclusion suit celles des deux études séparées. Une efficacité supérieure chez les sujets
séropositifs par rapport aux séronégatifs a été observée, atteignant 78,2% (IC 95% : 65,4 ;
86,3) contre 38,1% (IC 95% : -3,4 ; 62,9) (Vannice et al., 2018; World Health Organization,
2016).

Dengvaxia Control Vaccine Efficacy
Study n (N) n (N) (95% CI)
CYD14 117 (6709) 133 (3350) E —— 56.5 (43.8; 66.4)
1
CYD15 176 (12,573) 221 (6261) ' —— 60.8 (52.0: 68.0)
1
)
CYD14+CYD15 293 (19,282) 354 (9611) - s 2 59.2 (52.3; 65.0)

-25 0 25 50 75 100
- >

—
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Figure 68 : Efficacité vaccinale contre la dengue confirmée chez les sujets de 2 a 16 ans, aprés 3
injections (M13-15) (Sanofi Pasteur, 2019).

Dengvaxia Control Vaccine Efficacy
n (N) n (N) (95% ClI)

CYD14 286 (6848) 309 (3424) E -0~ 54.8 (46.8,61.7)
'

CYD15 277 (13,914) 385 (6940) E s 64.7 (58.7, 69.8)
1

CYD14+CYD15 563 (20,762) 694 (10,364) : L 60.3 (55.7, 64.5)

r 1 .5
=25 0 25 50 75 100

< >
Favors Control Favors Dengvaxia

Figure 69 : Efficacité vaccinale contre la dengue confirmée chez les sujets de 2 a 16 ans, des la
premiére injection (M0-25) (Sanofi Pasteur, 2019).

L’efficacité du candidat vaccin contre n’importe quel sérotype de la dengue était
généralement cohérente dans les deux types d’analyse, per protocole et en intention de
traiter, dans les études individuelles et analyses regroupées.

Cependant 'efficacité a également été étudiée en incluant'’age des sujets. Elle s’est révélée
plus faible dans le groupe le plus jeune, agé de 2 a 5 ans de I'étude CYD14 que dans les
groupes les plus agés de 12 a 14 ans et 12 a 16 ans des études CYD14 et CYD15,
respectivement :

- 2ab5ansdel'étude CYD14 :33,7% (IC 95% : 11,7 ; 50,0),

- 12 a14 ans de I'étude CYD14 : 74,4% (IC 95% : 59,2 ; 84,3),

- 12 a 16 ans de I'étude CYD15: 67,6% (IC 95% : 59,3 ; 74,3) (World Health

Organization, 2016).
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Ces analyses ci-dessus incluent toutes les tranches d’age y compris les sujets de <9 ans,
pour lesquels le vaccin n’est actuellement pas indiqué. Une méta-analyse post-hoc a été
limitée aux participants de 2 9 ans de CYD14 et 15 (Figure 70). Et I'estimation groupée de
I'efficacité obtenue est de 65,6% (IC 95% : 60,7 ; 69,9). Le vaccin a été jugé moins efficace
(44,6%) chez les vaccinés de < 9 ans.

De plus, une hétérogénéité de l'efficacité (M0-25) selon le sérotype du DENV (Figure 70A)
similaire a celle des études séparées est observée chez les 9-16 ans (CYD14 + 15) :

- DENV1:584 (IC95% : 47,7 ; 66,9),

- DENV2:47,1 (IC95% : 31,3 ;59,2),

- DENV3:73,6 (IC95% :64,4;80,4),

- DENV4:83,2 (IC95% : 76,2 ; 88,2).

Suivant le statut sérologique initial des sujets, tous sérotypes confondus I'efficacité dans les
25 mois suivant la premiére injection obtenue chez les sujets de = 9 ans (CYD14 + 15) était
de :

- 81,9% (IC 95% : 67,2 ; 90) chez les séropositifs,

- 52,5% (IC 95% : 5,9 ; 76,1) chez les séronégatifs (Figure 70A).

Cette stratification par tranche d’age dans les études a conduit a I'indication de I'dge a partir
de 9 ans
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Figure 70 : Efficacité vaccinale selon la tranche d’age, le sérotype, et le sérostatut (Hadinegoro et
al., 2015).

Pour expliquer les résultats de ces observations en termes d’age et de séropositivite,
I'hypothése serait que la vaccination pourrait s’apparenter a une infection naturelle
silencieuse chez les enfants séronégatifs, en proportion importante parmi les groupes les
plus jeunes, qui permettrait un mécanisme d’ADE lors d’'un contact ultérieur avec un virus
sauvage de la dengue entrainant une forme sévere.

Ces informations, associées aux résultats par tranches d’age, expliquent que le vaccin soit
indiqué a partir de 9 ans, en zone endémique (Vedrunes, 2017; World Health Organization,
2016).
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Selon le pays et son endémicité, I'efficacité du vaccin variait, allant de 31,3% (IC 95% : 1,3 ;
51,9) au Mexique a 79% (IC 95% : 52,3 ; 91,5) en Malaisie.
Vraisemblablement, cette variabilité reflete deux facteurs influant la performance du vaccin :
- une séropositivité initiale,
- les sérotypes en circulation (\World Health Organization, 2016).

L’efficacité vaccinale a également été démontrée dans les deux études contre les cas de
VCD hospitalisés (HVCD) (Figure 71) et les VCD cliniquement sévéres (SVCD) (Figure
72), d0 a l'un des 4 sérotypes pendant la phase active (M0-25).
Les estimations suivent celles des analyses précédentes. L'efficacité vaccinale en cas
d’HVCD (Figure 71) a été estimée a :

- 67,4% pour les sujets de 2 a 14 ans (CYD14),

- 80,3% pour les sujets de 9 a 16 ans (CYD15) (Sanofi Pasteur, 2019).

Dengvaxia Control Vaccine Efficacy
Stud n (N) n (N) (95% ClI)
CYD14 40 (6848) 61 (3424) E —— 67.4 (50.6; 78.7)
'
CYD15 17 (13,914) 43 (6940) E —— 80.3 (64.7; 89.5)
'
CYD14+CYD15 57 (20,762) 104 (10,364) : - 72.7 (62.3; 80.3)
J
-25 0 25 50 75 100

-— >
Favors Control Favors Dengvaxia

Figure 71 : Efficacité vaccinale contre les HVCD chez les sujets de 2 a 16 ans de M0 a 25 (Sanofi
Pasteur, 2019).

Chacune des études a montré une réduction considérable des cas de SVCD. Malgré le
faible nombre de patients déclarant des cas cliniques sévéres, l'efficacité vaccinale
observée (Figure 72) était de :

- 70% chez les 2-14 ans (CYD14),

- 95,5% chez les 9-16 ans (CYD15) (Sanofi Pasteur, 2019).

Dengvaxia Control Vaccine Efficacy
Stud n (N) n (N) (95% CI)
CYD14 12 (6848) 20 (3424) E — 70.0 (35.7; 86.6)
'
CYD15 1(13,914) 11 (6940) E — 95.5(68.8; 99.9)
1
CYD14+CYD15 13 (20,762) 31 (10,364) - —— 79.1 (60.0; 89.0)
I8
-25 0 25 50 75 100

< -
Favors Control Favors Dengvaxia

Figure 72 : Efficacité vaccinale contre les SVCD chez les sujets de 2 & 16 ans de MO a 25 (Sanofi
Pasteur, 2019).

En plus de l'efficacité, les analyses de suivi décrivent la tolérance du candidat vaccin et
I'innocuité a long terme, tel que recommandé par 'OMS.

