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INTRODUCTION

La dengue est une maladie récente dans I’histoire de ’humanité. Elle a été
évoquée pour la premiere fois au XVIleme siecle dans les Antilles puis depuis la
fin du XVIIIeme en Asie, en Afrique et en Amérique du nord [1]. De premieres
épidémies eurent lieux en 1897 en Australie, en 1926 aux Seychelles, en 1927 a
Tunis ou en 1928 a Athenes [2].Mais cette maladie a connu une mondialisation
et une forte expansion apres la seconde guerre mondiale. La premiere épidémie
majeure eu lieu en 1953 a partir de Manille aux Philippines et se propagea
rapidement a la Thailande, au Viét-Nam, a I’Indonésie puis d autre pays d Asie
devinrent endémiques. Avant 1970 seuls 9 pays étaient endémiques, ils étaient 4
fois plus en 1995 [3], et presque 7 fois plus de nos jours [4]. Aujourd’hui, pres
de 40% de la population mondiale est expos€e, regroupée dans la zone
intertropicale 1a ou le vecteur de la maladie, le moustique du genre Aedes, est
trouvé [4]. Ces régions souvent pauvres, surpeuplées, avec des conditions
d’hygienes difficiles sont des endroits tres propices a la propagation du
moustique et par conséquent de la maladie. De plus avec les modifications
climatiques et la propagation du vecteur vers des contrées jusqu’ici hostiles, la
maladie pourrait apparaitre régulicrement dans nos régions comme en ont attesté

les premiers cas autochtones dans le sud-est de la France en 2010 ou a Miami

[5.6].

Autrefois appelée « petit paludisme », la dengue se traduit dans la plupart des
cas par une fievre accompagnée de douleurs et d’une forte asthénie. Mais parfois
certains vont développer des symptdmes beaucoup plus séveres regroupé€s sous
les termes « fievre dengue hémorragique » et « dengue avec syndrome de
choc ». Le systeme immunitaire semble clairement 1ié a la physiopathologie de
la maladie méme si les mécanismes ne sont pas totalement €lucidés. D’autres
criteres comme le sérotype viral, 1’age, le sexe ou 1’origine ethnique du malade
peuvent influencer le spectre de 1a maladie.
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La lutte contre cette maladie, encore peu connue il y a quelques mois en France,
est devenue depuis une vingtaine d’années une priorité. L’hypothétique
réchauffement climatique et les déplacements de populations qui vont devenir de
plus en plus importants rendent nécessaire de se donner les moyens pour y
arriver. Trois grands axes peuvent €tre suivis : la lutte contre le vecteur, la
recherche d’un vaccin ou I'utilisation de traitements antiviraux. La lutte contre
le moustique a déja montré son efficacité sur le continent américain dans les
années 70 mais la baisse de vigilance a permis la réintroduction du vecteur.
Malgré cela des moyens existent et je I’évoquerai dans ce texte. La recherche
d’un vaccin est le principal objectif. Depuis plus de 20 ans certains sont en
développement et se trouvent dans des phases cliniques avancées. Toutefois le
développement d’un vaccin se heurte a plusieurs difficultés: 1’absence de
modele animal, la nécessité d’une protection a long terme et contre les quatre
sérotypes, les risques d’aggravation de la maladie dépendante des anticorps, les
problemes de réactogénicité. Malgré cela les récents progres des technologies
laissent apparaitre de grands espoirs. Enfin ['utilisation d’une chimiothérapie
antivirale, dont les avancées lors de la derniere décennie notamment dans le
traitement du VIH ou de I’hépatite C ont été formidables, pourrait constituer une

formidable alternative lors de traitement curatif ou préventif.

Le but de ma these va étre d’évoquer les principaux vaccins actuellement en
développement, leurs principales caractéristiques, leurs avantages et

inconvénients afin de dégager un potentiel bon candidat.

17



Protéine de I'enveloppe E

Protéine de membrane

Capside

Brin d ARN positif

Figure 1: virus de la dengue. Enveloppe d’un diametre d’environ 50nm. Il contient un seul
brin d’ARN positif d’environ 11kb et trois protéines structurales (capside (C), la membrane
(M) et I'enveloppe (E))
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Figure 2: génome du virus de la dengue [7]: Code pour 3 protéines structurales et 7
protéines non-structurales. Une coiffe en 5’ (pas sur la figure) et deux régions non-traduites
(UTR)en 3’ et 5°.
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PREMIERE PARTIE : ETAT DE L ART

I. Le virus

A.  Description
Le virus de la dengue est un flavivirus de la famille des flaviridae, qui contient
d’autre virus dangereux comme celui de la fievre jaune (VFJ) ou du virus du Nil
(WNYV). 1l existe quatre phénotypes (DEN-1, DEN-2, DEN-3 et DEN-4)
capables de causer ’ensemble des symptomes des plus asymptomatiques aux
plus graves. Ces quatre souches différentes co-circulent parfois dans une méme

zone endémique pouvant provoquer alors les symptomes les plus graves [7].

Le virus de la dengue est un virion entouré d’une enveloppe d’un diametre
d’environ 50nm. Il contient un seul brin d’ARN positif d’environ 11kb et trois
protéines structurales (capside (C), la membrane (M) et l'enveloppe (E)) [7]

(vorr fig. 1).

Le génome contient une coiffe en 5’ mais pas de queue polyadénylée en 3. Il
possede également deux régions non-traduites (UTR : Untranslated Region) en
3’ et 5° ayant un rdle clé dans la régulation de la traduction et la réplication. La
région 3’-UTR contient une structure en tige boucle tres bien conservée chez les
flavivirus ayant probablement un r6le important dans la réplication, dans la
tranduction et la synthese d’ARN, et dans I’interaction avec des protéines virales
et/ou cellulaires. Elle comporte d’autres motifs bien retrouvés chez les flavivirus

a moustiques CS1, CS2 et RCS2 probablement impliqués eux aussi [8].

Le génome viral code finalement pour trois protéines structurales citées ci-
dessus et sept protéines non-structurales (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b
et NS5) (fig. 2).

La surface du virion mature est lisse avec les protéines de 1'enveloppe alignées

par paires paralleles a la surface du virion. La glycoprotéine E est impliquée
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dans la fixation et la fusion du virion aux cellules et est également la principale
cible des anticorps protecteurs. Elle est divisée en trois domaines structuraux ou
fonctionnels: le domaine central, le domaine de dimérisation qui présente un
peptide de fusion et le domaine de liaison aux récepteurs. La pénétration du
virus dans la cellule se fait par l'intermédiaire de récepteurs a endocytose, puis
est suivie par la fusion des membranes virales et cellulaires médiée par la

protéine E pH-dépendant [7].

Les protéines non-structurales sont impliquées dans la pathogenese de la
maladie grave. NS1 est impliquée dans la réplication virale RNA. Elle peut-étre
exprimée a la surface du virion ou dans le milieu extracellulaire. Le taux de
protéines NS1 sécrétées (sNS1) dans le plasma est positivement corrélé avec les
titres viraux [10]. NS3 et NS5 jouent des rdles important dans la réplication

virale [9] (fig. 2).

B.  Polymorphisme moléculaire.
Le pourcentage d’homologie entre les quatre sérotypes varie entre 60 et 70%.
Au sein méme de ces sérotypes il existe des sous-types mis en évidence par
I’analyse de 1’arbre phylogénétique (fig.3). Certains de ces génotypes ont méme
des cycles sylvatiques, ce qui peut laisser penser que c’était le mode de
transmission primitif avant D’apparition du cycle humain. Ces sous-types
circulent en des endroits différents et 1'introduction d’un génotype dans une
autre zone géographique peut favoriser le remplacement d’un génotype par un

autre et avoir des conséquences sur 1’incidence et la gravité de la maladie [8].

C.  Cycle cellulaire
Apres la fusion, le génome ARN se dissocie de la nucléocapside virale et
pénetre dans le cytoplasme ou il fonctionne comme ARNm et est traduit sous la
forme d’une polyprotéine précurseur. Celle-ci est clivée en protéine structurale

ou NS par des protéases d’origine cellulaire ou virale (NS3). L’ ARN-
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polymérase virale (C-Terminal de NS5) permet la production d’ARN
génomique et anti-génomique au sein d’un complexe de réplication (prot. NS +
prot. Cellulaire). La protéine NS3 supporte également une activité hélicase et
permet la pose de la coiffe. L’assemblage du virion se produit dans le réticulum
endoplasmique et les virus peuvent sortir de la cellule par l'intermédiaire du

réseau de Golgi. [7,9] (voir fig.4).

D.  Cellules cibles
Du fait de I’absence de modele animal mimant I'infection du virus chez
I’homme, la compréhension de la pathogénie de la dengue est difficile [11].
Toutefois il a été démontré que les cellules dendritiques (CDs), les monocytes et
les macrophages étaient les principales cibles du virus, les CDs étant les
premicres cibles lors de I’entrée du virus apres la piqlire par le moustique. Les
€tudes sur les tissus issus de patients infectés laissent penser que d’autres lignées
cellulaires comme les lymphocytes ou les cellules endothéliales peuvent étre le
site de la réplication du virus et que les organes cibles sont entre autres le foie, la

rate, les ganglions lymphatiques, la moelle osseuse [11].
II. Le vecteur

A.  Description et répartition.
Le virus de la dengue est un arbovirus c'est-a-dire qu’il nécessite un vecteur
arthropode suceur de sang en I’occurrence un moustique du genre Aedes pour
effectuer son cycle reproductif, principalement Aedes Aegypti. 1l s’agit d’une
espece tropicale ou subtropicale, largement distribué a travers le monde surtout
entre la latitude 35°N et 35°S et particulierement adapté a la vie urbaine. Cette
limite géographique correspond environ a une isotherme hivernale de 10°C. Il a
déja été trouvé au dela du 45°N durant des mois trés chauds mais n’a pas

survécut a I’hiver. Aussi on ne le retrouve pas a des altitudes supérieures a

1000m [4]. (fig. 5)
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Les stades larvaires sont retrouvés généralement dans des habitas remplis d’eau,
notamment des récipients artificiels li€ a 1’habitation et a 1’activité humaine
aussi bien a I'intérieur qu’a I’extérieur des habitations. Les types de récipients
peuvent varier d’une région a une autre (surtout des céramiques aux Philippines
et en Birmanie, des pneus ou des boites en Inde ou des petits bols en Thailande)

[12].

D’apres une étude menée dans des grandes villes de six pays d’Asie du sud-est,
les conditions optimales de reproduction du vecteur seraient des récipients non
protégés (par un couvercle par exemple), non utilisés (augmentation du nombre
de pupes (stade larvaire) apres une semaine), a 1I’extérieur sous des broussailles

ou certains arbustes [12].

Ainsi les espaces privés, les zones péri- ou intra-domestiques sont plus a méme
d’offrir ces conditions que les lieux publics ou commerciaux méme si dans les
quartiers la présence d’édifices a forte densité (écoles, lieux de culte notamment)
montre un nombre de lieux de reproduction plus important que ceux qui n’en

possedent pas [12].

La qualité de I’eau a aussi une importance. Ainsi les larves d’Ae. Aegypti se
développent de préférence dans I’eau de pluie non trait€é méme si les récipients

sont a ’intérieur.

Les conditions sanitaires et sociales jouent un role dans la reproduction du
vecteur. Ainsi au Sri Lanka, les pupes sont retrouvées principalement dans des
petits récipients laissés a 1’abandon car rarement €éliminés par les services de
nettoyage ou la population qui préferent les grands récipients. Les mauvaises
conditions de logement, la proximité d’un dépotoir ou d’un cimetiere sont des
variables qui semblent favoriser cette prolifération. De méme la présence d’eau

courante a une relation complexe avec la reproduction car un approvisionnement
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indiquent les limites géographiques potentielles dans I’hémisphere nord et sud pour la survie a
I’année de Aedes Aegypti, principal vecteur de la maladie. [4]
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irrégulier ou son absence peut conduire a une conservation prolongée de 1’eau.
Les conditions sociales sont corrélées a une plus ou moins bonne connaissance
sur la dengue et sa transmission et par conséquent une meilleure connaissance

permet une production limitée du vecteur [12].

Des études suggerent que la plupart des femelles Aedes Aegypti peuvent passer
leur vie dans ou autour des maisons ou elles sont nées. Cela peut vouloir
signifier que les populations plus que les moustiques peuvent déplacer

rapidement le virus a I’'intérieur et entre les communautés.

D’autres especes de moustiques peuvent aussi transporter le virus de la dengue
et 'inoculer par exemple Aedes Albopictus, Aedes Polynesiensis et plusieurs
especes d’Aedes Scutellaris complexes. Chacune de ces especes a une €cologie,
un comportement et une répartition géographique particuliere. Durant les
dernieres décennies A. Albopictus ou « moustique tigre » s’est propagé de 1’ Asie
a I’ Afrique, aux Amériques et en Europe notamment favorisé par le commerce
internationale des pneus usagés dans lesquels les ceufs sont déposés quand ils
contiennent de la pluie. Les ceufs peuvent restés viables plusieurs mois en
absence d’eau [4]. Il a ét€ responsable des épidémies de chikungunya et des
premiers cas autochtones de la dengue en métropole frangaise en septembre

2010.

B.  Cycle de transmission.
Le virus de la dengue est un des rares arbovirus a ne pas avoir de cycle
enzootique c'est-a-dire nécessitant un animal amplificateur. Au contraire le virus
est maintenu par un cycle de transmission homme-moustique-homme (figure 6).
Un cycle sylvatique existe dans les foréts d’Asie et d’Afrique de 1’ouest entre
primate et moustique genres Aedes, mais la contribution de ce cycle semble

mineur en comparaison au cycle épidémique observé dans les villes [7].
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Grace a la forte virémie occasionnée lors de I'infection de I’homme par le virus
de la dengue, celui-ci ne nécessite pas d’hote intermédiaire amplificateur. La
femelle moustique se contamine lors d’un repas de sang. Le virus infecte ensuite
le vecteur en 8 a 12 jours. Apres cette période d’incubation extrinseque le virus
peut-étre transmis a d’autres humains lors de piqlire. Le moustique reste
infectieux toute sa vie. Une transmission verticale chez le moustique est
possible. Plusieurs facteurs peuvent influencer la dynamique de transmission du
virus - y compris les facteurs environnementaux et climatiques, les interactions

hote-pathogene et les facteurs immunologiques des populations touchées. [4]

C. Situation en métropole.
Présent en Italie et en Espagne depuis une vingtaine d’années, le ministere de la
santé a mis en place un systeme de surveillance en 1998 contre le moustique
Aedes albopictus ou « moustique tigre » [13]. Détecté pour la premiere fois de
facon sporadique dans les départements de Haute-Corse et des Alpes-Maritimes
entre 2002 et 2004, il s’est depuis 2006 installé dans ces départements ainsi que
dans le Var et certains quartiers de Marseille [14] (fig. 7). En plus de la mise en
évidence des populations implantées, des introductions spontanées ont été
relevées dans d’autres régions (fig. 8). Ces détections ont permis un traitement

efficace mais rendent compte de la vulnérabilité du territoire francais [14].

Le moustique tigre est originaire de 1’Asie du sud-est et a gagné de nombreux
territoires. Son €cologie est proche de celle d’Ae. Aegypti (gites de reproduction
d’origine humaine) et il est particulicrement agressif et pique la journée
notamment a 1’aube et au crépuscule [14]. Il a été le vecteur en 2010 des

premiers cas autochtones de dengue en France, dans la région de Nice.
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Figure 7: évolution de la zone colonisée par Aedes albopictus en France métropole entre
2004 et 2009 [14].
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Figure 8: zones d'observations d'Aedes albopictus en France en 2009 [14]. On observe
bien les points de détection hors de la zone d'implantation du moustique.
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III. La maladie

La dengue est une maladie fébrile qui reste souvent pauci ou asymptomatique.
Elle occasionne une forte poussée de fievre dans sa forme classique, tres
rarement mortelle, mais parfois, dans environ 1% des cas, des complications
bien plus graves peuvent se présenter notamment chez les préadolescents
entrainant alors une fievre hémorragique (FDH) ou un syndrome de choc

(DSC). Ces deux complications peuvent etre mortelles.

L’OMS a classé les formes cliniques de la dengue en trois catégories [15]:
fievre aigué€ non spécifique, la fievre dengue classique (FD) et la fievre dengue

hémorragique (FDH).

Alors que la dengue classique est connue depuis plus de deux cents ans, les
premiers cas de FDH et DSC ont été relevé pour la premiere fois dans les années

1950.

A.  Dengue classique.
La période d’incubation est généralement de 5 a 6 jours (extrémes 3-15 jours).
Lorsque les symptomes apparaissent, ils associent pendant 2-7 jours une fievre
élevée (le plus souvent > 39°C, pouvant atteindre 40°C- 41°C) de début brutal et

des symptomes non-spécifiques tels que

e des céphalées frontales,

e des douleurs rétro-orbitaires,

e des douleurs musculo-articulaires,
¢ une asthénie,

e douleurs abdominales,

® pausées et vomissements.

Le malade présente souvent un rash (> 80% des cas) transitoire, polymorphe

(maculaire, maculo-papuleux, morbiliforme, scarlatiniforme), le plus souvent
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situé sur le tronc et pouvant s’étendre sur les bras et les jambes et aux

extrémités.

Les manifestations hémorragiques limitées ne sont pas rares : pétéchies,

purpura, gingivorragies, épistaxis ou saignement digestif.

Sur le plan biologique sont associées de maniere constante une leucopénie, une

thrombopénie et une élévation des transaminases.

La dengue classique donne généralement un rétablissement complet en une a
deux semaines méme si dans de rares cas la convalescence est longue,
notamment chez 1’adulte, avec une phase prolongée d’asthénie. Mais parfois des
formes atypiques peuvent étre fatales sans pouvoir étre classées dans les formes

séveres que sont la FDH et la DSC.

B. Ladengue hémorragique et la dengue syndrome choc.

Dans certains cas, 'infection évolue apres deux a sept jours et la défervescence
thermique vers un tableau clinique plus grave, en relation avec la
thrombocytopénie, due a une élévation de la perméabilité vasculaire et une
coagulopathie diffuse avec ecchymoses en nappe, saignement digestif abondant

(hématémese franche) avec ou sans syndrome de choc.
La FDH est ainsi définie par I’association de quatre criteres suivants [16]:

¢ Fievre ou antécédent de fievre ayant duré 2 a 7 jours ;
e Manifestations hémorragiques

o un test du tourniquet’ (test du lacet) positif,

Le test du tourniquet est effectué en gonflant pendant cinq minutes un brassard au niveau du bras a une pression
équidistante de la pression systolique et de la pression diastolique. Le test est positif si 20 ou plus pétéchies sont retrouvés sur
2,5 cm®. Le test peut rester négatif durant la phase de choc profond. II redevient positif, parfois fortement positif, si il est

effectué apres la récupération du choc.
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o Pétéchies, ecchymoses ou purpura

o Saignement des muqueuses, du tube digestif, au niveau des sites
d’injections

o Hématémese ou méléna ;

e Trombocytopénie = Plaquettes < 100 000 par mm”;
e Fuite plasmatique mise en évidence par au moins :

o une hémoconcentration (hématocrite augmenté d’au moins 20% a
la valeur normale pour 1’4ge, le sexe et la population, ou
hématocrite diminué d’au moins 20% apres remplissage
vasculaire),

o ou par la présence d’épanchements pleuraux, ascite ou

hypoprotidémie.

Dans 1’état de choc de la dengue tous les criteres de la FDH doivent étre

présents associé€ a une insuffisance circulatoire manifestée par :

e pouls faible et rapide

e pression différentielle faible (20mmHg).
Ou par :

e hypotension® en rapport avec ’4ge ;

e peau froide, moite et agitation.

L’OMS a classé la FDH en quatre grades, les grades III et IV correspondant a la
DSC.

z. Hypotension est définie par une pression systolique < 80 mm Hg pour un enfant de moins de cing ans et < 90 mm Hg pour
des enfants de cinq ans et plus.
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Tableau 1 : classification FDH selon OMS [16]

Grade 1 Fiévre accompagné de symptomes non spécifiques, signes hémorragiques tels qu’ecchymoses,
pétéchies, ou un test tourniquet positif
Grade II Hémorragies spontanées
Grade III pouls faible et rapide ; faible pression différentielle ou hypotension” en rapport avec 1'age et

peau froide, moite et agitation

Grade IV Choc profond avec hémorragie tres importante, tension artérielle et pouls indétectable.

C.  Autre classification
Cette classification de 'OMS a été formulée en 1974 au cours d’un comité
consultatif technique lors d’une réunion a Manille aux Philippines. Elle a été
essentiellement basées sur les études pionnieres réalisées au Children’s Hospital
de Bangkok au cours des années 60. Apres des modifications mineures, I’OMS a

donc publié la classification vue au paragraphe précédent [17].

Mais des études au début des années 2000 dans des régions endémiques ont
démontré des incohérences et les difficultés a utiliser cette classification et jugé

nécessaire une nouvelle maniere de classer [18, 19].

Une étude menée au Viétnam [18] montre que parmi les quatre criteres
recommandés par ’OMS pour reconnaitre une FDH, deux (saignement et
thrombocytopénie) sont presque aussi fréquent chez les enfants avec une FD que
ceux avec une FDH et relativement aussi fréquents chez enfants souffrant
d’autres maladies fébriles. Le test du tourniquet montre aussi un manque de
spécificité et de sensibilit€. De méme 18% des enfants ayant présenté un choc

lors de I’étude ne remplissaient pas les quatre criteres demandés par I’OMS.

De nombreux rapport ont mis en avant ces difficultés et demandaient une

nouvelle définition [3, 20-23].

Certaines régions endémiques utilisent méme des classifications différentes
[3,20] pour faciliter la prise en charge des malades et la surveillance inter-
épidémique.
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D’apres les auteurs et les rapports, elle est inappropriée pour différentes causes :

e Les trois formes cliniques définies ne sont pas forcément trois entités
distinctes mais plutdt un spectre continu de la maladie (par exemple
thrombopénies et saignement sont retrouvés a fréquence presque égale
entre FD et FDH).

e [es quatre criteres exigés ne sont pas toujours trouvés ou ne peuvent pas
toujours 1I’€tre.

o Une numération plaquettaire seule ne peut pas toujours prouver une
thrombopénie.

o La détection d’une thrombopénie et d’une fuite capillaire précoce
nécessite des tests de laboratoire souvent non disponibles dans les
premiers centres de soins des régions endémiques les plus pauvres.

e La notion de fievre hémorragique met trop [’accent sur le caractere
« hémorragique » de la maladie alors que le critere principal devrait plutot
étre l'augmentation de la perméabilit€ vasculaire. Les signes
d’hémorragie peuvent étre présent ou non durant la maladie ou
inversement étre présent chez les malades non atteint de FDH. Et
lorsqu’une hémorragie mortelle se produit c’est presque toujours une
manifestation tardive et associée a un choc profond et prolongé.

e [a classification a été établie pour des enfants de 1’ Asie du sud-est hors il
semble que 1’age, le sexe et la région endémique aient une influence sur

I’expression de la maladie.

Suivant ces recommandations, un groupe d’experts réunis par I’OMS et le TDR
(programme spéciale de recherche et de formation sur les maladies tropicales

notamment dans les pays pauvres voir le lien : http://apps.who.int/tdr/) en 2008,

ont propos€ une nouvelle classification pour faciliter le travail des médecins et

des infirmieres, permettre a une identification plus rapide et I’administration des
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DENGUE +/- SIGNES D’ALARME DENGUE SEVERE

Sans signe

CRITERE POUR DENGUE +/- SIGNE D’ALARME CRITERE POUR DENGUE SEVERE
Dengue probable Signes d’alarme Fuite plasmatique sévére
Vivant/voyageant dans une région e  Douleurs abdominales Conduisant a
endémique °

Vomissements persistants

. . . e Choc
i A . e  Signe clinique d’accumulation . .
Fievre et 2 symptomes parmi : de liquide e Accumulation de fluide
: d avec détresse
e Nausées, vomissement e Saignement des muqueuses respiratoire
e Rash e [éthargie, instabilité
e Douleur psychomotrice Saignement sévere évalué par un
e Test tourniquet positif *  Hypertrophie du foie > 2cm clinicien
e Leucopénie ¢ Laboratoire : augmentation hct

PN . . . . A 3 9
associé a une rapide diminution ~ Défaillance d’organe

des plaquettes

e  Tout signe d’alarme

e TFoie: ASAT/ALAT >

1000
e SNC: troubles de 1la
conscience

° Cceur et autres organes.

Confirmation par laboratoire

Figure 9: nouvelle classification OMS [4]. Cette classification par degré de sévérité devrait
étre beaucoup plus simple, montrant bien que la dengue peut étre vue comme une seule entité
avec différentes présentations cliniques, et devrait faciliter le travail des cliniciens notamment
lors des épidémies les plus séveres. Il faut retenir qu'une dengue sans signes d’alarme peut
amener a une forme sévere.
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traitements adéquats dans les cas des formes les plus séveres [24]. Ces révisions
¢taient fondées sur un examen des données cliniques provenant d’études
récemment achevées dans sept pays d’ Asie du sud-est, du pacifique occidental et
d’ Amérique latine appuyé€ par TDR et OMS et financé par I’Union Européenne
et Welkom Trust.

L’étude multicentrique appelée DENCO (DENgue Control) a conclu qu’en
utilisant des tests cliniques et de laboratoires simples, il était possible de classer
les patients atteints de dengue plus simplement en deux catégories selon le
niveau de gravité, avec certaines subdivisions, et tout en présentant quelques

avantages opérationnels.

« L’1dentification rapide d’une maladie grave peut aider le personnel de santé a
décider de I’hospitalisation du patient ou de son traitement en consultation
externe » a déclaré le directeur du TDR Robert Ridley. « Une meilleure
classification contribuera également a améliorer les rapports de surveillance et
de détection précoce des €pidémies de cette maladie dont la croissance est 1’une

des plus importantes » a-t-il ajouté.

Cette nouvelle classification a été testée et évaluée durant douze mois dans 18
régions endémiques et comparée a 1’ancienne classification. Le processus doit

étre finalisé durant I’année 2010.
Ainsi la nouvelle classification pourrait ressembler a ceci (fig. 9).

D.  Phase clinique
Apres la période d’incubation, la fievre débute de fagon abrupte et est suivie de

trois phases, fébrile-critique-convalescence [4].

Voir les figures 10 et 11 pour suivre la chronologie des évenements.
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Figure 10: Evolution de la dengue [4].
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Figure 9: chronologie des principaux symptomes de la FD et de la FDH. [7]

36



E.  Complications particulieres
Des complications graves de la dengue telles qu’une insuffisance hépatique,
une coagulation intravasculaire disséminée, une encéphalopathie, une
cardiomyopathie, une insuffisance rénale aigué¢ et un syndrome hémolytique
sont rares, mais ont €té notés pour €tre plus fréquents dans les épidémies

récentes. [10]

IV. Epidémiologie

A.  Vue d’ensemble
Le fardeau de la maladie est essentiellement supporté pas 1’ Asie du sud est mais
elle s’est largement propagée a I’ensemble des régions du monde et méme plus
récemment dans le sud-est de la France. Dans le pacifique en 2003 trente-trois
des trente-sept pays sont endémiques [3]. L’Amérique malgré un programme
d’éradication du vecteur de la maladie dans les années 60 connue ses premiers
cas des 1977 a Cuba et sa premiere épidémie majeure en 1981 toujours a Cuba

[3]. Depuis elle s’est propagée aux Caraibes, a I’Amérique centrale et du sud.

L’OMS estime qu’aujourd’hui environ 2,5 milliards de personnes sont exposées
a la maladie soit environ 40% de la population mondiale. Il y aurait entre 50 et
100 millions de nouveaux cas annuels dont 500 000 sont des cas graves
nécessitant une hospitalisation (fig.12) [3, 4, 10]. Lors des ces hospitalisations le
taux de létalité est d’environ 2,5% [3] mais ce taux varie selon les régions
endémiques, les périodes épidémiques et il peut parfois €tre deux fois plus

important [1,4].

Parfois le nombre de cas explose, on parle alors de « flambée ». Ces épidémies
ont lieux selon des cycles de 3 a 5 ans, voir plus, selon les régions et provoquent

une augmentation du nombre de cas graves et de la 1étalité.

La région Asie/Pacifique regroupe 70% de la population mondiale a risque et
pres de 75% de la morbidité mondiale. Ces deux régions géographiquement
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proches se sont alliées dans un plan de lutte et de surveillance de la dengue [4].
C’est la partie sud-est de I’ Asie (Bangladesh, Birmanie, Chine, Inde, Indonésie,
Maldives, Sri Lanka, Thailande, Timor Oriental) qui est le plus concernée. Dans
la région Pacifique, ce sont le Cambodge, la Malaisie, les Philippines et le Viét-
Nam qui sont les plus atteints (1 020 333 cas entre 2001 et 2008) méme si les
iles du pacifique notamment la Polynésie Francaise (35 869 cas sur la méme

période) sont également touchées [4].

Dans la région américaine, c’est I’Amérique du sud et surtout le brésil (plus de

60% des cas) qui dénombrent le plus de cas de dengue et de cas mortels sur la

période 2001- 2007 [4].

Malgré un systeme de surveillance défaillant sur ce continent, des épidémies se

produisent régulierement en Afrique et sont 1a aussi en augmentation [4].

B.  Parametres épidémiologiques
Les raisons possibles et probables d’une telle explosion du nombre de cas lors
des dernieres décennies sont la forte croissance démographique, 1’urbanisation
incontrolée en zone tropicale et intertropicale, la multiplication des sites de
reproduction du vecteur et I’inefficacité des moyens de controle de ce vecteur.
On peut aussi évoquer l’augmentation de la virulence du virus et le

remplacement des génotypes les moins virulents par les plus virulents [10].

Mais d’autres parametres comme 1’age, les caractéristiques ethniques, le sexe

des malades ou le climat influencent 1’incidence de la maladie.

1. L’age.
La dengue est traditionnellement présentée comme une maladie dont les
atteintes les plus graves sont présentes chez les enfants et les préadolescents.
Ceci vient du fait qu’initialement la maladie avait ét€ étudi€ée en Asie ou la
maladie touchait alors gravement cette classe d’age. Mais il semblerait qu’il y

ait une augmentation de la fréquence de la maladie dans les autres classes d’age.
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A Bangkok par exemple 1’age médian des cas de dengue a augmenté [3] :

e 3 ans et dix mois dans les années 60
e 7 ans et 7 mois dans les années 70
e 7 ans et 5 mois dans les années 80

e 8 ans dans les années 90.

A Singapour le pic de I’age se déplace de pédiatrie (1973-1977) vers les adultes
en 1982. Depuis 50% des cas mortels ont lieux chez des malades de plus de 15
ans. Entre 90 et 96 le groupe d’age le plus concerné était celui des 16-34 ans. En
Indonésie I’incidence de la maladie a augmenté chez les jeunes adultes. Au
Bangladesh lors d’une épidémie en 2000 les adultes représentaient 82% des cas
lors d’une étude de surveillance en milieu hospitalier, la plus forte proportion
étant chez les 18-33 ans et tous les cas mortels €tant retrouvés chez des malades

de plus de cinqg ans [25].

En Amérique latine et aux caraibes la dengue touche de fagon équivalente les

enfants et les adultes, il y a méme des épidémies ne touchant que des adultes [3].

2. Prédisposition raciale
Il y a des relations observées dans quelques études entre 1’incidence de la
maladie et 1’origine ethnique du malade. Une étude rétrospective sur I’épidémie
a Cuba entre 1977 et 1981 a montrer que les formes séveres étaient plus
fréquentes chez les blancs alors que le nombre de personnes infestées par le

virus €tait équivalent entre les deux communautés [25].

En Haiti une étude a observé que les enfants ne développent pas de fievre
hémorragique bien que plusieurs sérotypes circulent favorisant ainsi les cas
graves. Les auteurs ont conclu a une preuve supplémentaire d’un génotype de
résistance a la dengue chez les noirs. Un polymorphisme génétique (cytokine et
protéine sanguine) est proposé comme facteur de protection. Deux autres études
en Asie ont fait aussi état d’'un phénomene de prédisposition raciale avec une
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incidence de la forme hémorragique supérieure chez des hommes d’origine

chinoise par rapport aux indiens et aux malais [25].

3. Sexe
Certaines études en milieu hospitalier et les surveillances de données lors
d’épidémies suggerent qu’il existe des différences dans les taux d’infection et la
gravité de la maladie entre les hommes et les femmes. Trois études
indépendantes, en Inde et a Singapour, ont montré que les hommes sont deux
fois plus infectés que les femmes. Ces ratios peuvent varier d’une épidémie a
une autre mais aussi d’une ethnie a une autre, les données de surveillance en
Malaisie ont révélé une prédominance masculine (1,5 :1) pour les malais et les
indiens mais le rapport est presque €gal chez les patients d’origine chinoise

[25].

Des études en Amérique du sud déclarent généralement que les deux sexes sont
également touchés mais un ratio homme/femme de 0,65 :1 a été décrit comme

« typique » de la dengue [25].

Deux études en Asie ont montré que les cas de maladie graves étaient
systématiquement plus élevés chez les femmes malgré une incidence de la
dengue plus élevée chez ’homme [25]. Ceci pourrait étre expliqué par une
réponse immunitaire plus forte ou une perméabilité accrue chez la femme. Mais
il pourrait aussi s’agir d’un biais de recrutement des cas de dengue. Dans
certaines régions 1’acces aux soins pour les femmes, notamment en hdpital, 1a ou
se fait I’essentiel de la surveillance, est moins bon. Pour évaluer une véritable
différence de I’incidence et de la gravité de la maladie entre les deux sexes il

faudrait tenir compte de ces facteurs sociaux.

4.  Propagation en milieu rural
Méme si la dengue est connue comme une maladie urbaine, il existe des

épidémies et mémes des flambées en milieu rural, des 1976 en Indonésie par
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exemple. De nos jours en Thailande I’'incidence en milieu rural (102,2 pour
100 000) est méme plus importante qu’en milieu urbain (95 ,4 pour 100 000)
[25]. L’augmentation est aussi remarquée en Amérique du sud et dans les

Caraibes et des taux d’infection identiques sont rapportés [25].

5. Le climat

Le climat est un facteur majeur influencant les arboviroses. La température
influence les limites de distribution du vecteur, augmentent ses capacités de
reproduction et le nombre de repas (donc le risque de transmission), et améliore
le développement du virus au sein du moustique. L’humidité relative et les
précipitations favorisent le développement et la propagation des moustiques
(pupes et larves) et améliorent le métabolisme et la durée de vie des adultes. Un
vent faible a modéré favorise la dissémination des moustiques [26, 27].
Toutefois de nombreuses études n’ont pas montré de relation entre les
principales épidémies et les variations interannuelles du nombre de cas et le
climat [25, 26, 28, 29, 30]. Méme une relation avec le phénomene El-nifio
semble difficile a démontrer méme si elle doit €tre prise en compte [31,32]. On
peut expliquer cela par I’influence du climat sur le comportement humain et la
complexité du systeme virus/vecteur/homme. Par exemple durant une période de
sécheresse, les zones de stockage d’eau sont en augmentation favorisant la ponte
des ceufs, de plus les populations de prédateurs peuvent étre en baisse favorisant

les épidémies [27].

Le changement climatique va surement avoir une influence sur ce systeme mais
cela reste difficilement prévisible [33].L’augmentation de la température va
favoriser le déplacement du vecteur vers des latitudes et des altitudes plus
élevées et son implantation de fagon réguliere [27, 33]. Il pourrait aussi avoir
comme conséquences des déplacements de population, 1’accroissement de la

pauvreté et des densités de population ou le déplacement de certaines souches de
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neutralisants favorisant la multiplication virale et la formation de complexes a I’origine des problemes de
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sécrétions de cytokines vasoactives a I’origine des fuites plasmatiques et des hémorragies.
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virus avec des conséquences possibles sur I’incidence et la gravité de la maladie.
De plus certains phénomenes météorologiques extrémes peuvent influencer les
épidémies de dengue [27, 34, 35]. Il parait difficile d’estimer la population qui
sera exposée au virus a I’avenir ainsi que la gravité des épidémies mais il semble

encore plus important d’améliorer la lutte contre la dengue.

V. Pathogénese.

A. Role de la réponse immunitaire
La réponse immunitaire confere comme dans toutes infections les moyens de
lutter contre une infection et de protéger contre une infection future. Mais
inversement dans le cas de la dengue elle joue un role crucial dans 1’aggravation

de la maladie chez le patient atteint d’'une forme sévere. [7]

1.  Immunité protective contre la dengue.
La réponse immunitaire contre la dengue est principalement médiée par les
anticorps (Ac) [5, 36, 37]. Ils offrent une protection homotypique a long terme et
a court terme contre les autres sérotypes qui ne dure que quelque mois [4,7, 36-
39] et qui est due a la présence d’Ac a réaction croisée qui décroissent
rapidement apres I'infection [7]. L’ Ac le plus important est celui dirigé contre le
domaine III de la protéine de 1’enveloppe (prot. E). 1l est soit séro-spécifique
soit a réaction croisée [7, 40]. Les autres épitopes sont les domaines I et II de la
prot E, la prM et la protéine NS1 mais sont beaucoup moins neutralisants [7, 40]
I existe une protection materno-foetale par le transfert passif d’ Ac neutralisants.
Mais ils disparaissent au bout de quelques mois [7, 37].In vitro les Ac
neutralisent le virus en bloquant la fusion et/ou I’attachement aux cellules

cibles, ou par la formation de complexes éliminés par les cellules phagocytes

[7, 37].
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L’immunité spécifique semble jouer un réle plus mineur méme si les Ly-T
contribuent de maniere spécifique a la clairance virale [7] et a tuer les cellules

infectées [39].

Les cellules dendritiques sont les premieres cellules de la réplication du virus et
donc de la réponse immunitaire. Le récepteur CD 209/ DC-SIGN (Dendritique
Cell- Specific Intercellular Adhesion molecule-3-grabbing nonintegrin) permet
la liaison a la protéine E et sert de corécepteur. La capacité des cellules
dendritiques a faconner la réponse immune a un impact sur la qualité, la quantité

et la durée de la réponse immune [36, 38].