L’objectif est d’évaluer la survenue d’El graves tout au long de I'étude, chez la totalité des
sujets. Par conséquent, tous les El graves survenus ont été documentés, évalués et
signalés au comité d’éthique et aux autorités réglementaires.
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Les réactions indésirables locales et systémiques observées post-vaccination par le
candidat CYD-TDV sont comparables a celles d’autres vaccins vivants atténués.
Pour I'étude asiatique CYD14, 647 manifestations indésirables graves ont été enregistrées :
- 402 dans le groupe vaccing,
- 245 dans le groupe placebo.
Dans chacun des 2 groupes, 1% des sujets ont présenté des El graves dans les 28 jours
suivant la dose 3. Ces événements étaient compatibles avec des troubles médicaux liés a
I'age et étaient principalement des infections et des blessures. Aucune hypersensibilité
immédiate ou réaction allergique et aucune maladie viscérotrope ou neurotrope n’ont été
signalées

Au cours de I'étude CYD15, les taux de manifestations indésirables graves étaient similaires
(0,6%) dans les deux groupes (vaccinés et témoins). Au cours des 28 jours suivant la
derniére injection, aucun décés n’est survenu. Cependant pendant toute la période d’étude,
12 déceés, non liés au vaccin, ont été signalés.
Quatre EI graves, sans séquelle, ont été jugés liés au vaccin par les chercheurs :
- dans le groupe vaccinal, sans virus détectable dans les échantillons :
o une crise d’'asthme modérée aprés la premiéere dose,
o une crise d'urticaire allergique aprés une deuxiéme injection,
o une polyneuropathie périphérique aiglie associée a une meéningite
virale,
- dans le groupe témoain :
o un trouble visuel transitoire apres la premiére injection.
De plus, Sanofi Pasteur a jugé une crise non spécifiée aprés une premiere injection, sans
virus vaccinal détectable comme un El grave.
De méme que dans I'étude CYD14, aucune réaction anaphylactique sévere liée au vaccin,
aucune maladie viscérotrope ou neurotrope n’a été signalée

Le but de ces analyses de suivi étant de vérifier que la Rl a la vaccination ne conféere pas
une prédisposition aux formes graves et qu’avec le temps, le risque de développer une
forme grave n’augmente pas, en raison du déclin du taux d’Ac neutralisants chez les
patients dont 'immunité n’a pas été renforcée naturellement.

Pour ce faire, lors de la 3™ année d’études, aprés la période de surveillance de I'efficacité
de 25 mois, l'incidence d’'HVCD a été évaluée. L’étude asiatique CYD14 a démontré une
incidence annuelle dHVCD de 0,4% dans le groupe vacciné et dans le groupe témoin et
I'étude américaine CYD15, quant a elle a prouvé une incidence annuelle de 0,1% dans le
groupe vacciné et 0,2% pour les témoins.

Dans la tranche d’age de 2-5 ans, I'incidence annuelle de I'hospitalisation du groupe vacciné
(1%) était 10 fois supérieure a celle du groupe témoin (0,1%), preuve d’'un mécanisme
d’aggravation de la pathologie par la vaccination. Ce résultat appuie les résultats
précédemment obtenus par stratification par age, et par conséquent l'indication du vaccin a
partir de 9 ans
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Le risque d’hospitalisations ou de cas séveres au cours des études est présenté a travers
les calculs de risque relatif (RR). Le RR mesure le risque d’'HVCD ou de SVCD, post-
vaccination par rapport au groupe témoin. Un RR < 1 indiqgue un effet favorable de
Dengvaxia®.

Le risque d’HVCD ou de SVCD chez les sujets de 2 a 16 ans sont présentés a travers les
calculs de RR au cours de la phase active (années 1 a 2) et pour un suivi a long terme, au
cours de la phase hospitaliere (années 3 a 5).

Pour les 2 études, une analyse prédéfinie par groupes d’age (Figure 77) a été réalisée au
cours de I'année 3 et a démontré une augmentation du nombre de cas graves et hospitalisés
chez les sujets vaccinés de 2 a 5 ans. Inversement, aucun exces de cas d’hospitalisation
n’a été observé dans le groupe vacciné par rapport aux témoins chez les sujets de 6-14 ans
de CYD14 et de 9-16 ans de CYD15 (Hadinegoro et al., 2015; Sanofi Pasteur, 2019).

L’étude CYD14 arevélé :

- un risque d’'HVCD (Figure 73) et de SVCD (Figure 74), pour 'ensemble de
I'étude (année 1 a 5), plus faible chez les sujets vaccinés par rapport aux
témoins avec un RR <1:

o RRuvep =0,673,
o RRsvep = 0,694,

- selon la tranche d’age (Figure 77), le RR de I'hospitalisation s’est révélé plus
élevé chez les plus jeunes au cours de la 3°™¢ année, bien que le nombre de
cas soit faible :

o 2-5ans:RR=7,45,
o 6-11ans:RR =0,63,
o 12-14 ans:RR =0,25 (Hadinegoro et al., 2015; Sanofi Pasteur, 2019).

HVCD -CYD14
2-14 years
Dengvaxia Control Relative Risk

Time Period n (N) n (N) (95% Cl)

Active Phase '

(Years 1-2) 40 (6,830) 61 (3,416) —— E 0.328 (0.21, 0.50)
'

Year 3 27 (6,778) 13 (3,387) —— 1.038 (0.52, 2.19)
1
)
1

Year 4 57 (6,755) 27 (3,376) —i— 1.055 (0.66, 1.74)
]

Year 5 48 (6,658) 28 (3,326) —— 0.856 (0.53, 1.42)
1
)

Hospital Phase : =

(Years 3-5) 132(6,730) 68 (3,363) -QI- 0.970(0.72, 1.32)

Entire Stud i

ntire Study '
(Years 1-5) 171(6,770) 127 (3,384) . ; 0.673 (0.53, 0.85)
01 1 10

“

Favors Dengvaxia Favors Control

Figure 73 : RR de cas d’HVCD par année et pendant la phase hospitaliere et I'ensemble de
I'étude CYD14 (Sanofi Pasteur, 2019).
Le risque d’HVCD était plus faible chez les vaccinés par rapport aux témoins (RR <1) pendant la
phase active (années 1 a 2), il a augmenté pendant la phase hospitaliére (RR lIégérement >1).
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SVCD - CYD14

2-14 yoars
Dengvaxia Control Relative Risk
Time Period n (N) n (N) (95% CI)
Active Phase '
(Years 1-2) 12 (6,830) 20 (3,416) —— E 0.300 (0.13, 0.64)
1
Year 3 11(6,778) 1(3,387) : © 5.497 (0.80, 236.60)
1
1
|
Year 4 13 (6,755) 6(3,376) —p— 1.083 (0.38, 3.47)
|
|
Year 5 14 (6,658) 9(3,326) -—Q-—‘: 0.777 (0.31, 2.04)
'
Hospital Phase ! -
(Years 3-5) 38 (6,730) 16 (3,363) »—r—~ 1.187 (0.65, 2.28)
Entire Study '
(Years 1-5) 50 (6,770) 36 (3,384) »0? 0.694 (0.44, 1.10)
0.1 1 10 100

Figure 74 : RR de cas de SVCD par année et pendant la phase hospitaliere et 'ensemble de
I'étude CYD14 (Sanofi Pasteur, 2019).
Pendant la phase active, le risque de SVCD était plus faible dans le groupe vacciné par rapport
aux témoins lors de la phase active avec un RR <1 comparativement a la phase hospitaliére
notamment 'année 3 ou le RR était >1.

L’étude CYD15 a prouvé :

- un risque d’'HVCD (Figure 75) et de SVCD (figure 76) plus faible chez les
sujets vaccinés par rapport aux témoins pendant les phases active et
hospitaliere avec RR <1 :

o RR#vep = 0,323,
o RRsvep =0,311,

- aucune tendance selon la tranche d’age (Figure 77) n’a été prouvée avec un

RR de 'hospitalisation < 1 lors de 'année 3 :
o 9-11 ans:RR =0,55,
o 12-16 ans : RR =0,50 (Hadinegoro et al., 2015; Sanofi Pasteur, 2019).