2. Dérégulation de la réponse immunitaire : réle dans la
pathogénicité.
Comme nous 1’avons vu dans un paragraphe précédent différents facteurs
peuvent influencer le développement de la maladie mais I’immunité semble
avoir un role essentiel dans son aggravation. Un déreglement de la réponse
immune dont le mécanisme est incertain et disputé favorise les principaux

symptomes associés tels que I’hémorragie, la fuite plasmatique...

En effet les infections hétérologues ont ét€ associées épidiologiquement avec
DHF. Halstead a observé que 90% des infections séveres se produisaient lors
d’une infection hétérologue secondaire. Les 10% restant étant des primo-
infections mais se déroulant chez le nouveau-né dans la deuxieme moitié de leur
premiere année. Ceci 1’a conduit a émettre en 1977 une hypothese d’une
aggravation de la maladie dépendante des Ac (ADE pour « Antibody Dependant
Enhancement ») [4, 36, 37, 41] qui a pu étre démontrée par des expériences in
vitro en utilisant des sérums immuns ou des Ac monoclonaux et des lignées
monocytaires et B-lymphocytaires portant un récepteur FcR [37]. Des Ac
hétérotypiques non-neutralisants a réaction croisée se lient a des épitopes a la
surface des cellules infectées par le virus et forment des complexes et facilitent
I’entrée du virus via les récepteurs FcRIla [4, 38, 39, 41] L’activation de ces
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cellules (macrophages, monocytes et CD matures) entraine une augmentation de
la réplication du virus et donc de la virémie. Or la relation virémie/
pathogénicité est claire [36, 37, 39]. De plus il a été démontré pour les cellules
dendritiques matures que FcRIla contribue également a I’activation de cytokine
pro-inflammatoire (TNF-a et IL-6 surtout) li€es a la sévérité de la maladie [7].
L’Ac anti-NS1, protéine non structurale, exprimée uniquement par le virus dans
la cellule infecté, montre une affinité pour le fibrogene, les thrombocytes et les
cellules endothéliales entrainant leur apoptose aggravant 1’effet vasoactif des

cytokines et aussi la chute des plaquettes [10, 36, 38].

Chez le nourrisson la présence d’Ac homologues recus de la mere se trouvant a
des dilutions au-dessous du seuil de neutralisation peut expliquer le risque
encouru lors des premiers mois de leur existence [7, 37] et ’existence de DHF

lors d’une primo-infection.

Cette théorie a fait 'unanimité pendant plusieurs années mais il semble
maintenant que le mécanisme soit bien plus complexe et qu une dérégulation de
I’immunité cellulaire, la sécrétion excessive de cytokines et autres médiateurs,
I’activation du complément, engendrent un dysfonctionnement des cellules

endothéliales a I’origine de la fuite plasmatique et de I’hémorragie [38].
e Déreglement de I’immunité cellulaire

Des Ly T CD4+ et CD8 + rapidement activés au début de I’infection par les
cellules dendritiques normalement importants pour contrer précocement le virus
vont fausser la réponse. Ils vont montrer une faible affinité pour le sérotype
infectant et une plus forte affinité pour un autre sérotype, imitant ce qu’on
appelle le « péché originel antigénique » [36, 39]. Expansion sélective de ces
Ly-T mémoires qui supplantent les Ly-naifs. Ils liberent plus de cytokine pro-
inflammatoire, meurent par apoptose, la réponse immune est moins efficace et

ce qui se traduit par une augmentation de la charge virale [4, 36, 39]. On
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remarque €galement une inversion du rapport TH1/TH2 de la réponse cellulaire
au profit de la réponse TH2 lors des infections séveres pouvant expliquer la

sévérité de la maladie [39].
e Activation du complément

Chez les patients atteints de dengue sévere ont €té retrouvées de fortes
concentrations de C3a révélant un role du complément dans I'infection. La
sécrétion de C3a et d’autres anaphylotoxines vont permettre de recruter toujours
plus de macrophages, de monocytes et de cellules dendritiques, de réguler la
vasodilation et de favoriser la perméabilité vasculaire. Elles favorisent
¢galement la libération de cytokines pro-inflammatoires, la dégranulation des

polynucléaires et les phénomenes oxydatifs [36].
e Tempéte de cytokines

Sous I’effet de ces désordres immunitaires de grandes quantités de cytokines et
d’autres médiateurs chimiques vont €tre libérés. Ils vont cibler les cellules
endothéliales et favoriser le phénomene pathologique crucial de la maladie, la
perméabilité plasmatique et la fuite capillaire. De grandes quantités de cytokines
telle que Interféron y, TNF a et les interleukines IL 2, 6, 8 et 10 sont libérées
[39]. TNF o pourrait favoriser 1’apoptose des cellules endothéliales par la
libération de radicaux libres favorisant le stress oxydatif et la perte d’intégrité

endothéliale [42].

La pathogénese de la dengue semble du a la fois a la multiplication du virus et
ses effets sur les cellules cibles (hépatocytes, cellules endothéliales...) mais
surtout a la dérégulation de la réponse immune impliquée dans le
disfonctionnement des cellules endothéliales et du systeme de la coagulation.
Mais le mécanisme hémorragique de la dengue n’est pas totalement élucidé.
Pourquoi elle se développe dans certains cas et pas dans d’autres. L’intervalle de

temps entre deux infections semble jouer un role (plus il est important plus les
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infections séveres sont nombreuses). Le type de virus hétérotypique suivant la

primo-infection semble aussi déterminant [4].

B.  Virulence du virus.
Le niveau de virulence des différentes souches est difficile a démontrer
cependant de nombreuses €tudes épidémiologique tendent a démontrer des
différences entre les sérotypes et méme dans les génotypes dans leur capacité a
provoquer des formes séveres de la maladie. Des données collectées lors
d’épidémies de DF/ DHF ont établit que DEN2 [43-46] et de fagcon moins
importante DEN3 [47-49] et DEN1 [30, 50] étaient associés a une augmentation
du risque d’hospitalisation et de formes séveres tandis que DEN4 donne des
symptomes moins sévere. Une analyse des données collectées a Bangkok entre
1994 et 2006 a permis de confirmer cette tendance: DEN2 entraine les
symptomes les plus séveres lors d’une infection secondaire, DEN2 et DEN3
provoque deux fois plus de DHF lors d’une infection secondaire que DEN4 [51].
D’autres études ont également montré que DEN1 et DEN 3 provoquaient des
symptomes plus importants lors d’une infection primaire que DEN2 et DEN4
[30, 46, 52]. De méme la séquence virale infection primaire/infection secondaire
pourrait avoir un role [53]. Il semble également qu’au sein d’un méme sérotype
la virulence des différents sous-types different, ainsi les génotypes d’Asie du
sud-est et du subcontinent indien sont reconnus pour causer plus d’épidémies de
DHE/DSS et des primo-infections plus séveres. Ces virus plus virulents ont
méme €té capables de déplacer les virus autochtones provoquant des épidémies

séveres et les premiers cas de DHF sur le continent américain [54].
VI. Diagnostic biologique

Un diagnostic efficace et précis est de premicre importance pour les soins
cliniques (a savoir la détection précoce des cas graves, la confirmation du cas et

le diagnostic différentiel avec d'autres maladies infectieuses), les activités de
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Figure 14: Cinétique des Ag et des Ac lors d’une primo-infection de la dengue: virémie
de J-2 a J5. virémie de J-2 a J5. La recherche de I’antigene NS1 peut étre positive des JO et
jusqu’a J7-J10. La détection des IgM est possible des vers J5 pour la dengue. La détection des
IgG débute vers J10. Les IgM disparaissent vers le 6-8° mois.
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Figure 15: Cinétique des Ag et des Ac lors d’une dengue secondaire : la virémie est
identique a celle d’une dengue primaire et la PCR est donc un outil diagnostique majeur. La
réponse IgM peut exister mais reste discrete, fugace voire non détectable. Le titrage des IgG
augmente (x 4) sur 2 prélevements a 10 jours d’intervalle
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surveillance, de controle de 1épidémie, la pathogenese, la recherche
universitaire, le développement de vaccins, et les essais cliniques. Un éventail de
méthodes existe dont le choix va dépendre de la finalité pour laquelle les essais
sont effectués, du type d’installation, des colits et du moment de prélevement
[4]. On distingue les tests précoces comme la détection du virus, de son matériel
génétique ou d’Ag NS1, et des tests plus tardifs mettant en évidence la présence
d’Ac (IgM ou IgG). Les Ac restent détectables quelques mois voir toute la vie et
leur cinétique permet de renseigner sur la qualité primaire ou secondaire da la
maladie (fig. 14 et 15). Ces tests peuvent étre réalisés sur des échantillons de

sérum, de sang, de plasma ou de tissu.

Compte-tenu de ces caractéristiques, le calendrier de collecte de 1’échantillon et
I’état immunitaire de 1’individu influent tous les deux sur la nature des tests de

laboratoire requis pour confirmer le diagnostic [55].

5 eme

Lors de la phase fébrile avant le jour de la maladie, la recherche du virus, de
matériel génétique ou d’Ag NS1 va étre réalisée. Apres le 5™ jour les tests
sérologiques seront pratiqués, 1’« hémagglutination inhibition test » (HI test)

ayant €té remplacé par la recherche des IgM/IgG. [4, 55].

Dans les régions endémiques 1’acces aux tests biologiques n’est pas toujours
facile ou leurs utilisations pas toujours bonne. En France, I’Invs recommande

7érne

une RT-PCR et une sérologie si le patient consulte avant le jour et
uniquement une sérologie si le patient consulte au-dela [56]. Dans un rapport de
I’HAS, un groupe d’expert estime que le test Ag NS1 peut-€tre utilisé en
premiere intention, toutefois si il se montre négatif la surveillance doit étre

poursuivie (RT-PCR ou sérologie) [56]. (Tableau 2).
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VII. Traitement palliatif

Pour une maladie aussi complexe dans ses manifestations, sa gestion est assez
facile, peu couteuse et tres efficace pour sauver des vies sous conditions que
I’intervention soit correcte et est lieu en temps voulu. La clé est la
reconnaissance et la compréhension des problemes cliniques durant les
différentes phases de la maladie. Le triage a ’arrivée des patients va permettre

d’identifier les patients et de les classer en trois groupes [4].

e Groupe A : patient peut rentrer chez lui
e Groupe B : patient doit &tre géré par un centre hospitalier.
e Groupe C: patient nécessite un traitement d’urgence et un transfert en

soin intensif.

Dans le premier groupe, le patient tolere des quantités suffisantes de liquides
par voie orale, est capable d’uriner au moins une fois toutes les six heures et ne
présente aucun signe d’alarme avant coureur en particulier lors de la
défervescence. Le traitement consistera simplement a la prise de soluté de
réhydratation, de jus de fruit ou toute autre solution contenant électrolytes et
sucres perdus lors de la fievre et des vomissements. Comme antalgique seul le
paracétamol est conseillé, ’acide acétylsalicylique, 1’ibuprofene et tout AINS

sont a proscrire.

Dans le groupe B, le patient peut €tre administré dans un centre hospitalier
secondaire. Sont inclus les patients ayant des signes d’alarmes, ou ceux dont
1’état physiopathologique peut aggraver la maladie ou nécessite un management
plus compliqué (femme enceinte, enfant, personne agée, obese, diabétique,
insuffisant rénal, maladie hémolytique chronique). Pour le patient présentant des
signes d’alarme le but est avant tout d’obtenir un bon hématocrite par
I’administration de solution isotonique comme NaCl 0.9%, ou soluté de Ringer.

Ensuite des solutés de réhydratation par IV sont administrés pour maintenir une

50



Tableau 2: présentation des différents diagnostique biologiques.

Indications

Test diagnostic

Avantage

Inconvénients

Diagnostic en
phase aigue

Détection acide nucléique
(RT-PCR) "

Le plus sensible et
spécifique
Identification du
sérotype

Résultat en 24-48h,
impact possible sur
prise en charge du
patient

Potentiel faux positif
Onéreux

Matériel important et
personnel qualifié
Probleme de conservation
échantillon

Ne différencie pas
infection ™ et 1"

Isolation du virus en culture Spécifique Besoin de personnel
cellulaire et identification par Possible qualifié
immunofluorescence indentification Long >1 semaine
sérotype Probléme de conservation
échantillon
Ne différencie pas
infection " et I*"™
Détection Ag NSI1 Facilité d’utilisation Moins sensible

Diagnostic précoce =»
impact sur patient

Test sérologique :

IgM

Séroconversion : HI ou * 4
taux /gG par Elisa entre deux

Utilisable pour
confirmation phase
aigue

Le moins cher

Parfois cas oublié car taux
IgM faible ou indétectable
lors infection II*™

Besoin de deux

prélevement phase aigue et Facile & pratiquer échantillons
convalescence Permet distinction Délais dans la
infection "™ et I1*™ confirmation du cas

Identification | Détection IgM Identification des cas Parfois cas oublié car taux
lors de probables IgM faible ou indétectable
surveillance Facile a pratiquer lors infection I*"™
et de Seulement dans
flambée ; Isolation virus et détection Confirmation de cas laboratoire de références
Surveiller ARN Identification du Besoin d’échantillon

efficacité des
interventions

sérotypes

phase aigue : attention a
la conservation

'* des kits de diagnostic RT-PCR en temps réel sont actuellement évalués [4,55]

**il y a deux kits actuellement commercialisés pour recherche NS1 par méthode ELISA, ils sont

relativement simples et rapides a utiliser. [55, 56].




bonne perfusion et un bon débit urinaire. Si le patient ne présente aucun signe

inquiétant il faut favoriser la réhydratation par voie orale voir par I'V.

Le groupe C va regrouper les patients présentant par exemple une sévere fuite
plasmatique avec choc et/ou accumulation de fluide avec détresse respiratoire,
ou hémorragie sévere ou une défaillance d’organe sévere. Tous les patients
administrés avec une dengue sévere devront €tre admis a 1’hdpital avec acces
aux soins intensifs et transfusion sanguine. Une réanimation liquidienne en IV
est le traitement essentiel et généralement I’unique intervention. La solution
cristalloide doit étre isotonique et le volume choisi pour maintenir une
circulation efficace pendant la fuite plasmatique. Une transfusion sanguine peut

étre nécessaire en cas de saignement sévere.

La réanimation liquidienne doit étre distinguée de la simple administration de
liquide. La il s’agit de donner au patient de plus grands volumes de liquide (ex
10-20 ml par bolus) sur une durée limitée et sous étroite surveillance. Le but est
d’améliorer la circulation centrale et périphérique et la perfusion des organes, de

maintenir un débit urinaire > 0,5ml/kg/h et de diminuer 1’acidose métabolique.

En cas de choc associé, le traitement va étre orienté selon s’il y a compensation
ou une chute de tension. Il consiste en une réanimation liquidienne, dont les
volumes varient selon le cas, et la recherche d’un hématocrite normal. Pour plus
de renseignement se reporter au figure 2.2 et 2.3 de la section 2.3.2.3 du guide
de 'OMS sortit en 2009 « Dengue: Guidelines for diagnosis, treatment,

prevention and control ».

Les complications (saignement sévere, hémorragie, fuite de liquide pleural,

ascite, défaillance d’un organe) se feront au cas pas cas.
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VIII. Les moyens de lutte contre la maladie

Hormis la recherche d’un vaccin que j’évoquerai dans la partie suivante deux
autres solutions se présentent pour contrer la maladie, la lutte contre le vecteur et

I’utilisation de traitement antiviraux.

A. Lutte contre le vecteur.

I. But
La prévention et la réduction de la transmission du virus repose principalement
sur le contrdle du vecteur et I’arrét du contact humain et vecteur. Il va surtout
étre orienté contre Ae. Aegypti, sauf si autre vecteur principal, a son stade
larvaire ou adulte, a proximité des habitations ou dans les lieux publics les plus

sensibles (écoles, lieux de culte...), sur les récipients contenant de I’eau.

Le programme de ’OMS de lutte anti vectoriel intégrée (IVM) se veut un
processus de prise de décision rationnelle pour 1'utilisation optimale des

ressources pour cette lutte [4]. Il repose sur cinq €léments :

e Mobilisation sociale et politique, la lutte devant €tre un objectif du
développement politique, des organisations et de la société civile ;

e (Collaboration entre secteur de santé et d’autres secteurs publics et privés.

e Approche intégrée contre la maladie (utilisation rationnelle des
ressources, méthodes chimiques ou non et intégration d’autres méthodes).

e Adaptation des stratégies et des interventions a 1’écologie des vecteurs
locaux ; a I’épidémiologie et aux ressources ;

e Renforcement des capacités: développement des infrastructures
essentielles, des ressources financieres et humaines au niveau national et

local.

Toute cette approche a pour but de contrOler le vecteur de la dengue en

supprimant les habitas conteneurs, en empéchant leur acces, par de fréquent
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nettoyage ou vidange, en diminuant le développement du vecteur par des

moyens chimiques ou non, par I’utilisation d’adulticide ou de larvicide.

Historiquement au début des années 70 les efforts de contrdle avaient permis
I’éradication d’Ae. Aegypti dans la région subtropicale américaine. Mais des

réintroductions ont suivi et ont amené a la recréation des populations de vecteurs

[4].

Le but va donc étre de maintenir une densité faible de population vectorielle

notamment dans les lieux a risque ou de diminuer la longévité des femelles.

2.  Méthodes
Ae. Aegypti possede un large éventail de gites larvaires (humain ou naturel). 1l
est difficile de contrOler tous les stades immatures du moustique et certains
habitats en produisent plus que d’autres. Il va falloir cibler ceux qui sont le plus
prolifique tout en prenant en compte les caractéristiques écologiques des
vecteurs locaux et les attitudes et habitudes des habitants concernant les

contenants [4].

a)  Management environnemental
Prévenir ou modifier la propagation du vecteur et le contact vecteur/humain en
détruisant, en modifiant, en éliminant ou recyclant les conteneurs non essentiels.

C’est le pilier de la lutte :

e Modification environnementale : modification des installations
d’approvisionnement d’eau=» favoriser 1’eau courante avec un apport
fiable pour éviter I’utilisation de forme de stockage de 1’eau.

e Manipulation environnementale : gestion des conteneurs essentiels par
des vidange ou des nettoyages des réservoirs de stock d’eau, des vases a
fleurs...; en interdisant leur acces (couvercle hermétique, grille
suffisamment fine pour laisse passer I’eau et pas moustique, perle de

polystyrene en surface formant une barriere physique) ; nettoyage des
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gouttieres, recyclage ou élimination des déchets solides non
biodégradables abandonnés (pneus, boites, véhicules hors d’usage...),
nettoyage des rues, gestion ou suppression des plantes ornementales
(I’eau peu stagner au niveau de ramifications, au creux des feuilles), des
broussailles.

¢ Changement des habitudes et des comportements des habitants :
installation de moustiquaires, limiter les structures qui peuvent servir de

gites dans les nouveaux batiments.

b)  Contrdle chimique

Il va étre pratiqué en complément de la lutte environnementale par 1’utilisation
de larvicide ou d’adulticide notamment sur les contenants ne pouvant &tre gérés
(trop loin des habitations, nettoyage ou vidange impossible..). Il va avoir pour
but de bloquer les stades larvaires ou de diminuer la densité, la longévité et les
parametres de transmission des adultes. Lors des dernieres décennies on a fait
appel, essentiellement, pour ce qui concerne le traitement des gites larvaires, au
téméphos, insecticide organophosphoré ou a des formulations biologiques a base
de Bacillus thuringiensis israelensis et pour ce qui concerne les pulvérisations
imagocides, a des insecticides de la famille des organophosphorés ou/et des
pyréthrinoides de synthese [23].

Mais leur utilisation est limitée par des cibles pas toujours accessibles, leur
possible toxicité humaine ou animale ou I’apparition de résistance. D’ailleurs

nombre d’entre eux pourraient €tre supprimés.

c¢)  Protection individuelle.
La protection individuelle tient une place prépondérante dans la gestion des
épidémies de dengue, notamment en prévenant 1’infection d’hotes humains
sains. Toutefois, ce role préventif ne doit pas se limiter a la seule protection des
personnes saines mais sur le réle de la protection individuelle dans la prévention

du contact entre un hote humain malade et un vecteur sain. Elle doit donc étre
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envisagée dans les hopitaux et les cabinets médicaux, pour protéger les cas de
dengue hospitalisés (a I’aide pourquoi pas de moustiquaires imprégnées) ou
suspects (avec des répulsifs). Toujours dans ce méme cadre de prévention du
contact hote malade / vecteur sain, une recommandation a été formulée sur
I’importance de la protection individuelle au sein de son propre foyer une fois
atteint par la dengue [23].

Cette protection individuelle est recommandée également aux voyageurs. Elle se
base principalement sur la protection par des vétements, 1’utilisation de spray sur
la peau ou les vétements, de diffuseurs ou de moustiquaires imprégnées. Les
principaux agents répulsifs sont le DEET (N, N-diéthyl-3-méthylbenzamide),
IR3535 (3 - [Nacetyl-N-butyl ester]-aminopropionique éthylique de 1'acide) ou
de l'icaridine (acide I-piperidinecarboxylic, 2 - (2-hydroxyéthyl) -1 —
méthylpropylester). [4]

d)  Contrdle biologique
L’introduction d’organismes qui se nourrissent, parasitent ou entrent en
concurrence avec le vecteur cible peut-étre un moyen de lutte efficace. Mais cela
reste difficilement applicable car couteux, 1’élevage est difficile, ou le milieu

doit corresponde a 1I’organisme [4].

e)  Mobilisation et communication sociale.

Les actions de communication et de mobilisation sociale font partie intégrante
de la lutte contre les maladies transmises par les insectes. En effet on peut voir
sur I’ensemble des points évoqués jusqu’a présent que la lutte va reposer sur une
mobilisation collective et/ou individuelle. Or 1’ignorance de la maladie et de
son mode de transmission sont des facteurs aggravants de reproduction et de
contact vecteur/humain.

Le but doit donc étre d’informer les politiques, les secteurs de santé et sanitaires,
les populations les plus ignorantes. Les services concernés doivent donc mettre

en ceuvre des actions de communication de différents ordres (informations TV,
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radio, affichage, tract...) a [D’occasion d’épidémies ou d’actions de
communication de proximité. Les objectifs a retenir sont d’améliorer la
perception des personnes déja conscientes des dangers et des risques et/ou de
chercher a améliorer la perception des personnes qui sont exclues des circuits

classiques de la communication et de I’éducation [4].

f)  Une autre solution : leur couper les ailes.
Une équipe de recherche anglo-américaine a introduit une nouvelle espece de
moustiques dont les femelles sont incapables de voler, afin de tenter d'endiguer

'expansion du virus de la dengue.

Les moustiques génétiquement modifi€s ont été créés par un consortium de
scientifiques de l'université de Californie-Irvine (UCI) aux Etats-Unis, de
I'université d'Oxford et d'Oxitec, une entreprise de biotechnologie du Royaume-
Uni. Les nouveaux moustiques femelles, dépourvues d'ailes, devraient mourir
rapidement dans la nature, ce qui permettrait une réduction rapide de la
transmission de la maladie. L'équipe de recherche a modifié génétiquement des
moustiques males de l'espece Ae. Aegypti pour qu'apres l'accouplement, la
progéniture femelle ne puissent pas voler. L'équipe espere que cette nouvelle
espece pourrait éliminer la population autochtone de moustiques en tout juste 9

mois. [57]

B.  Traitement antiviral
Une chimiothérapie antivirale constitue une stratégie appropriée et alternative
pour lutter contre la dengue. Utilisée suffisamment tot elle pourrait baisser la
charge virale, la morbidité, la mortalité et la transmission du virus. Elle pourrait
¢galement é&tre utilis€ée en prophylaxie lors d’une épidémie importante.
L’évolution récente des technologies de drug discovery (criblage a haut débit ou
HTS, high throughput screening, bio-informatique et biologie structurale,
amélioration de la relation structure activité) et 1’amélioration de la
chimiothérapie antivirale notamment pour le VIH ou VHC (virus de 1’hépatite
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C) sont des signes tres encourageant dans le développement d’une telle

technique pour la dengue [9].

Il existe principalement trois cibles potentielles du virus de la dengue pouvant
étre visées par les molécules antivirales. La premiere est la protéine E ayant une
double fonction dans I’interaction avec les récepteurs cellulaires et lors de la
fusion. Son inhibition est tres attractive car de telles molécules ne pénetrent pas
dans la cellule et sont donc susceptibles de présenter une meilleure
biodisponibilité. De petits fragments peptidiques ou non peptidiques seraient
capables d’interagir avec des structures particulieres de la protéine empéchant
sa réorganisation [9]. Les recherches ont déja permis de trouver des molécules

potentiellement actives [58, 59].

La deuxieme cible est la protéine NS3 et plus précisément deux domaines. La
partie protéase, notée NS3Pro, et le domaine hélicase, NS3Hel. Les protéases
sont les cibles de nombreux médicaments antiviraux notamment dans le VIH.
Nécessaire a la maturation de la polyprotéine virale, sa structure est connue et
elle est active uniquement associée a son cofacteur NS2B. Des médicaments
pourraient inhiber cette liaison ou jouer le role de faux substrat [9, 60, 61, 62].
Le domaine hélicase comporte trois activités enzymatiques qui pourraient
chacune étre une cible potentielle méme si la firme Novartis s’est rendue compte
que I’inhibition de I’'une d’entre elles n’inhibait pas I’activité de I’hélicase. Il n’y

a actuellement pas de molécules candidates [9].

Enfin la derniere protéine cible est NS5 qui supporte notamment un domaine
tres pris€ des antiviraux : la polymérase, NS5Pol. Ainsi deux types d’inhibiteurs
peuvent étre développés. Des inhibiteurs nucléosidiques se comportant comme
un faux substrat et boquant I’élongation. Un premier, d’abord développé pour le
VHC, puis un deuxieme analogue de ce type se sont montrés plutdt efficace
mais présentant trop d’effets indésirable lors d’étude toxique in vivo [63].
Cependant la voie est ouverte. L’autre classe d’inhibiteurs de la polymérase sont
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les inhibiteurs non-nucléosidiques qui se lient a des poches allostériques des
protéines et bloquent I’activité enzymatique. Ainsi Sanofi a identifié une

molécule grace au HIS dont le potentiel inhibiteur est intéressant [63].

Un deuxieme domaine de NS5 pourrait servir de cible aux molécules
antivirales : domaine méthyles-transférase. Impliqué dans la formation de la
coiffe elle a été peu exploité jusqu’a maintenant dans le développement des
antiviraux contre le VIH ou le VHC notamment. Mais de récentes études sur la

dengue ont montré que c’est une voie qui pouvait €tre exploitée [64].
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IX. Autres arboviroses

A.

Arbovirose associée aux fievres hémorragiques

Tableau 3: arbovirose a fievre hémorragique [65, 66,67].

Famille virus maladie Symptomes Distribution | Transmission | réservoir
chez ’homme | géographique
flaviridae Virus amaril | Fiévre jaune Fievre Afrique, Moustique primate
hémorragique | Amérique du | genre Aedes
et sud
hépatonéphrite
Omsk Fievre Fievre Sibérie Tiques Rongeurs
hémorragique | hémorragique
d’Omsk
Kyasanur FH de la Fievre Inde (état de Tiques Rongeurs,
forét de hémorragique Karnataka) Haemaphy- | bétails et
Kyasanur avec risque salis singes
d’encéphalite
dans
deuxicme
phase
Bunyaviridae | Nairovirus : FH de Hémorragie, | Afrique, Asie, Tiques Bétails,
Crimée- Crimée- insuffisance Russie, oiseaux
Congo Congo * pulmonaire ou Europe,
hépatorénale, | Moyen-Orient
coma,
Létalité 30%
Phlebovirus : FH de la Fievre Afrique, Moustiques Bétails,
virus de la | vallée du Rift | hémorragique, Arabie >(Aedes, chameaux
vallée du rift atteinte Saoudite, Anopeéles,
oculaire, Yémen Culex,
méningo- Mansonia...)
encéphalite *

Il existe d’autres fievres hémorragiques non transmises par un arthropode
comme la fievre de Lassa, Ebola ou de Marburg.

B.

Autres arboviroses répandues

3 . s . .
Seule fievre arbovirale nosocomiale.

like.

4 4 N . .
Ces formes graves ne représentent que 3 a 4 % des cas, sinon souvent asymptomatique ou syndrome dengue-

5 . . . . 5N . . < .
La contamination par les moustiques constitue le deuxieme mode de transmission apres le contact direct avec le

réservoir.
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Tableau 4: autres arboviroses. [65, 66,67].

Famille virus maladie Symptoémes | Distribution | Transmission | réservoir
chez géographique
I’homme
flaviridae Virus de Encéphalite Fievre, Asie Moustiques Animaux
I’Encéphalite | Japonaise méningite Culex domestiques
Japonaise ou (cochon
encéphalite +++)
West Nile Syndrome | Europe, Asie, | Moustiques oiseaux
Virus dengue- Afrique puis Culex
like Amérique
encéphalite
Virus de Encéphalite 1 cause Etats-Unis Moustiques oiseaux
I’encéphalite | de st-Louis | encéphalite Culex
de st-Louis virale aux
E-U
Togaviridae | Alphavirus : | chikungunya | Syndrome | Afrique sub- Moustique Oiseaux,
chikungunya dengue-like saharienne, Aedes primates

avec rash et
arthralgie
+++

Asie sud-est,
sous continent
indien
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DEUXIEME PARTIE : LES VACCINS

I. Objectif d un vaccin

La mise au point d’un vaccin est devenu I’un des principaux objectifs de la lutte
contre la dengue notamment devant 1’augmentation du nombre de cas séveres
les difficultés de mise en place des programmes de contrdle du vecteur et
I’accroissement rapide de son territoire. Depuis plusieurs décennies, les
organismes de santé publique appellent au développement d’un vaccin pour
contrdler la maladie [68]. Ce vaccin devant offrir une protection longue contre
les quatre sérotypes et bien slr une sécurité d’emploi sans réactions
significatives [7,39]. Plusieurs points entrent dans la stratégie de développement

du vaccin :

¢ Profil du patient : 'immunisation des jeunes enfants est reconnue depuis
plusieurs années par les organismes de santé publique comme une
stratégie potentielle de contrOle de I’endémie [68]. L’age auquel les
autorités vont mettre en place une vaccination de routine va dépendre de
facteurs locaux tel que 1’age spécifique de prévalence des anticorps (Ac)
maternels, 1’4ge spécifique de risque de maladie, la complexité des
calendriers de vaccination pédiatrique [69, 70]. De méme la dengue est
tres présente chez les voyageurs et ce qui est un grand moyen de
propagation de la maladie et donc les programmes de vaccinations
doivent aussi prendre en compte cette notion [68, 70]. Enfin une pré-
immunisation contre des flavivirus (flavivirus(+)) pourrait avoir une
influence lors de la vaccination et est prise en compte lors des études sur
les vaccins [68].

e Profil du vaccin : le vaccin doit étre suffisamment immunogene contre
les quatre sérotypes mé€me si certains pensent qu’une séroconversion

trivalente pourrait suffire a offrir une protection contre n’importe quelles
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souches [69]. Deux aspects majeurs de I'immunité du DENV rendent
possible cette immunisation. Premierement la protection est largement
médiée par les Ac neutralisants facilement induit par un vaccin vivant
atténué ou un vaccin tué. Enfin le virus peut infecter méme en présence
d’une immunit¢ homologue préexistante, une propriété qui permet de
générer une réponse anticorps secondaire en utilisant un vaccin vivant
atténué [7]. Enfin le vaccin doit €tre peu ou pas réactogene et ne pas
entrainer de syndrome dengue-like.

e Aspect socio-économique : la dengue est endémique surtout dans des
pays pauvres ou en voie de développement et afin de protéger I’ensemble
de la population il faut que le colit de production du vaccin ne soit pas
trop élevé [7]. L’immunisation doit €tre obtenue avec un nombre de
doses le plus faible possible.

e Un autre point qui se dégageait au début de I’aventure c’était de choisir le
meilleur modele animal pour les études précliniques. C’est le macaque
rhésus® qui a été choisi comme meilleur modele de primate non humain
(PNH). Bien que la maladie s’exprime peu cliniquement, la virémie
obtenue apres inoculation du virus mime I’infection chez ’homme. Les
chercheurs pouvaient ainsi évaluer I'immunogénicité et la sécurité des

vaccins [39, 68].
Voir tableau récapitulatif 5.

Les progres en biologie moléculaire et vaccinologie ont permis de nouveaux
espoirs dans le développement de différents vaccins vivant atténués a 1’heure
actuelle en phase clinique et d’un panel de vaccins inactivés en phase
préclinique. (Voir en annexe 1 les différentes phases de développement d’un

vaccin).

6 N . \ , e 2 . ;. ,
Espéce de singe trés répandue couramment utilisée dans les laboratoires. Egalement appelé singe rhésus.

63



Tableau 5 : Tableau caractéristiques du vaccin idéal. [39]

® Bon profil de sécurité.

¢ Immunisation rapide nécessitant une ou deux injection s’inscrivant dans programme
de vaccination actuel.

¢ Equilibre entre immunogénicité et réactogénicité.

e Approprié pour un usage dans les groupes d’ages cibles.

e (Génétiquement stable.

e Stimulant les anticorps neutralisants et I’immunité cellulaire THI.

¢ Immunité longue et prolongé.

¢ Immunité contre les quatre sérotypes.

e Ne pas contribuer a une immuno-pathogénese (ADE induite par le vaccin).

e Facilement stocké et transporté.

e Abordable et rentable.

L’innocuité et I’opérabilité des candidats vaccins seront évaluées lors de chaque
phase clinique de développement. Le relevé des effets indésirables locaux ou
généraux pourront étre relevés lors d’entretiens individuels, téléphoniques, ou
lors d’examens médicaux et biologiques. Ils seront surtout importants lors de la
phase clinique 1 pour éliminer les vaccins monovalents ou tétravalents les plus
réactogenes [70]. Du fait de ’absence de modele animale, le test PRNT (Plaque
Réduction Neutralisation Test) s’est montré comme le « gold standard » pour
caractériser et mesurer le taux d’Ac anti dengue circulant et donc évaluer le
pouvoir neutralisant d’un sérum ou d’un vaccin [71]. Comme les Ac sont
considérés comme les principaux effecteurs de la protection contre le virus, ce
test va €tre utilisé pour déterminer le pouvoir immunogene du vaccin. Il va
chercher a déterminer le titre d’ Ac nécessaire pour réduire la taille des plages de

lyse du virus mis en contact avec des cellules sensibles (C Vero’ ou LLC-MK,").

7 o) 3T . .

Cellules épithéliales de rein de singe vert.
8 . . ,

Cellules de rein de singe rhésus.
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Il est admis que ce titre sera exprimé par la dilution du sérum entrainant une
réduction de 50 % des plages de lyse comptabilisées dans le témoin virus (c’est-
a-dire sans sérum), on parle alors de titre PRNTS50. Il est généralement admis
que la séroconversion est acquise chez un sujet naif si son titre PRNTS50 est
supérieur a 10 (c’est-a-dire une dilution sérique réduisant 50 % des plages de 1 :
10) [71]. Cependant ce test pose probleme car il ne prend en compte que le
pouvoir neutralisant des Ac et ne tient pas compte des autres mécanismes
immunitaires qui semblent impliqués et il ne fait pas la différence entre les Ac
neutralisants et ceux a réaction croisée. De plus une étude a démontré qu’il
existe de grandes variations dans les résultats lorsque les conditions du test
varient [72].

Le dosage de 'immunité cellulaire peut se révéler intéressant pour confirmer le
profil d’innocuité du vaccin, pour mesurer la mémoire immunologique ou la

durée de protection [70].

II. Vaccin vivant atténué.

Ce sont les vaccins pour lesquels le développement est les plus avancé, avec
deux tétes de liste le vaccin co-développé par le Walter Reed Army Institute of
Research (WRAIR) et GSK Biologicals et le vaccin chimérique de la fievre
jaune co-développé par Acambis et Sanofi Pasteur [7, 39]. Il existe donc deux
voies de développement des vaccins vivants atténués, ceux dérivant directement
des virus naturels et ceux issus de virus modifiés chimériques. Plusieurs

principes ont guidé leur développement [7] :

e Vaccin vivant atténué occasionne une immunité humorale et cellulaire,
mimant I’infection, basée sur les protéines structurales et non-structurales
pour les dérivés atténués, alors que la réponse contre les protéines NS des

chimeres dépendra de la structure de base.
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e Réplication doit étre suffisamment restrictive pour prévenir une maladie
dengue-like. Fievre, maux de téte et douleurs articulaires ne sont pas
acceptables alors qu’un rash faible, une 1égere élévation des enzymes du
foie ou leucopénie transitoire sont acceptés comme signes normaux de la
réplication du virus atténué pour induire une réponse immune protectrice.
C’est I’équilibre dé€licat entre réactogénicité et immunogénicité.

e Réduire la transmissibilité par les moustiques en controlant la virémie ou
par des mutations virales réduisant la réplication chez le moustique.

e Le virus a une forte infectivité donc infectieux a faible dose et se
répliquant bien dans les cultures cellulaires réduisant le colt de
production.

e Chaque partie du vaccin doit se répliquer suffisamment chez ’homme
pour induire une bonne balance d’ Ac neutralisants pour chaque sérotype.

e La base génétique de I’atténuation de chaque sérotype est connue et stable

lors de chaque étape jusqu'a I'utilisation chez I’homme.
A.  Vaccin dérivé de DENV

Historiquement largement touché par des cas de dengue lors de ses campagnes
dans des pays endémiques, ’armée américaine a sponsoris€é de nombreuses
recherches pour la fabrication d’un vaccin atténué. En 1971 elle crée le WRAIR
au Département de Médecine Tropicale et de Microbiologie Médicale de Hawai
[68, 74]. La découverte par Eckel ef al de plaques de différentes morphologies
sur culture cellulaire plus ou moins sensibles a la température [73, 75] a permis
le développement de vaccins monovalents testés sur des PNH et quelques
volontaires mais les résultats ont démontrés que la sensibilité a la température et
la morphologie des plaques étaient insuffisantes pour prévoir une atténuation
chez ’homme [68]. La découverte par Halstead de I’atténuation sur cellules

primaires de rein de chien (PDK pour Primary Dog Kidney cells) a été le point
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de départ du développement des deux vaccins vivants atténués [68, 73, 74].
Deux groupes ont été formés un a la Mahidol University a Bangkok et 1’autre au
WRAIR pour développer un vaccin suivant cette méthode d’atténuation [68].