HVCD- CYD15
9-16 years

Dengvaxia Control Relative Risk
Time Period n (N) n (N) (95% CI)

Active Phase

i
(Years 1-2) 17 (13,719) 43 (6,844) —— i 0.197 (0.11, 0.35)
1
Year 3 16 (13,268) 15 (6,630) ._._i.. 0.533 (0.25, 1.16)
1
L]
Year 4 6 (13,009) 9 (6,524) —e— 0.334 (0.10, 1.05)
1
1
Year 5 7(11,933) 4(5,913) _.i— 0.867 (0.22, 4.04)
1
Hospital Phase '
(Years 3-5) 29 (12,354) 28 (6,148) »—0—': 0.515 (0.30, 0.90)
1
Entire Study I
{Years 1-5) 46 (12,809) 71 (6,380) —— : 0.323(0.22, 0.47)
0.1 1 10

Eavurs Dengvaxia Favors Contirol
Figure 75 : RR de cas d’'HVCD par année et pendant la phase hospitaliere et I'ensemble de
I'étude CYD15 (Sanofi Pasteur, 2019).
Pendant la phase active et la phase hospitaliere entiére, le risque d’HVCD était plus faible chez les
sujets vaccinés que chez les témoins (RR <1).
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SVCD - CYD15

9-16 years
Dengvaxia Control Hazard Ratio

Time Period n (N) n (M) (95%,
Active Phase !
(Years 1-2) 1(13,719) 11 (6,844) — ; 0.045 (0, 0.31)
Year 3 3 (13,268) 5 (6,630) — 0.300 (0.05, 1.54)
Year 4 2 (13,009) D (6,524) - NC

:

i
Year 5 4 (11,933) 0(5,913) ! NC
Hospital Phase " N
(Years 3-5) 9(12,5684) 5(6,148) . S 0.896 (0.27, 3.40)

Entire Study

(Years 1-5) 10 (12,809) 16 (6,380) ——

0.311(0.13, 0.73)
0.01 0.1
El

Favors Dengvaxia Favors Control

Figure 76 : RR de cas de SVCD par année et pendant la phase hospitaliére et 'ensemble de
'étude CYD15 (Sanofi Pasteur, 2019).
Pendant la phase active et 'année 3, le risque de SVCD était plus faible chez les sujets vaccinés
que chez les témoins (RR <1).

Relative Risk
Age group Year 3 (1* year Hospital Phase) (95% CI)
Study CYD14
2to 5 years old : & 7.45 (1,15, 313.8)
6 to 11 years old '—.-:—‘ 0.63 (0.22, 1.83)
12 to 14 years old '—Q—:—| 0.25 (0.02, 1.74)
9 to 11 years old -—.—:—- 0.55 (0.20, 1.54)
12 to 16 years old »—.—-—4 0.50 (0.13, 1.87)
0.01 0:1 1 1'0 160 1000
- .

Favors Dengvaxia Favors Control
Figure 77 : RR des cas grave et d’hospitalisation par tranche d’age lors de I'année 3 chez les
sujets de 2 a 16 ans (CYD14 et 15) (Sanofi Pasteur, 2019).

La vaccination a réduit considérablement I'incidence de la VCD et a montré des profils de

sécurité et de réactogénicité acceptables, résultats cohérents avec les études antérieures
de phase Il

3.2.5. Discussion

Suite & ces études de développement précliniques et cliniques, Dengvaxia® a été
homologué en décembre 2015. En juillet 2016, TOMS a rendu sa position sur 'utilisation de
ce vaccin, sur la base des recommandations fournies par le groupe stratégique consultatif
d’experts (SAGE) en avril 2016. Ces recommandations s’appuyaient sur les observations et
résultats des études pivots CYD14 et CYD15 :

- lefficacité variait en fonction de I'dge, du sérotype, de la séroprévalence

initiale lors de la vaccination,
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- les hospitalisations et les cas sévéres ont été réduits chez les plus de 9 ans,
contre un risque accru de 2 a 5 ans,
- aucune augmentation du risque n’a été observee chez les 9 ans et plus.

Par conséquent, ’lhomologation a été demandée avec une indication a partir de 9 ans. De
plus, une hypothése pour 'augmentation des cas sévéres au cours du suivi a long terme
chez les plus jeunes était que la vaccination s’apparentait a une infection naturelle primaire
silencieuse chez les enfants séronégatifs pouvant entrainer une forme grave. Toutefois, le
SAGE areconnu qu’un risque accru de dengue grave et d’hospitalisation était une possibilité
théorique également dans les groupes plus agés. Il a alors été recommandé aux pays
intéressés par 'introduction du vaccin d’envisager son utilisation uniquement dans les zones
avec une seéroprévalence > 70%, et dans la tranche d’age cible afin d’optimiser le rapport
colt/efficacité et 'impact de la vaccination sur la santé publique.

Il s’agit d’'une recommandation conditionnelle sur l'utilisation du vaccin dans les zones
endémiques, telles que définies par une séroprévalence considérable. Bien qu’aucune
preuve de risque accru de dengue chez les sujets séronégatifs agés de 9 ans et plus ne
ressortait des données disponibles, 'OMS a mentionné la possibilité d’une faible efficacité
et d'un risque élevé de DHF chez les personnes séronégatives. De ce fait, le SAGE a
considéré comme prioritaire la poursuite des recherches sur l'efficacité et I'innocuité du
vaccin chez les patients séronégatifs. Le laboratoire a utilisé un nouveau test, développé
par I'Université de Pittsburgh, destiné a déduire le statut sérologique de pré-vaccination. Ce
nouveau test identifie les Ac contre la protéine NS1 permettant de distinguer une infection
antérieure d’'une vaccination. Ce test a été appliqué a des échantillons prélevés 13 mois
post-vaccination. Rétrospectivement, il a permis de classer les participants a I'étude parmi
ceux qui étaient susceptibles d’avoir été séropositifs ou non au moment de la réception de
la premiere vaccination. En novembre 2017, Sanofi-Pasteur a annoncé les résultats
d’études complémentaires menées pour décrire le rapport bénéfice/risque chez les sujets
séronégatifs. Ces tests ont permis d’apprécier I'efficacité et l'innocuité a long terme du
vaccin par statut sérologique avant la vaccination

Une estimation de I'impact des programmes de vaccination par Dengvaxia® a été menée
grace a des modeles mathématiques. Ces modeles reposaient sur 2 hypothéses :
- CYD-TDV mime une primo-infection naturelle asymptomatique, entrainant
une protection croisée temporaire contre tous les sérotypes ;
- along terme, modifie la probabilité de DF et DHF, suivant I'exposition au virus
au moment de la vaccination.
En supposant que la couverture vaccinale a 'age de 9 ans soit de 80%, le modele de
vaccination a prouvé que le déploiement du vaccin entrainerait une baisse globale de la
maladie dans les zones a transmission modérée a forte. Dans les zones a forte transmission
une baisse de 10 a 30% du nombre de cas de DF et d’hospitalisation est évaluée sur une
période de 30 ans.

Suite aux études de développement clinique, le rapport colt/efficacité de Dengvaxia® a été
évalué. Les colts liés a I'acquisition du produit et a la vaccination étaient inconnus, les
analyses ont donc été présentées sous forme de colt par personne entierement vaccinée.
L’année de vie ajustée sur l'incapacité (DALY) est la mesure habituellement utilisée en santé
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publique afin de tenir compte de la perte de valeur d’'une année en bonne santé, sans
maladie ni handicap dans la population.

En comparant les codts liés au vaccin par rapport aux colts de référence d’autre stratégie
de prévention et d’autres vaccins utilisés, une DALY évitée a été estimée a 2000$ US, dans
certains pays d’endémie.

Dans le contexte ou la séroprévalence est comprise entre 50 et 90% a I'age de 9 ans, la
vaccination présente un bon rapport colt/efficacité. Toutefois, ces résultats reposent sur
des indicateurs régionaux et ne peuvent se substituer aux analyses spécifiques aux pays
(World Health Organization, 2016).

Comme pour tout nouveau vaccin, plusieurs interrogations ressortent, telles que les
évenements indésirables consécutifs a la vaccination, la durée de protection induite par le
médicament et son efficacité lors de programmes de santé publique. Les réponses seront
issues d’études post-homologation et par des données de systémes nationaux de
surveillance (Wichmann et al., 2017).