Nous verrons ces deux vaccins 1’un apres I’autre.
1.  WRAIR / GSK Biologicals.

Il s’agit d’un des deux vaccins les plus avancés a I’heure actuelle en phase 2 de

recherche clinique, et méme testé sur de jeunes enfants [69].
a) Recherche d’un vaccin monovalent

Pour aboutir a la forme tétravalente aujourd’hui testée, il a fallu avant tout créer
des vaccins monovalents sirs et suffisamment immunogenes pour chaque
sérotype. Halstead et Marchett ont commencé par perfectionner la culture
cellulaire sur cellule PDK pour modifier le virus en faisant fluctuer le nombre de
passage et par un passage terminal sur cellules diploides de poumon de singe
rhésus (FRhL). Une premiere souche a ainsi été testée avec succes sur un petit
groupe de volontaires ouvrant la voix a la fabrication de vaccins candidats [73].
Entre 1987 et 1996, des essais ont ét€¢ menés a ’université du maryland pour
¢tablir les candidats les plus immunogenes et les moins réactogenes. Dix
candidats monovalents, ayant montrés une baisse de la virémie chez des singes
taux d’AC neutralisants et seul les plus immunogenes ont ét€ conservés (3

candidats pour DEN-1, et 1 pour les trois autres sérotypes [68]).

Sun et al. ont administré les quatre candidats a 49 volontaires flavivirus naifs
(personnes ne présentant aucun antécédent de vaccination ou d’infection contre
un flavivirus). Pour le vaccin DEN-1 a été choisi le candidat d’atténuation
intermédiaire PDK-20 (20 correspond au nombre de passage sur cellules PDK)

[68]. Pour mesurer la fréquence et I’intensité des effets indésirables a été créé
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un index de réactogénicité (IR). Ils étaient notés par les volontaires eux-mémes
sur un journal durant les 21 jours suivant I’injection, lors d’entretiens
téléphoniques ou directs avec le personnel de 1’étude, mais aussi par
prélevements sanguins et examens cliniques [68, 76, 77]. L’étude a confirmé
I’immunogénicité et la sécurité des candidats mais a souligner la nécessité d’une
deuxieme dose. Une deuxieme étude a démontré une amélioration de la
séroconversion et une baisse de la réactogénicité apres une deuxieme dose sans

pouvoir déterminer le meilleur intervalle de temps (1 ou 3 mois) [68, 77]
Les quatre vaccins monovalents retenus comme candidats étaient [76, 77].

e DEN-1(45AZ5) PDK20

e DEN-2 (S16803) PDK50
e DEN-3 (CH53489) PDK20
e DEN-4 (341750) PDK20

Entre parenthese est noté le nom de la souche utilisé€e, ensuite est noté le nombre

de passages consécutifs sur cellules PDK.
b)  Vaccin tétravalent : phase I

L’étape suivante consistait a la formulation d’un vaccin tétravalent en
combinant les différents candidats monovalents. La conception de cette formule
a été influencée par le fait que un ou plusieurs sérotypes dans le mélange
pourraient améliorer ou supprimer la réplication, I'immunogénicité et la
réactogénicité des autres types vaccinaux et aussi par I’expérience acquise et la
nécessité de deux doses de vaccins [76]. Lors de deux études menées au WRAIR
[77] et a 'université du maryland [76], 16 formulations ont été testées en faisant

varier les doses de chaque monovalent selon les doses hautes (F) et basses (f)
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obtenues aprés passage sur cellules PDK (exemple DEN-1: 1* 10° PFU’/ml
pour forte dose et 1*10"* PFU/ml pour la faible dose).

Exemple de formule : respectivement DEN -1 -2 -3 -4

o f-f-f-f

o F-f-f-f
o F-F-f-f
e F-F-F-F

Ces deux études ont permis de déterminer trois formules ayant une balance
immunogénicité/ réactogénicité satisfaisante méme si elles n’ont pas garantie
une séroconversion tétravalente. Mais elles ont soulevé plusieurs points pour des

essais ultérieurs.

A commencer par l’intervalle de temps entre deux doses de vaccins. La
revaccination a un mois fait apparaitre une incohérence et une imprévisibilité
dans la réponse des AC. Certains taux augmentaient et d’autres diminuaient. A
la différence de I’essai mené au WRAIR ou pour un intervalle de temps plus
long (> 3 mois) un solide rappel a été noté. C’est certainement 1’immunité
hétérotypique qui est responsable de ce phénomene. Les AC développés apres la
premiere dose inhibent la réplication des virus atténués si le rappel est trop
proche. Les auteurs suggerent un rappel a trois mois ou plus pour offrir une

meilleure réponse immunitaire.

L’interaction entre sérotypes, souche et dose est complexe rendant difficile les
prédictions cliniques basées sur les vaccins monovalents. Par exemple de faibles
doses de DEN2-3 ou 4 sont plus réactogene si associé a de fortes doses de
DENI, ou alors aucune relation entre la dose et I'immunogénicité sauf pour

DENI. DENI1 a été le plus réactogene comme lors des essais sur les vaccins

°PFU : Plaque-Forming Unit, unité fonctionnelle utilisé pour mesurer le nombre de particules virales capables
de former des plaques par unité de volumes.
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monovalents suggérant un probleme d’atténuation. DEN4 s’est montré moins
immunogene que les autres souches sans que les interférences entre souche n’y
soient pour quelque chose. Il semblerait que ce soit les propriétés de DEN-4
(souche la moins virulente dans la nature) ou une trop grande atténuation qui

soit en cause.
c¢)  Vaccin tétravalent : phase II

Suite a ces résultats une étude de phase II a ét€ menée sur des adultes naifs [78].
Elle reprenait deux des trois formules (appelés f13 et f14) évoquées ci-dessus, la
troisieme ayant été éliminée. Une troisieme formule inédite a aussi ét€ évaluée.
Elle se basait sur les conclusions des études citées ci-dessus. Ainsi DEN1PDK-
20 a ét¢ remplacé par PDK-27 (plus atténué) et DEN4-PDK-20 par PDK-6
(moins atténué). Ce nouveau candidat tétravalent (f17) a montré son efficacité
chez le macaque rhésus [79] mais n’avait pas encore été évalué chez 1’homme.
L’étude a été menée sur un échantillon plus important (71 sujets mais seulement
52 on rec¢u une deuxieéme dose).

La formule {13 a tres vite ét€ éliminée car elle a provoqué un syndrome dengue-
like chez trois sujets. Mais les sujets ont quand méme recus la deuxieme dose.
Dans les deux autres groupes les effets indésirables de grade 3 (sévere) ont été
observés chez un sujet dans chaque groupe mais sont restés brefs et sans
importance. Une élévation des transaminases a €t€ observée chez 13 sujets restés
asymptomatiques. Toutefois les élévations les plus importantes ont été relevées
chez deux sujets ayant eu des taux anormaux avant le début de 1’étude et ceci
apres chaque injection. Une maladie sous jacente du foie chez un vacciné peut
prédisposer a une hépato-toxicité. Il faut rappeler qu’une élévation des enzymes
du foie est associée a une dengue sévere. Les transaminases devront ainsi étre
tres surveillées dans les essais ultérieurs.

La virémie évaluée a J10 apres chaque injection, a été observée seulement apres

la dose 1 et associé avec une augmentation de réactogénicité. Le sérotype en
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cause n’a pas été€ recherché mais il s’agit surement de DEN1. L’augmentation de
la réplication DEN4 dans la formule 17 a été observée par I’augmentation de la
séroconversion et de la virémie.

Comme prévu, 1’étude a confirmé que la seconde dose de vaccin boostait la
réponse AC (sauf pour f13), était plus slire et ne donnait pas d’effets
indésirables. C’est f17 qui a eu le meilleur taux de séroconversion tétravalente
(63 %) (De plus une séroconversion trivalent de 25% ce qui pourrait suffire pour
protéger contre la maladie). Ainsi c’est la formule f17 qui a été choisie par le

WRAIR et GSK pour des études plus poussées.
d) Premier essai du candidat sur des enfants.

Devant un taux de séroconversion satisfaisant les étapes suivantes sont la
vaccination sur un échantillon encore plus important mais aussi des essais sur
des enfants, population tres concernée par la maladie.

Pour ce faire, une évaluation du candidat tétravalent a ét€ menée sur des enfants
Thai car potentiellement les plus a risque de développer la maladie et du fait des
infrastructures déja présentes pour I’évaluation d’un vaccin (cf. vaccin Mahidol
University). Elle doit étre réalisée sur trois populations distinctes :

1. Enfants scolarisés « flavivirus naif »

2. Nourrisson dans sa deuxieme année « flavivirus naif »

3. Enfant de tout 4ge quelque soit son statut immunitaire.
Ceci pour minimiser les risques pour les volontaires et maximiser les
informations sur immunogénicité du vaccin [69].
En 2008 sont parus les résultats menés sur la premiere population [69].
L’échantillonnage a ét€¢ plutdt compliqué. Les enfants €ligibles devaient avoir
entre 6 et 9 ans, €tre en bonne santé et n’avoir jamais €té vaccinés contre
I’encéphalite japonaise (JE). Ensuite des prises de sang et des examens
(hémagglutinine inhibitrice et AC) étaient effectués pour prouver 1’absence de

contact précédent avec DENYV et JE virus (JEV). Ce qui fait que sur un total de
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89 participants au départ seul 8 entraient dans les criteres de sélections. Mais un
enfant fébrile a JO a ét€ exclu. L’échantillon était donc de sept participants tous
ont recus deux doses de vaccins pour la dengue (f17) a six mois d’intervalles
puis deux doses de vaccin JE un mois apres a un intervalle de quatorze jours
pour évaluer la possibilité de réaction croisée entre les deux vaccins. Un enfant a
été €liminé de 1’analyse de 'immunogénicité mais pas de la réactogénicité car
infecté par DENV-2 entre le recrutement et JO (détection Ac).

Comme dans les études précédentes, la sécurité du vaccin a ét€ évaluée grace a
I’'IR. Les effets indésirables, locaux ou généraux, ont une nouvelle fois été plus
fréquents apres la premiere dose. Ils sont restés brefs et sans gravité particuliere.
I ny a pas eu de symptomes hémorragiques, d’hépatomégalie et de
splénomégalie. Les valeurs biologiques sont restées normales. Le volontaire qui
a été amorcé par le DENV-2 juste avant JO a eu des symptomes apres le vaccin
équivalents aux autres. Les effets indésirables apres les deux doses de vaccin JE
ont ét€ encore moins fréquents.

La séroconversion chez les six enfants a été satisfaisante. Plutot faible a J30,
deux n’avaient pas d’AC détectables et aucun une séroconversion tétravalente.
Mais les taux d’AC ont augmentés entre les deux doses. En effet a J180, jour de
la seconde dose, tous avaient au moins un type d’AC détectable et un avait une
réponse tétravalente. Et comme dans les essais précédents, la dose 2 a joué son
role et boosté 1'immunité. A J30, tous enfants montraient une réponse
tétravalents. A noter toutefois qu’un volontaire n’avait plus d’AC DEN-4
détectable a J75. Ceci peut montrer les limites des essais PRNTs, qui détecterait
les AC a réaction croisée ou alors la présence d’AC neutralisants a vie courte
pour une souche trop atténuée.

La sécurité et le pouvoir immunogene du candidat ont pour le moment été
assez satisfaisants malgré certains effets indésirables et des réponses
immunogénes pas toujours tres équilibrées. Il ne semble pas qu’une pré-

infection par DENYV joue un role sur la vaccination [68] et que le vaccin
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produise des AC contre le vaccin de I’encéphalite japonaise. Ces données
sont a confirmer dans des études plus poussées, sur des échantillons plus
importants et sur une population de nourrissons.

Dans les différents essais, les criteres de sélection étaient la présence d’AC
et la sécurité, mais a aucun moment I’immunité cellulaire n’a été mesurée.
Récemment le WRAIR a publié un article dans lequel il a pu confronter des
personnes vaccinées a des souches virales atténuées mais suffisantes pour
provoquer les symptomes de la maladie ce qui pourrait €tre utile pour
évaluer 'immunité protective obtenue par une vaccination. Autre fait
intéressant, ils ont montré une corrélation entre I’activation de I’immunité
cellulaire et la sécrétion d’IFNy (immunité TH1 protectrice dans le cas de la
dengue). Ainsi dans des études postérieures la mesure du taux d’IFNy
pourrait €tre le marqueur de la protection cellulaire [80].

Les prochaines études devraient donc se porter sur des nourrissons et des

adultes ayant un statut flavivirus ou dengue positif.
2. Vaccin Mahidol University/ Sanofi Pasteur.

Parallelement au développement d’un candidat vaccin par la WRAIR,
I’université de Mahidol a Bangkok en association a Aventis puis Sanofi/Pasteur
a mis au point des candidats vaccins par atténuation par passages successifs sur
des cultures cellulaires primaires certifiées. Les candidats monovalents DEN-1,
2 et 4 ont été€ développés sur des cellules primaires de rein de chien (PDK) alors
que pour DEN-3 I’atténuation a été obtenue sur des cellules de rein de singe vert
d’Afrique. Les candidats ont ensuite €té test€ sous forme mono-, bi-, tri- et
tétravalente sur des thai. Ils se sont montrés suffisamment slirs et immunogenes
a la fois sur des adultes et des enfants [81]. Le candidat monovalent-2(PDK-53)
a ensuite €té testé sur des dix américains volontaires, se montrant immunogene

et sans effet indésirable important [82].
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Devant ces résultats satisfaisants, les quatre souches ont €té transférées vers
Sanofi-Aventis en France pour faciliter la fabrication industrielle. Les premiers
essais cliniques sur des €chantillons plus importants ont ét€ menés aux E-U sur
des adultes « flavivirus naifs ». Mais il en ressortait une dominance du sérotype
3 apres une seule injection de la formule tétravalente évaluée, non observée dans
les essais précédents [83]. Pour palier ce probleme, des essais ont ét€ menés sur
des adultes thais naifs, pour chercher a savoir si la variation des concentrations,
notamment en diminuant celle du sérotype dominant, permettaient de diminuer
les interférences entre souches et d’améliorer I’immunogénicité. La baisse de la
concentration de la souche DEN3 a surtout permis d’abaisser la réactogénicité
alors qu’une meilleure séroconversion a €té obtenue par 1’administration d’une
deuxieme dose six mois plus tard [84]. Une étude menée sur des enfants thais a
confirmé les résultats malgré une dominance persistante de la souche 3 apres la
premiere dose [85]. Mais le développement a connu un coup d’arrét a la suite
d’une étude menée en Australie sur des militaires « flavivirus naifs ». Devant
des effets indésirables trop importants apres la premiere injection, non
comparables aux études précédentes, Sanofi/Aventis a décidé de stopper I’étude
[86].

Cet incident rend compte des principaux problemes d’élaboration d’un
vaccin vivant atténué tétravalent que sont les interférences entre souches ou la
domination d’une d’entre elles. Elles sont difficilement prévisibles et pas
forcément présentes chez le modele animal [83]. Mais un autre phénomene mis
en évidence dans ces études peut expliquer en partie ce dernier résultat. En effet
I’age pourrait avoir un role en jouant un rdle direct sur la réactogénicité. Lors
d’une primo infection, la fievre associée a la maladie est moins invalidante pour
le pré adolescent que pour I’adulte [86]. Et dans les études précédentes les effets
indésirables observés suite a la premiere dose de vaccin ont €té moins
importants chez les enfants entre 5 et 8 ans que ceux ayant entre 9 et 12 ans et

ceux chez les adultes ont été encore plus marqués [85].
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Cependant certains points importants sont encourageants pour la recherche de
futurs vaccins ou pour ceux en construction:
e L’absence de phénomene ADE apres deuxieme dose.
¢ L’induction d’une réponse Ly T CD4+ et CD8+ par vaccin tétravalent
contre plusieurs sérotypes des la premiere dose suggere que le vaccin
immunise a la premiere dose et peut offrir une protection a long terme.
La réponse était déséquilibrée mais confirme que la réponse cellulaire
devrait étre recherchée lors des essais. Toutefois une protection
complete nécessite probablement une réponse tri- ou tétravalente Ac et
cellulaire [83, 87].
e La protection a long terme (entre 3 et 8 ans apres) semble
satisfaisante [88].
¢ ]I semble que sujet flavivirus + devrait induire des Ac neutralisants
hétérologues et/ou homologues contre les 4 sérotypes apres une dose
de vaccin [85] ce qui pourrait avoir son importance lors de campagne de

vaccination dans les pays endémiques.

Les vaccins vivants atténués sur culture cellulaire, qui ont été les premiers
candidats prometteurs développés, se sont heurtés a de nombreuses difficultés
d’atténuation ou d’interaction entre sérotypes pour un atteindre un équilibre
satisfaisant entre immunogénicité et réactogénicité. Il ne semble plus que ce type

de vaccin soit I’avenir dans les cas de la dengue.
B.  Vaccin chimérique

Parallelement des structures génétiquement modifiées ont été utilisées pour
mettre en place des vaccins tétravalents atténués. Le but est d’exprimer par ces
structures les genes les plus immunogenes que sont les protéines E et prM tout

en ayant la méme machine réplicative et peut-€tre réduire les problemes
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d’interférences. Trois vaccins de ce type sont actuellement développés, I'un
d’entre eux étant méme remarquablement bien avancé et pouvant espérer une
licence d’exploitation d’ici 4 ou 5 ans. Je vais ainsi les classer par structure

recombinante de base.
1. Virus de la fievre jaune : VEJ17D (Acambis/Sanofi Pasteur).

Devant 1’échec de son vaccin vivant atténué (voir ci-dessus), Sanofi-Pasteur a
ensuite porté ses efforts sur le développement d’un vaccin chimere basé sur la
machine réplicative du vaccin de la fievre jaune 17D (VIF17D) et exprimant les
genes de I’enveloppe de chaque sérotype de la dengue [89]. Technologie née a
Saint-Louis aux EU, le premier vaccin de ce type développé fut celui de
I’encéphalite japonaise en 1999. En 2000 fut construit a 1’Acambis Inc. le

premier chimere monovalent pour DEN-2 [90].

a)  Construction et développement préclinique

(1)  Construction et production du vaccin

Les genes des protéines structurales prM et prot. E du VIF17D sont remplacés
par les genes correspondants de chaque sérotypes du virus de la dengue. De
cette maniere, quatre vaccins chimériques monovalents ont ét€ mis au point,
chacun d’entre eux présentant un phénotype de surface différent et profitant tous
de la méme machinerie de réplication du virus de la fievre jaune [89,91].

(Annexe 2).

Chacun des quatre vaccins est produit sur des cellules Vero en conformité avec

les standards de calibrations de la pharmacopée européenne et selon les normes

de la FDA et de ’OMS.

La stabilit€é génétique a ét€ évaluée a chaque étape de la fabrication depuis la

préparation des premieres semences jusqu’au stade en vrac et s’est avérée tres
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satisfaisante pour les quatre génotypes, attribuée au faible taux d’erreurs de la

RNA polymérase du virus vaccinale de la fievre jaune 17D [90].

La stabilit€é phénotypique a aussi ét€ suivie en parallele sur des lignées
cellulaires (taux de multiplication et tailles des plages de lyses) ainsi que sur des
modeles animaux. Enfin la caractérisation biochimique des vaccins est en cours,
visant en particulier a identifier le nombre de sites de glycosylation présent sur
la protéine d’enveloppe de chacun des sérotypes et la nature de cette
glycosylation. En effet celle-ci est notamment impliquée dans 1’interaction avec
les récepteurs DC-SIGN, présent sur certaines cellules dendritiques cutanées, et

pourrait jouer un role dans I’interaction avec le vaccin [89].
(2) Sécurité et immunogénicité in vitro

Les cellules dendritiques étant les premieres cibles du virus apres la piqlire du
moustique, elles ont été choisies pour €valuer les conséquences de leur infection
par les différents vaccins. Ainsi les quatre candidats ont entrain€ une activation
et une maturation de ces cellules via le récepteur DC-SIGN, la production de
certaines cytokines et chémokines pro-inflammatoires et anti-inflammatoires et
I’expression cohérente et significative d’interféron de type 1 (notamment IFN [3)
jouant un rdle important dans le contrdle de la réplication virale. Les différents
composants du vaccin tétravalent induisent une réponse controlée des cellules

dendritiques, premiere étape d’une réponse spécifique [89, 90].
(3) Analyse in vivo

L’utilisation de modeles animaux a permis d’évaluer la sécurité (souris, PNH) et
I’immunogénicité (PHN). Les quatre candidats CYD (chimeras Yellow fever
Dengue) se sont montrés plus atténués que le vaccin pere VIF17D, plus sirs et

sans problemes de neurovirulence ou de tropisme viscéral.
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IlIs ont montré un bon profil de tolérance et d’immunogénicité chez le singe,
induisant un niveau significatif d’Ac neutralisants entrainant un contrdle de la
virémie apres confrontation au virus sauvage. Le candidat DEN-4 s’est montré
légerement dominant entrainant des interférences apres administration du vaccin

de référence. Mais I’espacement des doses permet de limiter de ce phénomene.

Enfin une pré-immunisation contre un flavivirus (notamment fievre jaune) n’a
pas montré de nocivités et au contraire a amélioré les réponses AC comme chez

les singes ayant recu une pré-vaccination par le VIF17D [90].

(4) Evolution sécurité relative aux caractéres vivant

et génétiquement modifié du vaccin

Il existe des risques li€s a ces caracteres. Tout d’abord le risque d’infection et/ou
de transmission par les vecteurs. Le vaccin pere peut infecter les cellules
épithéliales de Aedes mais ne diffuse pas et ne peut étre transmis. Les CYD eux
se sont montrés incapables d’infecter et de se répliquer dans les tissus
intestinaux d’Ae. Aegypti et Ae. Albopictus. Ainsi le faible niveau de virémie
observé chez les vaccinés et 1’absence de transmission chez le moustique

garantissent 1’absence de risque de propagation des CYD dans la nature [90].

Un autre probleme pour les vaccins vivants est le risque de retour a la virulence.
Or la grande stabilité génétique du VJF17D et I’absence de retour a la virulence
du vaccin fievre jaune apres 70 ans d’utilisation montrent que le risque est

absent [90].

Sanofi Pasteur a également évalué le risque de recombinaison des chimeres avec
les virus sauvages, théoriquement plus élevé dans les zones endémiques ou les
virus co-circulent en nombre. Mais la forte atténuation, 1’absence de réplication

chez le vecteur limitent un tel risque [90].
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b)  Evaluation clinique.

Comme pour les vaccins précédents la présence d’Ac  neutralisants est le
marqueur principal recherché par le test PRNT5. Ils ont cherché aussi a évaluer
la sécurité du vaccin dans différentes classes d’age et avec des sujets dont les

statuts immuns étaient différents.
(1) Tolérance et virémie.

La premiere étude a €té menée sur le candidat monovalent CYD-2. Son profil
d’innocuité était similaire au vaccin VFJ-17D, avec des effets indésirables
faibles a modérés, sans effet de grande gravité, et a induit une virémie transitoire
faible. Une pré-immunisation par le vaccin fievre jaune n’a pas entrainé de

modification de la tolérance au vaccin monovalent [92].

Des essais ont ensuite ét€ menés avec le vaccin tétravalent dans trois régions de
niveau d’endémie différente permettant d’avoir des statuts immunitaires
différents afin de mieux connaitre I’effet d’'une pré-exposition a un flavivirus
(80% de positifs aux Philippines et 4 et 8 % aux EU et au Mexique). Dans les
trois essais les sujets recevaient trois doses de vaccin (0, 3-4, 12 mois) divisés en
deux groupes, le premier recevant trois fois le vaccin tétravalent (Chimerix-TV),
le groupe témoin recevant a la premiere dose soit un placebo (EU) soit un vaccin
témoin (fievre typhoide aux Philippines, fievre jaune au Mexique) puis deux

doses de vaccin Chimerix-TV [89].

Les résultats ont confirmé la tres bonne tolérance du vaccin et montré des
profils de tolérance similaire quelque soit le statut immunitaire du patient. On a
seulement observé (i) une virémie faible apres la premiere dose, dominée par
DEN-4, mais absente apres rappel et non augmentée chez le sujet sensibilisé par
statuts immun + et (i1) des effets indésirables d’intensité faible, visibles surtout

apres la premiere dose et indépendants du statut immunitaire [89, 90].
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(2) Réponse humorale : mesure des AC neutralisants

La séroconversion a €été satisfaisante dans chaque essai. Aux EU, elle a été
tétravalente a 100% chez les sujets flavivirus (—) apres trois doses de Chimerix-
TV. Au Mexique, elle a été de 77 a 92 % dans une tranche d’age de 2 a 45 ans
confirmant les données des EU. Elle a méme été€ de 88 a 100 % pour les enfants
de 2 a 5 ans apres trois doses et une pré-vaccination par le vaccin de la fievre
jaune potentialise 1’effet du Chimerix-TV. Aux philippines, les taux de
séroconversion ont augmenté apres chaque dose, ont été tres satisfaisants chez
les enfants et ont permis d’établir qu'un schéma vaccinal de deux doses
administrées entre 8 et 9 mois d’intervalle avait un profil similaire au schéma a

trois doses standards [89].
(3) Evaluation de la réponse a médiation cellulaire.

Sanofi-Pasteur a tenu aussi a €valuer la réponse cellulaire vue son implication
dans I’infection par le virus et dans la maladie. Les réponses CD4 et CDS8 ont
ainsi été évaluées chez des sujets avec un statut immunitaire positif ou négatif,
lors de trois essais menés aux EU (voir ci-dessus) et en Australie. Ils ont
démontré aucune augmentation des taux de cytokines pro-inflammatoires
quelque soit le statut immun du sujet. On a pu observer aussi une réponse de
type TH1 dominé par IFNy et I’absence de réponse TH2, ce qui est intéressant
car I’augmentation de cette derniere est corrélée a une augmentation de la

sévérité de la maladie [89].
c)  Conclusions et perspectives

Le chimerivax-TV a montré des profils de sécurité et de d’immunogénicité tres
bon lors des essais cliniques de phase I/I1a, ouvrant la voie a des essais de plus
grande ampleur lors de phase IIb et III. Les perspectives sont tres bonnes car

les résultats se sont montrés tres satisfaisant chez les enfants et chez les sujets
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avec un statut flavivirus positif, trés encourageant pour la vaccination en zone
endémique. Une étude de phase IIb a d’ailleurs débuté en Thailande ainsi
que la construction d’une usine pouvant fournir le vaccin a I’échelle
industrielle et une étude de phase III est en projet en Australie. Si les
prochains essais sont concluants, la soumission du produit aux autorités
réglementaires peut €tre envisagée 2014 ou 2015 [89]. On peut noter que
VEJ17D a permis également la mise au point d’un vaccin chimérique contre
I’encéphalite japonaise (JE) dont les bons résultats en phase III devrait permettre

le mise sur le marché prochainement [93].

2. Délétion région 3’ non codante du virus DEN-4 : DENA30
(NIAID, NIH).

Le laboratoire des maladies infectieuses du « National Institute of Allergy and
Infectious Disease », dans le Maryland, a utilis€ la technique de la « reverse
genetics » pour fabriquer de nouveaux candidats vaccins. Elle permet la
fabrication de virus infectieux génétiquement homogene a partir d’ADNc cloné
dans des cellules de culture tissulaire. Le but a ét€é d’utiliser la manipulation
génétique sur ADN pour obtenir des virus recombinants atténués homogenes
avec des mutations définies [94, 95]. Mais ces délétions n’ont pu étre obtenues

pour tous les sérotypes nécessitant la mise au point de chimeres.
a)  Fabrication des candidats monovalents

L’attention s’est portée sur la région 3’-UTR. Elle contient de courtes séquences
impliquées dans I’initiation et la régulation de la réplication, au niveau de sa
partie terminale, une structure secondaire stable elle aussi impliquée dans la
réplication, mais aussi plusieurs séquences conservées par les flavivirus [partie

ILA, 94].
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Les premiers essais ont €t€ menés sur le sérotype DEN-4. Les mutations ont été
introduites dans les régions conservées car elles peuvent €tre considérées comme
importantes dans interactions avec la cellule ou les protéines virales durant la
réplication [94]. Des clones ADNc de la région 3’-UTR ont ainsi ét€ produits
entre les nucléotides (nt) 10104 et 10647. Pour plus de facilité le nt 10646 a été
renommé nt 1. Le site Apal (nt 173) a ét€ choisi comme site pour générer les
délations en amont et en aval, des délétions de 30 a 262 nt selon les mutants (fig.
16). Des clones sont ainsi formés par PCR puis transcrits, transférés et récupérés
sur des cellules LLC-MK; de singe ou sur des cellules C6/36 de moustiques. Les
niveaux de réplications et les analyses morphologiques des plaques montrent
une atténuation des mutants et une baisse de la réplication, toutefois suffisante
pour certains pour €tre rentable a la production. Inoculés ensuite a des singes,
I’atténuation des mutants a été confirmée, avec des niveaux de virémies
significativement plus faibles que la souche sauvage. Et malgré une virémie peu
ou pas détectable, certains ont développé des taux d’Ac satisfaisants. A partir de
ces observations trois mutants ont été sélectionnés le 3’ 303-183, 172-113 et
172-143 [94]. Mais seul le dernier a finalement ét€ conservé pour des études

plus poussées et renommé rDEN4A30 [96].

Devant le succes de ce candidat chez le moustique [97] et chez ’homme [96], 1a
méme technique a été appliquée aux autres sérotypes en incluant une délétion
A30 dans la région 3’-UTR des virus [98, 99, 100]. Si le vaccin tDEN1A30 a
montré une atténuation satisfaisante (voir plus loin), les mutants rDEN2A30 et
rDEN3A30 se sont montrés respectivement modérément et aucunement atténués
[99, 100]. Des alternatives ont €t€ mises en place mais la principale a été€ la
construction de chimere dont la base réplicative est le vaccin tDEN4A30 [100,
101]. Dans ces constructions les genes codants pour les protéines structurales de
rDEN4A30 ont été remplacés par ceux de DEN2 et DEN3. L’introduction des

genes (C), (E) et (prM), lors de la construction du vaccin chimere
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Figure 16: séquence de la région 3' de DEN4 sur laquelle les mutations ont été portées
[94]. Le génome de la souche DEN4 utilisé comporte 10646nt, dont les 384 derniers a
Pextrémité 3’ sont non-codants. Pour faciliter I’utilisation, les emplacements des différentes
structures sont numérotés dans le sens inverse. On retrouve la structure secondaire en 3’ (ntl a
nt81), la CS1 (nt82-nt105), CS-2A (nt117 a nt 143) et CS-2B (nt 208 a nt 234). Le site Apal a
été choisi pour étre le site de la délétion se situe entre les sites CS-2A et CS-2B. La taille des
délétions figure sur la droite et sur la gauche la séquence de nt enlevée.
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Figure 17: structure du vaccin chimere/recombinant rDEN2/DEN4A30 [104]. Les

séquences codant pour les protéines E et prM de DEN2 ont été introduit a la place de celles du
virus recombinant rDEN4A30.
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rDEN2/DEN4A30 a donné un mutant trop atténué chez le singe, alors que celui
ne contenant que les genes E et M a eu une réplication satisfaisante (fig. 17).

Ainsi les deux vaccins ont été construits sur ce modele [100, 101].

b)  Evaluation préclinique des monovalents

(1)  Sur cultures cellulaires

La délétionA30 rendait impossible ['utilisation des cellules Véro pour la
transfection et la récupération des virus vaccins, mais toutefois la multiplication
sur ces cellules est significativement plus faible que les virus sauvage du fait de
leur atténuation mais suffisamment efficace pour permettre une fabrication

industrielle a moindre cot.

Aucun essai n’a été effectué in vitro sur des cellules type monocytes pour
évaluer la libération de cytokines ou autres médiateurs pro ou anti

inflammatoires.
(2) Chez la souris SCID-MICE-HuH-7

Il s’agit d’un nouveau modele animal avec des souris portant une tumeur intra
péritonéale de cellules HuH-7 de foie humain. Ce modele a ét€ démontré comme
une bonne prédiction de 1’atténuation chez I’homme et le singe [98]. Les quatre
vaccins candidats pressentis pour €tre dans la formule du tétravalent, ont montré
des niveaux de réplication significativement plus faible que la souche sauvages
[98, 100, 101]. Si pour les candidats rDEN4A30 et rDEN1TA30 la délétion A30
est responsable de cette atténuation [98], pour les deux autres,
rDEN2/DEN4A30 et rDEN3/DEN4A30, c’est la chimérisation qui tient le rdle le
plus important [100, 101].
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(3) Chez le singe

L’évaluation chez le singe a montré des niveaux d’atténuation tres satisfaisant.
Aucun jour de virémie pour les vaccins DEN 3 ET 4 [94, 100] et des niveaux de
virémie faible et de durée inférieure a un jour pour DEN 1 et 2 [98, 101]. Elles
ont confirmé le rodle essentiel de la chimérisation dans I’atténuation des

monovalents 2 et 3 [100, 101].

Malgré ces niveaux de virémie peu ou pas détectable, tous les singes ont
développé lors des différents essais des taux d’Ac neutralisants leur offrant une

protection lors de confrontation aux virus sauvages [98, 100, 101].
c)  Evaluation clinique

Devant les résultats obtenus les quatre candidats ont pu étre testés chez

I’homme. Pour rDEN3/DEN4A30 les résultats ne sont pas encore connus.
(I) Tolérance et virémie

Les niveaux de virémie rapportée ont été faibles (<1,1 log;, PFU/ml), bien loin
des taux relevés lors de maladie aigu€, et ne durant pas plus d’un jour. Il n’y a
eu aucun symptome type dengue-like, les effets indésirables les plus courants
ont ét€ un rash le plus souvent asymptomatique indépendant de la concentration
pour rdEN4A30 [102], une neutropénie faible et transitoire et une légere

¢lévation des ALAT pour les différents candidats [96, 103, 104].

Lors d’un essai de phase 2, la sécurité de rDEN4A30 a été confirmée sur un
échantillon plus important. Il a €t€¢ montré que la virémie était indépendante de
la concentration (testé a 105, 103,102 et 101pr/m1), et que seule I’élévation des

enzymes hépatiques €tait dose dépendant [102].
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(2) Séroconversion

Les candidats se sont montrés tres immunogenes avec des niveaux de
séroconversion de 95 a 100% [96, 102, 103, 104]. De plus ces taux d’Ac élevés

se sont maintenus sur des périodes prolongées.

Il est a noté que tous ces résultats ont ét€ obtenus apres une seule dose.
d)  Essai d’un vaccin tétravalent

Un vaccin tétravalent, regroupant les monovalents évoqués ci-dessus, a été testé
chez la souris et le singe (noté TV1). Il a é&té comparé a un tétravalent regroupant
toutes les souches sauvages (TVwt) et un autres ou les chimeres ont été
remplacés par rDEN2A30 et rDEN3A30 (TV2) [105]. Chez la souris (SCID-
mice-HuH-7), TV1 et TV2 se sont montrés atténués comme on pouvait s’y
attendre avec des niveaux de réplication proches de ceux a 1’état de monovalent.
Seul rDEN2A30 s’est moins répliqué mais cette baisse est probablement du a
atténuation de la souche et non a une interférence. La formule tétravalente

n’améliore pas I’atténuation de rDEN3A30 dans TV2.

Chez le singe, la aussi les deux vaccins TV ont eu un niveau et une durée de
virémie réduit par rapport au TVwt. De facon surprenante rDEN3A30 a montré
un niveau de réplication acceptable, phénomene d’interférence qui était non
visible chez souris et non attendu du fait des niveaux de cinétique proches lors
des essais sur monovalent. Dans TV 1, rDEN4A30 s’est montré dominant. Il y a
eu 100% de séroconversion chez le groupe TV2 malgré la dominance de
rDEN3A30 mais la faible atténuation de cette souche limite son utilisation future
chez ’homme. Le phénomene d’interférence a €té confirmé pour TVI. La
réponse Ac a été moins équilibrée avec des taux de séroconversion beaucoup
plus faible pour DEN2 et DEN3 par rapport aux formes monovalentes. Toutefois

TV1 s’est montré protecteur apres challenge par virus sauvage au bout d’une
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dose pour DEN 1,3 et 4 et de deux doses administrées a 4 mois d’intervalle pour

DEN?2.

En se basant sur ces résultats une troisieme formule a ét€ avancée pour essayer
d’obtenir une réponse plus équilibrée, TV3 avec rDEN1A30, rDEN2A30 (plus
immunogene que TDEN2/DEN4A30 dans TV) et rDEN4A30. Et comme il a été
remarqué dans d’autres études qu’en modifiant les doses on pouvait atténuer les
phénomenes de dominance [105], rDEN3/DEN4A30 a été inclus a une dose dix
fois plus importante 10° pfU/ml. Testé chez le singe, il a montré un niveau de
virémie faible, une réponse AC plus équilibré et un taux de séroconversion de
100% apres administration d’une deuxieme dose a 4 mois, confirmant efficacité

d’un rappel.

e)  Analyse particuliere

(1) Analyse séquence ARN

Des analyses de I’ARN viral ont été faites a plusieurs étapes de la fabrication du
virus ainsi que chez les singes et les hommes chez qui ont avaient relevé une
virémie. La délétion A30 est apparue extrémement stable, aucune mutation

n’ayant apparue.