3.2.6. Description du vaccin Dengvaxia®

- ™ i o
Dengvaxia 6,920
L] e
o @
Powder and solvent for suspension for injection e .
, Polvo y disol e para suspensién inyectable :'..
Dengue tetravalent vaccine (live, attenuated) .
Vacuna tetravalente contra el dengue (de virus vivos atenuados) Subcutaneous (SC) use
Powder (1 dose) in vial + 0.5 mL of solvent in a pre-filled after reconstitution
A > R Subcutanea (SC) después
syringe with 2 separate needles - Pack size of | LSRRI
Polvo (1 dosis) en vial + 0,5 mL de disolvente en una jeringa
SASTEUR %
prellenada con 2 agujas por separado - Presentacion de | s SANOFI PASTEUR w0

Figure 78 : Dengvaxia® (Franceinfo, 2019).

Dengvaxia® est donc, un vaccin vivant atténué prophylactique, dit TV car composé des 4
sérotypes du DENV.

Disponible en flacon mono-dose ou multi-doses (5 doses), le vaccin se présente sous forme
de produit stérile et lyophilisé a reconstituer avant l'injection. Le diluant servant a la
reconstitution dépend de la présentation du vaccin. Pour la forme mono-dose, une solution
stérile de NaCl a 0,4% en seringue pré-remplie sera utilisée, et une solution de NaCl a 0,9%
en flacon pour la forme multi-dose (Vedrunes, 2017; World Health Organization, 2016).
Cette poudre pour suspension contient environ 4,5-6 logio DICC50 des virus vaccinaux
vivants atténués de chacun des sérotypes (Thomas and Yoon, 2019; Vedrunes, 2017).

Le schéma vaccinal recommandé est fixé a 3 doses de 0,5mL injectées aprés reconstitution
en SC, a 6 mois d’intervalle (0, 6 et 12 mois). Selon ’'homologation, le vaccin est indiqué en
prévention des 4 sérotypes du DENV chez les sujets agés de 9 a 45 ans ou de 9 a 60 ans
vivants en zones d’endémie de dengue (Vedrunes, 2017; World Health Organization, 2016).
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Ce vaccin ne contient ni adjuvant, ni conservateur, ce qui lui confére des conditions
particulieres de conservation. La durée de conservation du CYD-TDV non reconstitué est
fixée a 36 mois a une température comprise entre 2 et 8°C. Une fois reconstitué, le produit
doit étre conservé a ces mémes températures et a I'abri de la lumiére. Selon la politique de
I'OMS relative aux flacons multi-doses, toute dose ouverte ou reconstituée non utilisée doit
étre jetée en fin de séance de vaccination ou dans les 6 heures

Chez les personnes présentant un état fébrile modéré a sévere ou une maladie aigle, la
vaccination doit étre retardee.
De plus, une contre-indication a la vaccination est mentionnée pour certains sujets :

- en cas d'antécédents de réactions allergiques graves a I'un des composants du
vaccin contre la dengue, ou apres une précédente administration du vaccin contre la
dengue ou d’un vaccin contenant les mémes composants,

- personnes atteintes d’'un déficit immunitaire congénital ou acquis compromettant
'immunité a médiation cellulaire,

- personnes présentant une infection a VIH symptomatique, ou asymptomatique
accompagnée de signes d’altération de la fonction immunitaire,

- femmes enceintes ou allaitantes

3.3. FAITS D’ ACTUALITE

Dengvaxia®, premier vaccin contre le DENV autorisé au monde, nourrissait de nombreux
espoirs. Lancé fin 2015 par Sanofi Pasteur, le vaccin a été présenté comme un outil de
prévention efficace.

Le Mexique, les Philippines et le Brésil accordent rapidement I'autorisation de mise sur le
marché. Depuis, environ 2,9 millions de doses ont été distribuées dans le monde
principalement aux Philippines et au Brésil. Au cours des programmes de vaccination, 1,6
millions de doses ont été utilisées aux Philippines et 600 000 au Breésil.

Au 7 décembre 2018, environ 2992 événements indésirables spontanés ont été rapportés,
dont 553 considérés comme graves. Les El les plus fréquents tels que la fiévre, les
céphalées, les myalgies, les vomissements et les étourdissements, étaient cohérents avec
ceux mis en avant lors du développement clinique

Une information fait la une du journal Le Monde. Suite a plusieurs déces post-administration
du vaccin Dengvaxia®, en décembre 2017, I'Etat philippin suspend la campagne de
vaccination a grande échelle lancée en 2016. Quatorze déces sont recenseés, sont-ils liés
au vaccin ? L’Etat réclame au laboratoire le remboursement de l'intégralité des sommes
investies dans le programme de vaccination, soit 60 millions d’euros et des compensations.
En paralléle des poursuites judiciaires, I'autorité sanitaire philippine, Food and Drug
Administration (FDA), annonce en février 2019 l'interdiction définitive de vendre, distribuer
et importer Dengvaxia® sur le territoire, suite a une omission du laboratoire, qui n’aurait pas
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soumis les documents post-approbation requis pour valider les certificats d’enregistrement
du vaccin.

Suite au scandale philippin, le Brésil restreint l'utilisation de Dengvaxia®, en accord avec
'OMS et le laboratoire.

Seulement commercialisé dans 11 pays, l'affaire aurait pu mettre un terme a la
commercialisation de ce vaccin.

En avril 2018, 'OMS appelle a tester les patients individuellement avant d’administrer la
premiére dose de vaccin, afin de s’assurer qu’ils aient été exposés plus tét au virus.

Le numéro un francais de la pharmacie rejette les accusations, et rappelle que Dengvaxia®
apporte un effet protecteur persistant contre la dengue aux individus déja infectés par le
passé, et dans certains cas, en particulier chez les sujets n’ayant jamais été infectées,
séronégatifs, le vaccin pourrait aggraver la pathologie. Ainsi Sanofi a renouveler ses
recommandations (cf. 3.2.5 Discussion).

Début 2018, Dengvaxia® n’est toujours pas autorisé dans les départements et collectivités
d’outre-mer francais, davantage exposeés. Impossible de vacciner les populations
martiniquaise, guadeloupéenne, guyanaise, réunionnaise... C’est en octobre 2018 que
Sanofi annonce avoir obtenu un avis positif du comité des médicaments a usage humain
(CHMP) de I’Agence Européenne du Médicament (EMA), en vue d’'une mise sur le marché
en Europe, et par conséquent, dans les DOM-TOM. L’indication du vaccin reste la méme,
« les personnes agées de 9 a 45 ans ayant déja été infectées par le virus et vivant dans des
zones d’endémie » ; cela pourrait concerner les Antilles, la Polynésie francgaise, I'lle de la
Réunion... « L’autorisation de mise sur le marché de la commission européenne est
attendue en décembre 2018 », précise Sanofi

Les autorités sanitaires européennes, autorisent le 19 décembre 2018 la commercialisation
en Europe de Dengvaxia® élaboré par Sanofi Pasteur. Il peut désormais étre vendu dans
les territoires d’outre-mer de climat tropical

Concernant les recommandations de vaccination dans les territoires francais : la Haute
Autorité de Santé (HAS) a publié les recommandations suivantes :
- La Réunion: la commission technique des vaccinations ne recommande pas
I'utilisation de Dengvaxia® pour les personnes qui vivent ou se rendent a La Réunion,
guel que soit leur statut sérologique (recommandation de janvier 2019)
- territoires frangais d’Amérique et a Mayotte : la HAS ne recommande pas I'utilisation
de Dengvaxia® :
o pour les personnes qui vivent dans les territoires frangais d’Amérique (excepté
pour celles apportant une preuve documentée d’'une infection confirmée),
o pour les personnes qui se rendent dans les territoires francais d’Amérique ou
a Mayotte
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La HAS considere que la vaccination par Dengvaxia® peut étre proposée uniquement aux
personnes vivant dans les territoires frangais d’Ameérique et apportant la preuve
documentée d’une infection antérieure par le DENV.