Des mutations ponctuelles sont apparues lors de la multiplication sur cellules
Véro dont une s’est constamment produite au méme endroit sur les différents
vaccins. Son role dans I’atténuation ne semblerait pas important par rapport a

A30.
(2) Transmission chez moustique

La transmission chez le moustique a ét€ analysée pour 1’ensemble des candidats
principaux [97, 98, 100, 101]. Méme s’ils se sont montrés capables de se
répliquer in vitro sur ces cellules C6/36 de moustique, ou dans I'intestin du

moustique, leur faible capacité a diffuser a travers la barriere intestinale associée
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aux faibles virémies retrouvées lors des essais cliniques rend tres peu probable la

transmission au moustique.
(3) Recombinaison

Les quatre candidats au vaccin tétravalent présentant la méme mutation qui plus

est tres stable, le risque de recombinaison est nul.
f) Conclusions et perspectives

Bon vaccin qui constitue une bonne alternative aux vaccins développés
précédemment notamment du fait de son efficacité et d’une sécurité jusqu’ici
satisfaisante, mais aussi de la bonne stabilit€ génétique des recombinants. Des
candidats alternatifs ont parallelement été développés pour pallier d’éventuels

problemes ou améliorer efficacité et sécurité :

e Des candidats rDEN3A30 plus atténués [106]. Des mutations
supplémentaires ont été ajoutées en 3’ ou également la chimérisation avec
la région 3’ non-codante du dérivé de rDEN4A30 a été testée. Deux
candidats tDEN3A30/31 et rDEN3-3’DEN4A30 ont donné de bons
résultats en test préclinique et vont €tre étudiés chez I’homme [106].

e rDEN4A30 avec des mutations supplémentaires ayant un tropisme
hépatique diminué (rDEN4A30-200,201) [107] ou une diminution des
effets indésirables (rash et trouble hépatique) avec le virus recombinant
rDEN4A30-4995 [108]. Ils se sont montré tous les deux plus atténués lors
des phases précliniques et cliniques tout en gardant un pouvoir
immunogene.

e ou encore un chimere DEN1 [109].

Bien que ces résultats soient encourageants, le risque d'interférence
immunologique entre les quatre sérotypes inclus dans le vaccin tétravalent
présente un obstacle potentiel qui n'a pas encore été évalué pour ces candidats-
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vaccins chez 1'homme. En particulier, parce que trois des quatre vaccins
candidats partagent tous les mémes genes DEN4-NS1, le développement de
I'immunité a ce gene pourrait limiter la durée de présentation de 1'antigene et de
confondre l'induction d'une réponse immunitaire aux composants structurels du

virus chimériques, fournissant une immunité incomplete [110].
3. Souche DEN2 atténuée : DEN2-PDK53 (CDC/In Viragen).

Un troisieme vaccin chimere a été développé en utilisant cette fois-ci comme
squelette le virus atténué développé par I'université de Mahidol DEN2-PDK 53
dont le pouvoir d’atténuation a ét€ étudié : des mutations stables, connues et qui
avaient I’avantage de se trouvées sur des protéines non structurales [111]. Deux
premiers candidats vaccin pour DENI contenant la région C-prM-E du virus
DEN-1 basé sur deux variants du virus DEN2-PDK53 (un contenant tous les
marqueurs d’atténuation (E) et 1’autre seulement 8/9 (V)) ont montré une
efficacité comparable voir supérieure au vaccin vivant atténué DENI de

Mabhidol, précédemment évoqué, chez la souris et le singe [112, 113].

Suivant ces résultats, de nouveaux candidats mais exprimant cette fois les genes
prM et E des virus DEN-1,3 et 4 (DEN2/1, DEN2/3 et DEN2/4) ont ét€ congus
toujours avec les deux modeles (E et V) du virus atténué DEN2-PDKS53 [114].
IIs ont montré des niveaux d’atténuation satisfaisants in vitro et in vivo par
rapport aux virus sauvages et aux virus chimeres sauvages respectifs. Toutefois,
grace a des mutations supplémentaires, ils ont montré de tres bons niveaux de
développement sur cultures cellulaires (Cellules Vero), encourageant en cas de
développement a grande échelle. En revanche sur cellules C6/36 de moustiques,
ils se sont significativement moins multipliés que les virus sauvages laissant
penser a un faible risque de transmission aux moustiques (atténuation permis par
le squelette DEN2-PDKS53). Chez la souris, les chimeres ont entrainé des

niveaux d’Ac égaux ou légerement inférieurs comparés aux virus sauvages. Ils
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se sont montrés immunogenes, protecteur pour DEN2/1, les mutations
additionnelles n’ayant pas affectées I'immunogénicité pour DEN2/3 et DEN2/4
(ces deux chimeres n’ont pu €tre challengé par un virus sauvage). On a pu
remarquer également que la séquence « prM-E » était plus immunogene que la

séquence « C-prM-E » pour DEN2/1.

La formulation de vaccins tétravalents (TVE et TVV) a induit des taux d’Ac
équivalent aux candidats monovalents et boostés apres un rappel. Seul le
chimere DEN2/4 donnait des taux Ac un peu plus faible ce qui laisse penser que

lui aussi n’échappe pas aux problemes d’interférences entre phénotypes.

Ces résultats laissent penser que DEN2-PDKS53 peut étre un bon candidat

chimere car :

¢ Les mutations ne se trouvent pas sur des protéines structurales (sauf une
mais pas tres significative).

e Permet expression de protéines prM et E optimales pour immunisation

e [es mutations de stabilisation sur les chimeres ne modifient pas
I’immunogénicité.

e Faible risque de réversion.

e Faible risque de transmission aux moustiques

Il pourrait méme montrer son intérét dans la vaccination d’autres flavivirus

comme cela été le cas pour le WNV [115].

Toutefois ces résultats sont a confirmer par des études plus poussées car les
marqueurs d’atténuation utilisés jusque la (réduction des plages de lyse,
sensibilité a température et baisse de la neurovirulence chez la souris) ne sont
pas des indicateurs silirs d’une protection chez ’homme [110]. Mais la derniere

étude date de 2003.
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III. Vaccin inactivé

Cette catégorie de vaccin est moins attractive que les vaccins atténués car
susceptible de donner une réponse immune moins robuste (pas de réponse
cellulaire TH1) et moins durable, nécessité de plusieurs doses, et sont plus cher
a produire [39]. Toutefois ils comportent des avantages: une plus grande

sécurité, malgré 1’utilisation d’adjuvants, et une réponse plus équilibrée [7].

Jusqu’a présent peu d’études ont ét€ menées. Un premier vaccin inactivé DEN-2
(au formol) a été testé chez le macaque rhésus montrant une réactogénicité et
une immunogénicité satisfaisante sans pour autant au final offrir une protection
totale contre le virus [116]. Plus récemment un vaccin inactivé DENI1 (par
psoralene) s’est montré immunogene chez la souris. Le psoralene s’est montré
intéressant par rapport au formol, car il conserve la structure tridimensionnelle
du virus inactivé permettant le développement d’Ac pour de multiples épitopes
qui participent a I’immunité. Toutefois le déclin des taux d’Ac apres 90 jours
suggere que des stratégies doivent étre développées pour améliorer la réponse
(variation du nombre d’injection, des adjuvants ou des voies d’administrations).

L’étude devrait €tre étendue aux autres sérotypes et chez les PNH [117].

L’utilisation des ces vaccins dans le futur est discutée surtout dans régions
endémiques mais ils pourraient se montrer intéressants pour les militaires ou les
voyageurs voir dans des stratégies de vaccination [7] (voir plus loin partie

stratégie vaccinale)
IV. Vaccin sous-unitaire

Le développement de vaccin a sous unités virales utilisant des composants
antigéniques purifiés s’est étendu récemment afin de proposer une alternative
aux vaccins atténués. L’absence de réplication virale les rend plus slrs et

’utilisation d’Ag pur et uniforme permet une réponse immune plus équilibrée.
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Les efforts ont principalement été dirigés vers la protéine E et notamment le
domaine III, le plus immunogene. Mais comme pour les vaccins inactivés
I’utilisation d’adjuvants s’est avérée nécessaire et les systemes de production des
particules recombinantes (bactérien, virale ou eucaryote) doivent €tre efficaces

et non pathogene [7, 39].
A. Candidat r80E (Hawai Biotech)

Un premier candidat a ét€ développé a 1’université de Hawai utilisant une forme
tronquée de la protéine E (r80E : 80% de la partie amino-terminale de E).
L’utilisation de Drosophila Melanogaster a permis [’expression de sous
particules en grande quantité, et présentant une conformation dans 1’espace
originelle [116,118]. Les premiers résultats avec r80ED2 (souche DEN2) ont
montré des taux d’Ac neutralisants satisfaisants chez la souris et le singe mais
qui n’offrait pas une immunité stérilisante [116]. L’utilisation d’un nouvel
adjuvant, ISOMATRIX®, a permis une amélioration de la réponse Ac DEN2
chez la souris et une protection prolongée avec des doses d’Ag réduites [118].
L’efficacité et la sécurité de cette nouvelle formule ont €té confirmées pour les
autres sérotypes chez la souris et le singe puis testées avec une formule
tétravalente. Et malgré la dominance de DEN 1 et 2, les réponses immunes
humorale et cellulaire ont été satisfaisantes, offrant une protection a longe terme.
Fait étonnant les doses antigéniques les plus faibles ont offert les meilleurs
niveaux de réponses humorale et cellulaire. Ceci reste a démontrer et pourrait
étre li€ a un certains nombre de facteur comme 1’avidité, les sous-classes et/ou la
spécificité des Ac. Un effet sur I’équilibre de la réponse THI/TH2, des données
suggerent que de faibles quantités Ag associé a un adjuvant tel [SOMATRIX®

favorisent réponse TH1, pourrait étre une explication [118].

Ainsi la production de sous unités vaccinale r80E a partir de cellules de

drosophila S2, capables d’occasionner des réponses humorales et cellulaires
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protectrices et mémoires, est envisageable dans le développement d’un bon
vaccin. De plus ces effets peuvent €tre obtenus selon un calendrier beaucoup
plus court que pour les vaccins atténués (2-3 mois contre 9 a 12 mois) ce qui le
rend grandement intéressant pour les voyageurs. Donc des études plus

approfondies sont envisagées [118].
B.  Candidat cEDIII (IPK/CIGB)

Développé a Taiwan, ce candidat utilise comme sous unité antigénique le
domaine III de E. L’élimination des domaines I et II qui donnent des Ac non-
neutralisant et a réaction croisée diminue le risque de propagation de la DHF
[119]. Les chercheurs ont préparé un consensus du domaine EIIl noté cDEIIIL.
Pour ce faire, ils ont aligné différentes séquences d’acides aminés de EIII de
chaque sérotype afin d’obtenir un consensus pour les quatre virus. Puis a partir
de ces nouvelles séquences, ils ont établi cDEIIl (voir annexe 3 et 4). La
différence d’homologie variant entre 60 et 80% (figure 18). L hypothese est que
cDEIIl doit induire des Ac neutralisants a réaction crois€ée contre chaque

sérotype.

Testé chez la souris, a raison de trois doses administrées a deux semaines
d’intervalles, cDEIII s’est montré peu immunogene seul puis I’ajout d’adjuvant
(phosphate d’aluminium) a permis une meilleure production d’ Ac neutralisants a
réaction croisée, d’Ac mémoires et une protection apres challenge. Cependant
les taux d’Ac ont été inégaux et corrélés au % d’homologie des séquences. Pour
compenser le faible niveau de réponse on pourrait optimiser la séquence de
cDEIII ou introduire cDEIII4, qui a la plus mauvaise réponse, dans la formule.

Ce nouveau vaccin devrait €tre testé prochainement chez le singe [119].
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C.  Nucléo-capside DEN2: NLPs (Nucléocpaside-Like Particules)

Un groupe a Cuba s’est concentré sur la capside et sa capacité a stimulé
I’immunité cellulaire. Alors que pour la plupart des vaccins la recherche d’Ac
neutralisant est le principal marqueur de protection, ce groupe a pris en compte
le role des Ly T dans cette protection. Ils ont injecté des particules de capside
purifiées (adjuvant : alum) a des souris avant infection par DEN2. Ils ont alors
observé une réponse humorale mais qui s’avérait non neutralisante contre DEN2
alors que I'tmmunité cellulaire via les Ly T CD4+ et CD8+ a offert une
protection. Des études plus prolongées sur PHN pourraient montrer 1’utilité de

ce candidat [120].
V. Vaccin a vecteur

L’intérét d’utiliser des vecteurs non réplicatifs est de permettre la synthese
intracellulaire de novo de I’ Ag cible, qui miment 'infection naturelle. Plusieurs
virus vecteurs ont été explorés dans le développement de vaccins contre les
flavivirus. Plusieurs criteres limitent le choix du vecteur, il doit étre sir, capable
d’accepter I'insertion de grande quantité de genes étrangers, immunogene et
permettre expression des Ag viraux. Un des problemes majeurs est 1’existence
de pré-immunité contre ces vecteurs. Réunissant ces criteres, les Poxvirus ont
été les premiers explorés, comme le vaccin modifi€é « Ankara » ou celui de la
vaccine, notamment pour développer un vaccin contre la malaria, la tuberculose
ou le VIH [39,110]. Cependant, ils se sont montrés trop peu immunogenes dans
le développement d’un vaccin contre JE [39,110]. Un autre axe de recherche qui
se poursuit actuellement est 1’utilisation d’Adénovirus a réplication défective
(Ad). Grace a sa grande sécurité, sa facilité de production et sa forte capacité a
accepter du matériel génétique étranger, il a été tres étudié [110, 121, 122, 123].
Nous étudierons ici le CAdVax développé par GenPhar Inc. Enfin il existe un

autre virus vecteur utilisé le vaccin de la rougeole [124, 125].
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A.  Vecteur Adénovirus : CAdVax (GenPhar Inc.).

Ce sont des structures adénovirales contenant les séquences prM/E des
différents sérotypes de la dengue. Ad pouvant contenir et exprimer de grande
quantit¢é d’ADN étranger, deux structures bivalentes ont été construites.
CAdVax-12 exprimant les genes de DEN 1 et 2 et cAdVax-34 exprimant ceux
de DEN 3 et 4 [122] (Fig. 19). Efficace chez la souris, induisant des Ac contre
tous les sérotypes et une réponse cellulaire contre les Ag synthétisés de novo
[122], les deux structures ont été rassemblées dans une formule tétravalente
testée chez le singe [123]. Le vaccin a induit une immunisation tétravalente
rapide apres deux doses espacées de 8 semaines. Les Ac étaient toujours
présents six mois plus tard. Par contre I'immunité cellulaire n’a pu Eétre
démontrée. L’immunité a court et long terme obtenue a permis la protection des
singes apres leur exposition aux virus sauvages a quatre semaines ou a six mois
apres la vaccination. Les singes ont dans les deux cas été completement protégés
contre les sérotypes 1 et 3 alors que une baisse significative de la virémie a été
observée pour les sérotypes 2 et 4. Il est possible que les taux d’Ac nécessaires
soient plus important pour ces deux sérotypes ou alors que la position du
matériel génétique dans Ad ait un rdle dans leur expression bien qu’ils soient
tous sous le contrdle d’un méme promoteur (les sérotypes let 3 sont dans la
région Al et 2 et 4 dans région A4, fig. 19). Ces considérations sont donc a
prendre en compte pour maximiser réponse immunitaire de CAdVax-TV. Enfin
il ne semble pas que I'immunité anti-vectorielle empéche I’administration de

plusieurs doses.

Ce vaccin semble étre une bonne alternative vaccinale, entrainant une immunité
a court et long terme, offre une bonne protection et administré selon un

calendrier raccourci.
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DEN-1 consensus  79.6%"
DEN-2 consensus  B06%  65.0%

DEN-1 consensus 74 8% 0 9% G022 5%
DEN-G consensus 670% 553% G025% S0.5%

Figure 18: pourcentage d'homologie de chaque séquence EDIII des quatre sérotypes
[119].
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Figure 19: Schéma des deux constructions CAdVax [123]. Les séquences prM/E sont
introduites dans des régions identiques associées a un promoteur CMV et une séquence
polyAdénilée (pA) d’origine bovine permettant une haute expression de chaque protéine. TR :
répétition terminale. E1 et E4 sont les sites de délétion. ¥ : séquence d’encapsidation. ORF :
cadre de lecture ouverte.
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B.  Vecteur vaccin rougeole (CNRS/ Institut pasteur).

Le virus de la rougeole présente plusieurs avantages a son utilisation comme
vecteur. La vaccination est obligatoire, il est tres stable, ne peut se recombiner et
a déja prouvé son efficacité et sa sécurité. Il s’agit d’un vaccin vivant atténué,
produit a grande échelle dans de nombreux pays, distribué a bas colt et qui
pourrait offrir une co-administration chez les jeunes enfants dans les pays

touchés par les deux maladies [124, 125].

Un premier vaccin a été développé contre la souche DENT1 a partir d’un dérivé
du vaccin (MV) de Schwarz [124]. Dans ce cas seul le domaine EIIl a été choisi
pour exprimer des Ag. Une séquence spécifique de 40 nt de la protéine E lui a
été associé, notée EctoM (fig.20). Cette s€quence pro-apoptique clonée en aval
de EDIII favorise la formation des ponts disulfure et son repliement dans
I’espace mais aussi sa bonne orientation vers les voies de sécrétions. Ainsi cette
association permet une forte expression et sécrétion de I’Ag EIIl. Le vaccin
MV-EDIII-EctoM a induit des taux élevés d’Ac sérospécifiques chez la souris,
sans Ac a réaction croisées, une réponse immune anamnestique et a également
favorisé la maturation des cellules dendritiques et la sécrétion de cytokines et/ou

de chemokines. Ce phénomene est dii au formidable role d’adjuvant de EctoM

[124].

Une construction tétravalente a, par la suite, été formulée. En fait trois formules
différentes ont ét€ construites et une seule a €té conservée, celle-ci comprenant
EDIII de chaque sérotype et une séquence EctoM de DENI1 (fig.21). Ce candidat
a induit apres deux injections des Ac neutralisants contre les quatre sérotypes,
provoquant une réponse immune protective et mémoire. La réponse
anamnestique observée apres inoculation de virus sauvage prouve la présence de
Ly B et T mémoire contre tous les sérotypes [125]. Un vaccin tétravalent

amélioré est actuellement testé chez le macaque.
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Figure 20: représentation schématique du vaccin vecteur DEN1/rougeole. hCRT ps:
séquence du peptide signal humain calréticuline. EDIII : domaine III de prot. E. EctoM :
ectodamine. RRKDR : site de clivage de type furine. Les génes MV sont indiqués comme
suit: la nucléoprotéine (N), phosphoprotéine et protéines accessoires V/C (PVC), la matrice
(M) de fusion (F), I'némagglutinine (H) et la polymérase (L). Promoteur T7 RNA polymérase
(T7), T7 terminateur d'ARN polymérase (T7t), virus de I'hépatite delta ribozyme (h),
ribozyme Hammerhead (hh). [124]
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Figure 21: représentation schématique des différentes construction tétravalente vecteur
rougeole. TetraA : contient une seule séquence EctoM d’origine DENI, TetraB : chaque
séquence EIII est associé a un site EctoM originaire de son propre brin. TetraC : la aussi
quatre séquence EctoM mais toute la méme issu de DEN1. La présence de quatre séquence
apoptique EctoM a entrainé une baisse de la réplication sur culture cellulaire et 1’absence
d’ Ac neutralisant chez la souris. Seul le vaccin tétraA a été conservé. [125]
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VI. Vaccin ADN

La recherche s’est récemment intéressée aux vaccins ADN du fait de leur
sécurité et qu’il contourne I’immunité vectorielle [110]. Utilisant des plasmides
exprimant des séquences ADN des protéines E ou prM ou de protéines non
structurales, ils produisent des Ag intracellulaires donnant une immunité
adaptative, sont stables et facile a construire [126]. Et ils n’offrent aucun risque
d’interférence ou de dominance. Malheureusement ils sont faiblement
immunogenes, et nécessitent des adjuvants augmentant ainsi leur colt de
production, pas tres intéressant dans les pays endémiques. Apres plusieurs
doses, ils ne garantissent pas une immunisation a long terme et une protection
totale chez 1’animale [39, 110]. Malgré quelques progres [127-129], les vaccins
ADN ne constituent pas la meilleure option. Toutefois ils pourraient trouver leur
place dans des stratégies vaccinales comme les vaccins inactivés dans le but de
diminuer les problemes d’interférences des vaccins vivants ou recombinants

[39] (partie stratégie vaccinale).