La HAS indique que ces positions pourront étre révisées en fonction de I'évolution de
I’épidémiologie de la dengue dans ces différents territoires d’une part, et de la disponibilité
d’un test diagnostic plus spécifique d’autre part.

Cependant a ce jour, le vaccin n'est pas disponible en France, des discussions sont
actuellement en cours afin de définir les délais et modalités de mise a disposition.

La vaccination contre la dengue doit s’inscrire dans une stratégie globale de lutte
comprenant des activités efficaces et soutenues de lutte anti-vectorielle (cf. 3.4 Moyens de
lutte anti-vectorielle), la prestation de soins cliniques pour les patients atteints de dengue et
une surveillance solide de la pathologie.

Il est recommandé aux pays de disposer d’un systéme fonctionnel de pharmacovigilance
capable d’assurer un suivi et la PEC des manifestations indésirables post-vaccinales

3.4. MOYENS DE LUTTE ANTI-VECTORIELLE

Avant l'arrivée du vaccin, la prévention et la diminution de la transmission de la dengue
reposait essentiellement et repose encore sur la lutte anti-vectorielle. Le but étant de
contrbler la prolifération des moustiques vecteurs, leur densité et longévité, et également
de limiter le contact Homme-moustiques. Il s’agit d’'une prévention non immunologique.

Il convient a chacun de se protéger, on parle de prévention individuelle impliquant des
moyens de protection physique et/ou des répulsifs chimiques ou naturels. De plus, du fait
du large éventail d’habitats des vecteurs, une gestion environnementale, via des
campagnes anti-vectorielles, s’avére nécessaire.

Le rbéle du pharmacien d’officine est d’'informer, de conseiller tout individu exposé ou
susceptible de I'étre sur les moyens de protection décrit Figure 79.
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Moustiquaire imprégnée d'insecticide pour un berceau ou une poussette pour un enfant avant 'age de la marche
Moustiguaire imprégnée d'insecticide

Moustiquaires grillagées aux fenétres et portes

Répulsifs cutanés

Vétements imprégnés d'insecticide
Diffuseur électrique d'insecticide (a 'intérieur)

Raquettes électriques
Pulvérisation intra-domiciliaire de « bombes » insecticides (disponibles dans le commerce)
Climatisation

Ventilation
Serpentin fumigéne (extérieur)
Moustiquaire non imprégnée d'insecticide

les bracelets anti-insectes pour se protéger des moustiques et des tiques
les huiles essentielles dont la durée d'efficacité, généralement inférieure a 20 minutes, est insuffisante

les appareils sonores a ultrasons, la vitamine B1, I'homéopathie, les rubans, papiers et autocollants
gluants sans insecticide

Figure 79 : Différents moyens de prévention disponibles contre la dengue, selon leur efficacité
(Camus and Chidiac, 2019).

Dans un premier temps, une protection physique est conseillée. Il convient & la population
exposée de se protéger par le port de vétements adéquats (longs, couvrants, amples, épais,
de couleur claire) lorsque les moustiques sont les plus actifs. Le but étant de minimiser les
parties du corps exposées, offrant une certaine protection contre les piqdres.

Il s’agit de vecteurs a activité diurne, cependant l'utilisation de moustiquaires offre une
bonne protection, par exemple, en cas de sieste, pour les nourrissons... Pour les enfants
avant 'dge de la marche la moustiquaire sur les berceaux ou les poussettes reste la
méthode la plus efficace.

A ces barrieres physiques, s’ajoutent les répulsifs. Les vétements ainsi que les
moustiquaires peuvent étre imprégnés par spray ou trempage dans une solution insecticide
disponible en pharmacie.

L’utilisation de répulsifs cutanés est aujourd’hui un moyen de lutte plutét efficace en termes
de prévention individuelle. lls peuvent étre de deux types : chimiques ou naturels. Les
produits chimiques sont désormais une stratégie essentielle afin de limiter la piqQre de
moustique et lutter contre la transmission du virus. Généralement ces produits modifient la
perception olfactive des arthropodes vis-a-vis de leur hote, donc les éloignent, sans les tuer.
lls s’appliquent sur la peau, sur les zones non couvertes, pendant la période d’activité
maximum des vecteurs de la dengue, donc au cours de la journée.

La durée de protection est propre a chaque substance active, peut varier de 4 a 8h et
dépend de la présence de co-formulant et des conditions d’utilisation (transpiration,
température et humidité ambiante).

Les produits s’éliminent facilement a I'eau donc l'application des répulsifs doit étre
renouvelée apres une baignade, dans la limite du nombre d’applications indiquées.
Précédemment (cf. Description du vecteur) on a décrit des moustiques vivants dans les
zones tropicales et subtropicales, sous-entendu, plutot ensoleillées. De ce fait, I'application
de répulsifs doit toujours se faire aprés celle de creme solaire, dans un délai minimum de
20 minutes, pour limiter la diminution d’efficacité de la protection solaire.
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Des précautions sont a prendre quant a I'utilisation des répulsifs. Une application sur les
mugueuses ou sur des lésions cutanées étendues est proscrite, ils ne doivent ni étre ingérés
ni pulvérisés directement sur le visage. |l convient d’éviter leur application sur les mains des
enfants.

Certains d’entre eux sont contre-indiqués chez la femme enceinte et chez I'enfant. Chez la
femme allaitante, leur utilisation reste possible, toutefois I'application au niveau des seins
est a éviter et il convient de veiller au lavage des mains avant la tétée.

Les produits répulsifs plus naturels sont aussi disponibles, seulement, ils ont une efficacité
moindre. Des huiles essentielles ou des extraits de plantes telles que le géraniol, la
citronnelle ou I'eucalyptus citronné sont couramment utilisées. Cependant ces substances
sont photosensibilisantes et fortement allergisantes donc susceptibles de provoquer des
irritations cutanées. De plus leur durée d'efficacité inférieure a 20 minutes s’avere
insuffisante en termes de protection

Les répulsifs dit chimiques (Figure 80) sont généralement composés de DEET (N, N-
diéthyl-3-méthylbenzamide), d’IR3535 (ester éthylique d'acide 3- [N- acétyl-N-butyl] -
aminopropionique), dicaridine (acide 1-pipéridinecarboxylique, 2- (2-hydroxyéthyl)) -1-
méthylpropylester) ou de citriodiol (p-méthane-3,8-diol). Leur utilisation doit étre strictement
conforme aux recommandations de I'étiquette.

Les conditions d’utilisation dans les AMM ont pour objectif la prévention de maladies
vectorielles : elles prennent en compte les risques de toxicité individuels et
environnementaux liés aux substances actives.
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DEET**
(N1 N-diéthyl-m-tolua-
mide) Uliisable
uniquement si
risque de maladie
Posologle en FPosologle en vectorielle
fonction des fonction des
indcations de indcations de
TAMM TAMM Posologie en
fonction des
indications de
TAMM
IR3535* 2 2
(N-acétyl-N-butyl-
B-alaninate d'éthyle) 2° 3*
KBR3023" 25 3
{Carboxylate de Sec-butyl
2-(2-hydroxyéthy) 25% 2° 3
pipéridine-1 / kanding)
PMDRBO* 193 1 20 2° 30
{mélange de cis- et trans-p- 20%
menthane-3,8 diol) ou
2-Hydrooy-cc o, 4-
trimethyicydo- 25% e 2’ 2° 3°
hexanemethanol

' Disponible sur hitp:/Awww.medecine-voyages. fr/public ations/ ppaviextecourt. pdf

7 En cas d'exposition aux anophéles vecteurs des Plasmodium, agents du paludisme, la concentration minimale efficace de DEET est de 30%.

*Le DEET afait l'objet d'une évaluation au niveau européen et cetle substance a é1é autorisée au 17 aolt 2012, avec une restriction d'usage émise
chez l'enfant de moins de 2 ans. Cependant, en cas de risque élevé de transmission d'une maladie vectorielle, il est utiisable sur une période courte,
en respectant scrupuleusement le nombre d'applications maximum admis et les conditions pratiques d'usage chez l'enfanl. Les produits & base de DEET
ont &é évalués et font I'objet d'une aulorisation de mise sur le marché.

“La substance IR3535 a éé autorisée au plan européen au 1" novembre 2015 et les produits qui en contiennent doivent désormals demander une AMM,
Les produits & base d'IR3535 sont en cours d'évaluation.

* Les substances kcaridine et PMDRBO sont en cours d'évaluation au niveau ewropéen,

* Saul si ke produit dispose d'une AMM. Dans ce cas, ce sont les indications qui figurent dans 'AMM qui simposent

Figure 80 : Substance active et mode d'utilisation des répulsifs pour la protection contre la dengue
(Camus and Chidiac, 2019).

Tous les répulsifs, quelle que soit leur concentration peuvent étre appliqués a partir de 12
ans. En revanche avant, la substance active, sa concentration et le mode d’utilisation
varient.
Aucun répulsif ne doit étre appliqué chez un nourrisson de moins de 3 mois. Cependant
certains sont recommandés chez la femme enceinte et I'enfant (Figure 80) :
- chezl'’enfant de 6 mois jusqu’a la marche, seul 'lR3535 a une concentration de 20%
et le citriodiol (ou p-methane-3,8-diol) jusqu’a 25%,
- chez I'enfant de la marche jusqu’a 24 mois, s’ajoute aux précédents le DEET a une
concentration de 10 a 20%,
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- chez l'enfantde 2 a 12 ans, le citriodiol et le KBR3020 a une concentration de 20 a
25% et I'IR3535 jusqu’a une concentration de 35% et le DEET jusqu’a 50%,
- chez la femme enceinte, le DEET a 30%, I'lR3535 et KBR3020 a 20%.

D’autres moyens de protection, d’efficacité relative sont disponibles. Pour un usage
intérieur, des diffuseurs électriques ou des aérosols utilisant un insecticide comme les
pyréthrinoides seraient indispensables en zones infestées et a risques sanitaires. Ces
dispositifs restent toxiques pour les voies respiratoires.

Pour un usage extérieur, les spirales anti-moustiques sont un dispositif performant, en
particulier, celles contenant la d-alléthrine comme principe actif. Les lampes électriques a
UV dont le principe est d’attirer les moustiques pour gu’ils viennent se briler, peuvent aussi
étre utilisées. Les bougies a la citronnelle ou les huiles essentielles de géranium parfois
utilisées n’ont pas prouvé d’efficacité. Les raquettes électriques, la climatisation et la
ventilation sont encore d’autres moyens plus ou moins efficaces

En revanche, d’autres produits se sont révélés inefficaces en termes de prévention et sont
déconseillés par le Haut Conseil de Santé Publique francais :

- les bracelets anti-moustiques,

- les appareils sonores a ultrasons, la vitamine B1 ou encore 'homéopathie,

- les autocollants sans insecticide

Aujourd’hui, la prévention de la dengue pourrait reposer sur une protection contre les Ae.
aegypti et albopictus en association avec une stratégie vaccinale. Ces moustiques ont été
décrits comme vivant dans des gites a la fois naturels et artificiels, a proximité des
habitations rurales et urbaines (cf. Description du vecteur).

Dans les zones a risques, la surveillance et I'entretien péri et intra-domiciliaire contre ces
gites sont indispensables.

Les activités de contrdle de la transmission ciblent, non seulement, les moustiques dans
leurs habitats mais également, au sein d’autres structures ou le contact avec le vecteur est
possible comme les écoles, les hopitaux, les lieux de travail.

La gestion environnementale du risque de dengue vise a modifier I'environnement dans le
but de prévenir ou de minimiser la propagation du vecteur et le contact avec ’'Homme

Les méthodes de lutte anti-vectorielle, recommandées principalement par I'OMS,
comprennent I'élimination ou la gestion des habitats larvaires, par lutte chimique avec
I'utilisation de larvicides et d’adulticides et une lutte biologique basée sur l'introduction
d’organismes, suivie d’'une surveillance.
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GESTION DES HABITATS

La gestion des habitats artificiels des moustiques est un pilier de la lutte anti-vectorielle. I
s’agit d’'une lutte mécanique visant a contréler, supprimer, modifier les contenants facultatifs
susceptibles de devenir un habitat larvaire. L'objectif principal est de limiter les eaux
stagnantes, lieux de ponte des moustiques. Le traitement, la destruction exhaustive des
gites d’'une zone infestée sont essentiels car un seul gite est capable d’entretenir la
transmission virale. Or, certains habitats larvaires tels que les creux d’arbre, les aisselles
des feuilles sont difficilement accessibles.

La gestion environnementale est définie par des modifications de I'environnement c’est-a-
dire des transformations physiques permettant de réduire les habitats larvaires, telles que
I'installation d’'un approvisionnement fiable en eau courante y compris les raccordements
des ménages. Mais également des changements temporaires dans l'environnement,
impliquant le nettoyage fréquent des réservoirs de stockage d’eau, des vases et soucoupes
a fleurs, des gouttiéres, la protection des pneus entreposés en cas de précipitation ainsi que
I'élimination des plantes types broméliacées qui collectent I'eau, a proximité des habitations.
Concernant les conteneurs de stockage d’eau, ils peuvent étre congus avec un couvercle
étanche ou des grilles hermétiques afin d’empécher les moustiques de pénétrer.

Le contrdle des stades immatures dans tous les habitats d'une communauté n’est pas
rentable. Certains habitats artificiels produisent plus de moustiques que d’autres. Par
conséquent, les efforts de lutte devraient cibler les plus importants au niveau
épidémiologique, donc les plus productifs.

De telles stratégies ciblées nécessitent des attitudes et des habitudes de la population
concernant les conteneurs. Par conséguent, ces opérations de gestion de I'environnement
ont été complétées par des campagnes médiatiques d’appel a la lutte communautaire. La
population est encouragée a éliminer les potentiels gites larvaires de leurs habitations
(soucoupes, déchets, vieux pneus...). La collecte des déchets est renforcée et un plan de
contrble des troncons de ravine est lancée

Ainsi plusieurs mesures et comportements doivent étre adoptés par la population, d’'une
facon générale (Figure 81) il est indispensable d’éliminer les eaux stagnantes :
- vider une fois par semaine les soucoupes, vases...,
- nettoyer les gouttieres et vérifier le bon écoulement de I'eau pour éviter la stagnation
de I'eau de pluie,
- recouvrir les fOts et les citernes,
- débarrasser les déchets (boites de conserve, contenants plastiques, pneus usages)
ou les mettre a I'abri des précipitations
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ELIMINE LES JE CHANGE L'EAU JECOUVRELES ERETTOEIES JENELAISSE PAS
2 FOIS PAR SEMAINE ET BIDONS D'EAU STAGNER LEAU
STAGNANTES GOUTTIERES
VIDE LES COUPELLES ETLES BASSINS DE PLUIE

chikungunya, zika

PROTEGEONS-NOUS !

Figure 81 : Support de campagne anti-vectorielle (ARS Nouvelle-Aquitaine, 2019).

LUTTE CHIMIQUE

La lutte chimique reste largement développée, en outre, sauf en cas d’urgence, elle devrait
étre complémentaire a la gestion environnementale, et limitée aux conteneurs, réservoirs,
qui ne peuvent étre gérés autrement. Elle se subdivise avec d’'un cété les larvicides et de
I'autre les adulticides.

Les larvicides

En principe, les moustiques pondent leurs ceufs dans des conteneurs de stockage d’eau,
de ce fait les larvicides devraient avoir une faible toxicité pour les autres espéces, et ne
devraient pas modifier le goQt, 'odeur ou la couleur de I'eau. Il est difficile d’appliquer ces
produits dans des gites larvaires naturels, par exemple, dans les trous d’arbres, a l'aisselle
des feuilles ou dans les puits profonds, habitats communs aux deux vecteurs de la dengue.
De plus, une limitation majeure a leur utilisation est la difficulté d’accés aux habitats larvaires
intérieurs comme les récipients de stockage d’eau, les vases de plantes, les soucoupes.
Les larvicides ont plusieurs mécanismes d’action, ce sont des poisons gastriques, poisons
de contact ou encore agissent par asphyxie. Le nhombre de cycles de traitement chimique
et sa durée, dépendent des espéeces de moustiques, de la saisonnalité de la transmission,
des types d’habitats larvaires a traiter et du larvicide.

La toxicité des principes actifs suivants a été évaluée par le Programme International sur la
Sécurité Chimique (IPCS) afin de déterminer leur innocuité a des doses efficaces pour une
activité larvicide dans 'eau potable : méthoprene, pyriproxyfene et téméphos et ceux de
Bacillus thuringiensis serovar israelensis (Bti).

Toutefois, dans la formulation finale, la sécurité des principes actifs varie et nécessite une
étude approfondie. Les recommandations de 'OMS en termes d’eau potable fournissent
des indications quant a l'utilisation des insecticides dans I'eau de boisson.
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Lors du traitement de I'’eau potable, des précautions sont a prendre afin d’éviter un dosage
toxique pour 'Homme.

La Figure 82 répertorie les larvicides pouvant étre appliqués sur des récipients d’eau non
potable. Les insecticides organophosphoreés (téméphos et méthopréne) peuvent étre utilisés
pour le traitement de I'eau potable a des doses allant jusqu’a 1mg/L, le pyriproxyfene a des
doses allant jusqu'a 0,01 mg/L et Bti a 1-5 mg/L. Le Bti est une toxine extraite d’'une bactérie
vivant naturellement dans les marais. Inoffensive pour 'lHomme et les animaux vertébrés, il
s’agit d’un larvicide relativement efficace sous certaines conditions de pH (Vedrunes, 2017;
Vermillard, 2009; World Health Organization, 2009).

Insecticide Formulation® Dosage* WHO hazard classification
of active ingredient!

Organophosphates

Pirimiphos-methy| EC | [If
[emephos EC, GR | U
Insect growth regulators

Diflubenzuren DT, GR, WP 0.02-0.25 u
rsmethoprene EC | U
Novaluren EC 0.01-0.05 INA
Pyriproxyfen G 0.01 U

Biopesticides

Bacillus thuringiensis israelensis

Spinosad DT, GR, SC 0.1-0.5 U

= WHO recommendations on the use of pesticides in public health are valid only if linked to WHO specifications for their quality
control. WHO specifications for public health pesticides are available at http:/ /v who.int/whopes/quality/en/. Label
instructions must always be followed when using insecticides.

& DT = tablet for direct application; GR = granule; EC = emulsifiable concentrate; WG = water-dispersible granule; WP = wettable
powder; SC = suspension concentrate.

= mg/L of active ingredient for confrol of container-breeding mosquitoes.

Class Il = moderately hazardous; Class Il = slightly hazardous; Class U = unlikely to pose an acute hazard in normal use; NA = not

available.

¢ Can be used at recommended dosages in potable water.

[

Figure 82 : Formulation recommandées pour lutter contre les larves de moustiques dans les
habitats en conteneur, selon ’TOMS (World Health Organization, 2009).

Les adulticides

Ces insecticides ciblent principalement les vecteurs adultes et ont pour but de contréler la
densité des moustiques, leur longévité et de limiter le contact avec la population. lls sont
appliqués en pulvérisation spatiale pour le traitement de grands espaces, ou en traitement
des surfaces résiduelles.

En plus des effets adulticides, ce traitement de surface aurait également des effets
larvicides ; les récipients utilisés pour stocker I'eau potable, lieux de ponte des moustiques,
ne doivent pas étre traités par ces produits.

En situation d’'urgence, le traitement par pulvérisation spatiale est recommandé, dans le but

d’endiguer une épidémie en cours ou de prévenir une épidémie naissante. L'objectif de cette
lutte est d’éliminer rapidement et massivement les vecteurs adultes.
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Toute méthode de contréle du nombre d'imago infectieux, méme sur une courte durée,
réduirait la transmission du DENV pendant cette méme période. Or, a long terme, il reste
difficile de savoir si l'impact transitoire des pulvérisations est épidémiologiquement
significatif.

Sachant que la couverture totale peut rarement étre obtenue lors d’'une application au sol,
la pulvérisation spatiale se concentre sur les zones de rassemblement de la population
(hbpitaux, écoles, logements de haute densité), les zones ou les vecteurs sont abondants
et ou des cas de dengue ont été signalés. Afin d’assurer une couverture adéquate, les
equipements et insecticides a utiliser, les ressources humaines et financiéres a mettre en
place, doivent étre planifiés. Une surveillance entomologique et épidémiologique continue
doit étre menée pour déterminer une stratégie de lutte efficace et un calendrier de traitement
approprié.

Idéalement, les opérations de démoustication par traitement spatial, devraient étre
effectuées tous les 2 a 3 jours pendant 10 jours. Afin de limiter 'impact environnemental,
tout en garantissant l'efficacité des protocoles, les pulvérisations d’adulticides sont
proscrites en cas de pluie et de vent supérieur a 20km/h.

Les insecticides qui conviennent a la pulvérisation pour une utilisation comme adulticides
sont répertoriés Figure 83. Dans un premier temps, le fénitrothion était I'adulticide le plus
régulierement utilisé. Les formulations développées sont généralement a base d’huile, qui
empécherait I'évaporation des gouttelettes de brouillard du produit. Néanmoins, des
formulations a base d’eau associée a des substances qui empéchent une évaporation
rapide sont disponibles

Insecticide Chemical Dosage of active ingredient (g/ha) WHO hazard
classification
Cold aerosols  Thermal fogs® of active ingredient
Fenitrothion ophosphate I
Malathion Organophosphate 0 IIf
Pirimiphos-methyl Organophosphate 230-330 IIf
Bioresmethrin Pyrethroid 5 U
Cyfluthrin Pyrethroid 1-2 1-2 I
Cypermethrin Pyrethroid 1-3 - I
Cyphenothrin Pyrethroid 2-5 5-10 Il
d,d4ransCyphenothrin - Pyrethroid 1-2 2.5-5 N
Deltamethrin Pyrethroid 0:5-1:6 0.5-1( [
D-Phenothrin Pyrethroid 5-20 - U
Etofenprox Pyrethroid 10-2 10-20 U
A-Cyhalothrin Pyrethroid 1.C 1.0 [
Permethrin Pyrethroid 5 10 [
Resmethrin Pyrethroid 2-4 4 11

* Adapted from: Pesticides and their application for the control of vectors and pests of public health importance (6). Label instructions
must always be followed when using insecticides.

© The strength of the finished formulation when applied depends on the performance of the spraying equipment used.

¢ Classll = modercfe|y hazardous; class lll = s|ig|:t|y hazardous; class U = unlikelyto pose an acufe hazard in normal use;
NA = not available.

Figure 83 : Adulticides sélectionnés pour la lutte chimique contre les vecteurs de la dengue
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LUTTE BIOLOGIQUE

Le contréle biologique repose sur lintroduction d’organismes qui concurrencent ou
réduisent la population des especes cibles. Seules certaines espéces de poissons
larvivores et de copépodes prédateurs (Copepoda : Cyclopoidea), petits crustacés d’eau
douce, ont prouve leur efficacité contre les Aedes de la dengue. lls s’attaquent, parasitent
uniguement les stades immatures des moustiques.

Cette lutte biologique devrait étre utilisée en priorité car elle évite la contamination chimique
de I'environnement. Cependant certaines limites opérationnelles s’imposent a cette
méthode, telles que son codlt, la tache d’élever les organismes a grande échelle, leurs
difficultés d’utilisation.

Un programme de contrdle anti-vectoriel utilisant ces copépodes et en limitant les déchets,
a réussi a éliminer Ae. aegypti dans plusieurs communes du nord du Vietham et empécher
la transmission de la dengue depuis plusieurs années. Aujourd’hui, aucun autre pays n’a
reproduit ces succes .

L’'OMS a publié en 2003 un document d’information sur l'utilisation de poisson pour la lutte
contre les moustiques

Actuellement une nouvelle approche de lutte biologique anti-vectorielle est étudiée.
L’adaptation de la bactérie endosymbiotique Wolbachia de la drosophile a Ae. aegypti aurait
a la fois pour effet de raccourcir la durée de vie du moustique et des effets de blocage de la
transmission directe du DENV

SURVEILLANCE CLINIQUE, BIOLOGIQUE ET ENTOMOLOGIQUE
La surveillance de la transmission virale de la dengue est indispensable a la prévention.
Trois types de surveillance sont mis en place :

- lasurveillance clinique qui repose sur le réseau Sentinelle de médecins, ils alertent
les autorités de santé publique en cas de recrudescence de cas,

- lasurveillance biologique qui identifie les virus de la dengue,

- la surveillance entomologique qui permet de donner l'alerte en cas d’épidémie
selon I'évolution spatio-temporelle en terme de densité vectorielle, également
indispensable a la détection de nouvelles infestations. En outre, elle permettrait
d’évaluer I'impact des campagnes et actions de lutte anti-vectorielle menées par les
collectivités.

La surveillance de la dengue passe par 3 €léments. La dengue, et le chikungunya, sont des
maladies a déclaration obligatoire (DO) sur 'ensemble du territoire métropolitain. Les cas
confirmés sont signalés immédiatement a la plateforme régionale de veille et d’'urgence
sanitaire placée au sein de ’Agence Régionale de Santé (ARS).

Dans les départements d’outre-mer, il existe des dispositifs de surveillance et de
signalement spécifiques a leur contexte épidémiologique, assuré par les ARS et les Cellules
interrégionales d’épidémiologie (Cire).

Un réseau de laboratoires volontaires fournit les résultats de diagnostics de dengue a
I'Institut de Veille Sanitaire (InVS).

Dans les départements ou Aedes est largement implanté, et pendant sa période d’activité
de mai a novembre, un dispositif régional de surveillance est renforcé. Les cas suspects
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ayant séjournés dans des zones infestées dans les 15 jours précédents le début des
symptémes, font I'objet d’'un signalement accéléré a 'ARS

Ce signalement déclenche si besoin des moyens de lutte anti-vectorielle en prévention
d’'une transmission locale a partir des cas importés
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CONCLUSION

La dengue est une priorité de santé publique dans les pays tropicaux et subtropicaux d’Asie
et d’Amérique latine. L’OMS reconnait que dans les pays a forte séroprévalence, un vaccin
pourrait avoir d’'importants avantages.

Le vaccin de Sanofi Pasteur, Dengvaxia®, est I'aboutissement de plus de vingt ans
d’innovations scientifiques et de collaborations, et de 25 études cliniques dans 15 pays a
travers le monde. Ce vaccin aurait le potentiel de réduire significativement le poids de la
dengue. A I'horizon 2020, 'OMS avait fixé comme but de réduire de 50% la mortalité et de
25% la morbidité de la dengue dans les pays endémiques

Cependant, Dengvaxia® est loin d’étre le vaccin idéal envisagé. Sa moindre efficacité selon
le sérotype, la séroprévalence initiale et/ou l'age du patient, impliquent des
recommandations conditionnelles d’utilisation émises par 'OMS (cf. 3.25. Discussion).
Jusqu’a ce qu'un examen complet ait été réalisé, 'OMS recommande la vaccination
uniquement chez les patients ayant un antécédent de dengue documenté, soit par un test
de diagnostic ou par des antécédents médicaux documentés de dengue.

L’'important besoin d’'un vaccin tétravalent efficace, la compréhension des mécanismes
immunitaires en jeu lors de l'infection et 'absence de modéle animal adéquat demeurent
parmi les principaux obstacles au développement d’'un vaccin efficient

Une faible efficacité de Dengvaxia® chez les patients naifs de la dengue a été enregistrée
lors des études de phase lll. Cela peut étre di a plusieurs raisons. Il est construit a partir
du squelette du virus de la fiévre jaune et ne posséde donc pas les épitopes critiques de la
région non structurale reconnue par les cellules T, qui auraient joué un role essentiel dans
la protection contre le virus. Des études impliquent également des Ac dirigés contre la
protéine NS1 essentiels pour assurer la protection. L'observation, d’'une aggravation de la
pathologie, a indiqué que ce vaccin produit un taux important d’Ac non neutralisants a
réaction croisée.

Les candidats vaccins actuels portent tous les épitopes a réactivité croisée, conduisent a la
production d’un grand nombre d’Ac a réactivité croisée par rapport aux Ac spécifiques au
sérotype. Une telle réponse déséquilibrée avec une prédominance de ces Ac a réactivité
croisée peut provoquer le phénomene d’ADE, réduisant ainsi I'efficacité du vaccin contre le
DENV.

Ainsi, la clé d’un vaccin efficace contre la dengue pourrait étre, non seulement la production
d’Ac neutralisants du DENV, mais également d’Ac neutralisants spécifiques du sérotype

Un tel vaccin permettrait une campagne plus large notamment sur des nourrissons, dans

une population séronégative, en zone non endémique ou encore pour les voyageurs. Et de
cette facon, il permettrait d’endiguer plus intensivement la propagation du virus.

129



Néanmoins, la fabrication de ce vaccin jugé relativement efficace, reste déja une belle
reussite. De ce fait, Dengvaxia® a déja été autorisé dans 16 pays. En décembre 2015, il est
enregistré au Mexique, puis en Argentine, Bolivie, Brésil, Cambodge, Costa Rica, Salvador,
Guatemala, Indonésie, Malaisie, Paraguay, Pérou, Philippines, Singapour, Thailande et
enfin Venezuela.

L’introduction du vaccin contre la dengue doit s’inscrire dans une stratégie globale de lutte
contre la pathologie, comprenant des activités efficaces et soutenues de lutte anti-
vectorielle. Elle devra également s’accompagner d’'une stratégie ciblée de communication.
Les décisions relatives a cette introduction doivent reposer sur une évaluation de la situation
au niveau de chaque pays, en tenant notamment compte des priorités locales, de
I'épidémiologie nationale de la dengue, de I'impact et du rapport colt/efficacité escompté
selon les contributions de chaque pays, de I'accessibilité financiére et de l'incidence
budgétaire.

Lors de l'introduction du vaccin, il est recommandé aux pays de disposer d’'un systéme de
pharmacovigilance capable, au minimum, d’assurer le suivi et la PEC des manifestations
indésirables post-vaccinale

Une autre possibilité de lutte contre la dengue serait un médicament antiviral. Des efforts
considérables sont en cours pour développer des composés antiviraux qui cibleraient les
facteurs viraux ou I’héte. Néanmoins, a I'heure actuelle aucun médicament antiviral contre
la dengue n’a été approuvé et aucune commercialisation n’est envisageable.
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RESUME :

Le virus de la dengue constitue une menace majeure de santé publique. Arbovirose la plus
répandue, les deux tiers de la population mondiale sont actuellement a risque d’étre infectés
par ce virus transmis par les moustiques. Aucun signe clinique de cette pathologie n’est
spécifique et son évolution est imprévisible. Généralement bénigne, les quatres sérotypes
viraux peuvent cependant étre a 1’origine d’une dengue sévére, potentiellement mortelle due
a une fuite plasmatique responsable d’une détresse respiratoire, des hémorragies profuses ou
une insuffisance organique. De nombreux facteurs peuvent conduire a une forme grave
notamment une dérégulation de la réponse immunitaire. Aujourd’hui, il n’existe pas de
traitement antiviral spécifique, le traitement est symptomatique. Dengvaxia® est un vaccin
contre la dengue commercialisé dans plus del0 pays. Toutefois, les résultats des études
cliniques sont plutdt décevants. En effet 1’efficacité varie en fonction des sérotypes, de 1’age
du patient lors de la premiére injection du vaccin et du statut sérologique initial.
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