VII. Nouvelle approche : virus a réplication incompétente : RepliVax.

(Novartis)

Ces vaccins de troisieme génération combinent la capacité de réplication des
vaccins vivants atténués et la sécurité des vaccins inactivés sans la
préoccupation de la virulence résiduelle et/ou le retour a la virulence des
premiers ou la difficulté de production et le faible potentiel des seconds [110].
Elle repose sur deux techniques soit des virus a réplication défective, mutant
contenant des mutations les rendant incapables de répliquer leur génome viral,
soit des virus a cycle unique, également nommé virus pseudo infectieux ou
particule infectieuse a un seul cycle, incapable d’assembler et de libérer leur

descendance virale [110].
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RepliVax est un vaccin a cycle unique arborant un gene C tronqué qui empéche
RepliVax d’étre emballé dans une particule infectieuse a moins que le gene C
soit fourni par la cellule infectée en transfection (lors de la production).
RepliVax peut infecter une cellule normale chez vacciné qui libere ensuite des
sous unités virale (E et prM) et NS1 induisant une réponse immune humorale et
cellulaire mais il ne peut pas se propager, du fait de son gene tronqué, et causer

de maladie en faisant un vaccin vivant atténué tres siir (annexe 5) [130].

RepliVax a été construit a partir du WNV, montrant son efficacité [110, 130].
Un chimere a été construit pour le virus JE. Un vaccin DEN2 a également été
formé en remplacgant les genes prM/E du WNV. Des mutations supplémentaires
sur les protéines structurales ont permis formation d’un chimere RepliVax D2.2,
a I'infectivité et la croissance suffisante sur cellules exprimant prot. C du WNV.
Ce vaccin s’est montré slir et immunogene chez la souris immunodéprimée,

efficace lors de la confrontation a un virus DEN?2 1étal.

Cette nouvelle génération de vaccin qui s’est montré également efficace pour le
WNV et le JE, représente une promesse de nouveaux vaccins combinant
puissance, efficacité et économie des vaccins vivants et sécurit€é des vaccins
inactivé notamment chez les immunodéprimés [110]. Dans le cadre de la
fabrication d’un vaccin TV, ils pourraient se montrer intéressants en diminuant
les risques d’interaction entre sé€rotypes [130]. De plus la production a grande
échelle ne requiert pas de conditions de confinement particulieres, car, dans les
nombreuses expériences menées jusqu’ici, aucune recombinaison d’ARN ou

d’autoréplication compétente n’ont €té détectées [131].

Récemment un nouveau projet de développement d’un tel vaccin a €té mis en
place mais en utilisant comme machinerie réplicative le VFJ et les
glycoprotéines de DEN2 et une technologie a deux composantes (particules
pseudo-infectieuses et ARN auxiliaire avec un gene absent, ici NS1) facilitant
I’emballage des virions (annexe 6). Les particules pseudo-infectieuses ont cette
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fois €t€ congu avec des mutations sur les protéines prM et NS2A, qui abolissent
la transformation de ces dernieres et rendre le virus défectif capable de produire
soit des particules non infectieuses, immatures et / ou des sous-unités virales de
DEN2. Les génomes de ces chimeres peuvent €tre conditionnés a des titres
élevés dans des virions infectieux in vitro en utilisant 'ARN-auxiliaire du VFJ
déficient en gene NSI1, et les deux peuvent alors €tre passées comme deux

composants du génome des virus a une €chelle progressive [131] (annexe 6).

Ces nouvelles technologies ouvrent de nouvelles perspectives dans la mise au
point d’un vaccin sir, efficace et économique, et devraient €tre améliorées et

appliquées a un vaccin tétravalent contre la dengue.
VIII. Stratégie vaccinale

Une stratégie alternative pourrait permettre de lutter contre les différents
problemes rencontrés jusqu’ici : réactogénicité ou probleme de dominance des
vaccins vivants, faible immunité des vaccins non réplicatif. Mais on pourrait se
servir de leurs points forts dans une stratégie vaccinale hétérologue pour
améliorer la réponse et aussi son délai d’obtention. Ainsi une étude a ét€ menée

pour évaluer I’efficacité d’une telle mesure [132].

Elle consistait en un premier vaccin non réplicatif (inactivé ou ADN) suivi d’un
rappel avec vaccin vivant atténué. Le premier servant d’amorce (baisse des
effets indésirables, pas de probleme de dominance d’un sérotype, baisse de
I’intervalle avec la deuxieme dose) et le deuxieme servant de booster

(augmentation des AC et amélioration de la protection).

L’étude a donc été menée avec un vaccin inactivé par formol (adjuvant :
hydroxyde aluminium), un vaccin ADN (raviprakash, 2003) et vaccin vivant
(WRAIR). IIs ont d’abord montré que la stratégie vaccin inactivé/vaccin vivant

¢était la meilleur chez le macaque. Les singes ont €t€ protégés apres challenge ne
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montrant aucun jour de virémie. Les taux d’Ac apres la premiere injection
étaient faibles mais détectables montrant le succes de 1’amorcage. Et ils n’ont
pas empéché la réplication des virus atténués apres la deuxieme injection
favorisant 1’augmentation des taux d’Ac (10 fois plus), indiquant une forte
réponse anamnestique. Ce rappel n’a entrainé aucun jour de virémie chez les
macaques. Apres challenge par des virus sauvage tous les macaques ont été
protégés et n’ont montré aucun jour de virémie et une augmentation des taux

d’Ac. Une telle stratégie pourrait €tre poursuivie lors d’essai sur I’homme.
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€01

Type de vaccin développeur Phase clinique description commentaires
Premier vaccin a étre développé il a
Vaccin montré des résultats encourageants
Vaccin vivant WRAIR/ GSK ( Virus atténué par passage successif sur malgré des problemes d’interférences
L . . tétravalent Phase . .
atténué biologicals ) culture cellulaire (PDK) dans la formule tétravalente. La
sécurité et I’efficacité sont a confirmer
lors d’essais plus poussés.
L Université . Ak Virus atténué par passage successif sur . Ar4
Vaccin vivant . . Vaccin arrété en . Formule tétravalente arrétée car trop
. Mahidol/ Sanofi culture cellulaire (PDK pour DEN1, 2 et 4 et R s R p
atténué phase 2a . d’effets indésirables lors d’une étude.
Pasteur sur cellules de singe pour DEN3)
. N - . Vaccin le plus abouti pour le moment
. S . . Vaccin Genes des protéines E et prM du virus . °p PO
Vaccin chimérique Acambis/ Sanofi . . . il devrait entrer prochainement dans
. tétravalent en recombinant de la fievre jaune VFJ17D . A .
(chimerivax) Pasteur hase 2b/3 remplacé par ceux des virus de la deneue des essais de phase et peut-étre obtenir
P P P £ une AMM d’ici 4 ou 5 ans.
Vacein Vaccins monovalents prometteurs
Vaccin recombinant monovalent Vaccin recombinant DEN4 avec délation de Formule tétravalentep as encore'
rDEN4A30/ NIAID /NIH phase 1 et 30 nucléotides en UTR 3’ supporte les . Ny P
e . N h déterminée. De nouveaux monovalents
chimérique tétravalent en genes E et prM des autres sérotypes . . .
P pourraient entrainer sa reformulation.
phase préclinique
e . . L Les chimeres formés ont gardé les
Vaccin chimérique Préclinique Deux variants du virus atténué DEN2- caractéristiques d’atténugtion de
CDC/In Viragen monovalent et PDKS53 expriment les genes prM/E des P
DEN2-PDK53 g (me P D BENES P DEN2-PDKS53. Bon résultats chez la
tétravalent) autres sérotypes. . .
souris et le singe.
Grace a I'utilisation de I’adjuvant
. . . ” isomatrix®, cette formulation a vu son
. . . Partie amino-terminale (80%) de la protéine P .
Vaccin sous-unitaire Hawai P R AN . efficacité améliorée chez souris et
. Préclinique d’enveloppe E associé a un adjuvant . .
r80E biotechnology singe et se monter intéressant chez le

isomatrix®.

voyageur (calendrier vaccinale
raccourcit).
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Type de vaccin

développeur

Phase clinique

description

commentaires

Vaccin sous-unitaire
cDEIIIL

IPK/ CIGB

Préclinique

Consensus de séquence d’acide aminé du
domaine III de la protéine E des différents
sérotypes pour obtenir d’ Ac neutralisants a
réactions croisées contre les quatre
sérotypes.

Immunogénique chez la souris mais
réponse Ac inégales dépendantes du %
d’homologie.

Vaccin sous-unitaire
(NLPs)

Préclinique (DEN2)

Particules de capside purifiées (DEN2)
associé a un adjuvant (alum)

Réponse humorale non stérilisante
mais réponse cellulaire protectrice
chez la souris.

Vaccin vecteur
cADVax

GenPhar Inc.

Préclinique.

Formule tétravalente composée de deux
constructions bivalentes adénovirale
exprimant les génes prM et E des sérotypes.

Réponse Ac a court termes et long
terme offrant une protection contre
tous les sérotypes chez le macaque.

Vaccin vecteur
rougeole.

CNRS/Institut
Pasteur

préclinique

Vecteur dérivé du vaccin vivant atténué de la
rougeole de Schwarz exprime Ag (EIII) des
virus de la dengue.

Réponses immune protectrice et
mémoire chez la souris avec la
formule tétravalente. Pourrait se
montrer intéressant pour une double
vaccination chez I’enfant.

Vaccin réplication
incompétente
RepliVax

Novartis

préclinique

Virus WNV avec gene capside tronqué
portant les genes codant pour prM et E de
DEN2.

RepliVax D2.2 sfir et immunogene
chez la souris immunodéprimées.
Pourrait étre une solution pour les

patient VIH.




THESE SOUTENUE PAR : LEORAT JEAN-FRANCOIS

TITRE : LA DENGUE : UN VACCIN A L'HORIZON 2015

CONCLUSIONS

La dengue, décrite comme une « grippe tropicale » depuis le XVIlle siécle, est
une maladie virale transmise a I’homme par des moustiques du genre Aedes. Les
formes graves de la maladie sont la dengue hémorragique et la dengue avec
syndrome de choc qui peuvent s’avérer mortelles. I’incidence de la dengue
progresse actuellement de maniére trés importante au niveau mondial. L’OMS
esume a 50 millions le nombre de cas annuels, dont 500 000 cas de dengue
hémorragique qui, faute de traitement, peuvent &tre mortels dans 20% des cas.
Ainsi la dengue est devenue ces 30 dernieres années un probléme de santé
publique. Alors que le réchauffement climatique pourrait encore étendre son
territoire, la lutte contre cette maladie devient primordiale. Si la lutte contre le
vecteur semble possible mais difficile (mise en place, cofit, population pas
toujours réceptive), I'utilisation de (raitement antiviraux n’est pour le moment
pas d’actualité. La mise au point d’un vaccin apparait comme la meilleure
solution, encore faut-il que celui-ci soit facilement accessible aux populations

cibles qui se trouvent généralement dans des pays plutdt pauvres.

De nombreuses difficultés existent : (i) Tout d’abord les caractéristiques de la
maladie, une réponse immunitaire complexe, les risques de maladie grave lors
d’une infection secondaire hétérotypique. (ii) Le vaccin doit protéger contre les
quatre sérotypes, induire une réponse Ac neutralisant protectrice mais
probablement aussi une réponse cellulaire. (iii) Le calendrier vaccinal est aussi
complexe, le vaccin nécessitant plusicurs doses, et doit s’imbriquer dans les

habitudes vaccinales. (iv) Les fabricants doivent faire aussi avec I’absence de
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modele animal, compliquant les phases précliniques et les extrapolations 2
’homme. Ils doivent également étudier les effets d’une pré-immunisation 4 un

sérotype de la dengue ou un autre flavivirus.

Malgré cela, quelques vaccins semblent aujourd’hui prometteurs notamment le
Chimerivax ®, vaccin chimérique construit sur le modéle du vaccin amaril
VIF17D. Vaccin le plus abouti a ce jour, il a montré une grande efficacité et une
bonne sécurité, se basant sur un squelette « VIF17D » qui a déja fait ses
preuves. Il a surtout jusqu'a maintenant favorisé une réponse immune équilibrée,
humorale et cellulaire, et mémoire. La construction d’une usine de fabrication et
I'entrée du vaccin dans des essais de phase 111 semble prometire une mise sur le
marché prochaine. Toutefois, il semble pertinent de faire des érudes
rétrospectives sur les sujets vaccinés lors des premigres études afin d’évaluer le

réel pouvoir protecteur du vaccin.

D’autres vaccins en développement pourraient offrir de bonnes alternatives. Si
le vaccin vivant atténué du WRAIR/GSK semble limité par des problémes
d’interférences et d’effets indésirables, le vaccin recombinant/chimérique
rtDEN4A30 constitue un bon candidat. Le vaccin de nouvelle génération
RepliVax® combinant les effets positifs des vaccins vivants atténués et des
vaccins inactivés sera sans doute une bonne réponse aux probléemes de
vaccination chez I'immunodéprimé. Si jamais la vaccination chez le nourrisson
ou le jeune enfant est difficile, un vaccin vecteur basé sur le vaccin de la
rougeole (MV Schwarz) pourrait permettre une double vaccination rougeole/
dengue. Celui utilisant comme machine réplicative 1’adénovirus (CAdVax®) a
permis une protection des singes rhésus aprés un calendrier raccourci, ce qui

pourrait étre utile pour la vaccination des voyageurs.

La vaccination contre la denguc a largement progressé depuis une quinzaine
d’années grice a P'amélioration des techniques et, derricre le leader

chimerivax®, plusieurs autres candidats pourraient se positionner dans des
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stratégies vaccinales. Mais une meilleure compréhension des mécanismes
immunopathologiques entre le virus et les cellules cibles est un préalable
nécessaire a 1'élaboration du vaccin doué du meilleur potentiel « avant que la

terre ne devienne dingue ».
VU ET PERMIS D'IMPRIMER

Grenoblele O /-'f f{f

LE DOYEN LE PRESIDENT DE THESE

—5

Professeur CORNET
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ANNEXES

Annexe 1: schéma de développement d'un vaccin [89].
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Soumission du

Preuve de concept préclinique | - dossier
| Lancement
. L
| DEcOUVERTE | | RECHERGHE DEVELOPPEMENT| | ENREGISTREMENT
Mombreuses : : ' . ¥ }
années 2-4 années - . 6-8 années .7 1 année 2 années

» [dentification » Production Phasel Phase il a Phase Il b

des antigenes des antigénes  * innocuité s [dentification * Preuve du concept

cibles + Développement * Premigre ds la dose de I'efficacité
+ Compréhension  des testsfoutils  évaluation « |dentification Phase Ili

des * Dev. modsle d? Ijirpr{nuno- d",’. schema | + Innocuité 4 large échelle

mécanismes animal génicite 'immurisation N

de fa pathologiz « Toxicologie . * liraunegénice | ponductibilits des lots
* Etude de préclinique Y

Iinfection + Efficacit

naturelle ' '

T Phérmacouigilance
Investissement indusiriel ~

La phase clinique 1 va donner des informations sur la sévérité et 'intensité des effets
indésirables des vaccins (monovalent ou tétravalent) et aussi sur la capacité immunogene du
candidat. Elle se déroule sur des sujets flavivirus naifs résidant dans des régions ou la dengue
ne sévit pas.

Les essais de phase clinique 2a sont congus pour étendre 1'information sur I'immunogénicité,
la sécurité, et la dose-réponse. Le cas échéant, le nombre, les intervalles, et la dose de vaccin
doivent étre affinée et élargie en étude de phase 2. Les essais peuvent €tre menés sur des
populations a risque de contact avec la dengue ou un autre flavivirus. Les essais de phase 2b
(randomisés, double aveugle, contrdlés) sont la pour amplifier les données de phase 2a sur des
échantillons plus important dans des populations a haut risque et obtenir une estimation
préliminaire de 1’efficacité du vaccin.

Les essais de phase 3 (randomisés, en double aveugle et controlés) sont menés dans une
région endémique sur une large population (plusieurs centaines d’individu) partiellement
immunisée contre un ou plusieurs sérotypes. Les individus des deux groupes doivent au méme
risque de développé la dengue. Ils doivent permettre de démontrer de facon significative
I’efficacité du vaccin, associé a une production a grande échelle et d’examiner la sécurité et
les corrélats de protection.

Les essais de phase 4 sont des études poste licence pour étudier les effets indésirables rares
I’efficacité dans des conditions de routine. [70, 133]
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Annexe 2: schéma de construction du chimere VFJ/dengue [89].

ADNc du vaccin Fiévre Jaune 170

Virus dengue
parentaux

PUO-359/TVP-1140

Echange avec les génes de virus dengue PUD-218

sauvages 1-4 :
o

PaHg81/88

1228 (TVP-980)

DL e R > Quatre virus
- recombinants
S (CYD1 -4}
Tranécrits

individuellement .
: Virus
—» propages en —
celfules Vero

Transfection de I'ARN.--

Les génes des protéines structurales (prM et E) du virus vaccinal de la fievre
jaune (VFEJ17D) sont remplacées par les genes correspondants de chacun des
quatre sérotypes du virus de la dengue. Ces genes proviennent de souches ayant
subi un minimum de passages in vitro apres isolement sur le terrain. Apres
obtention des ADNCc, transcription et transfection de I’ARN correspondant dans
les cellules Vero, 4 virus vaccins chimériques sont obtenus, dont la combinaison
forme le vaccin tétravalent. Chaque vaccin monovalent comprend un phénotype
de surface correspondant a un sérotype de virus dengue, tout en ayant en
commun le méme moteur de réplication du VIF17D.
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Annexe 3: TABLEAU REPRESENTANT LES SOUCHES UTILISEES POUR
FABRIQUER CDEII [119]

Table 1

The representative dengue viruses used i this study.

Viral serolype Virus stain Accession number

Type 1 Braxil/97-11/1997 P27909
Jamaica/CV1636/1977 P27913
Nauru/West Pac/1974 P17763
Simgapore/S275/199H) P33478
Thailland/AHF S2-8(/198(0 PZ7912

Type 2 16681-PDKS3 P29949]
China/D2-(4 P30026
Jamminca/ 14091953 PUT564
Malaysia M2 P14338
Malaysia M3 P14339
Peru1QT2013/19096 OYWDAB
Puerto Rico/PR159-51/1969 P12523
ThailandO168/1979 P14337
Thailand/16681/84 P29990
Thailand™NGS-C/1944 P143410)
ThailandPUO-218/ 1980 P18356
Thailand/TH-36/1958 P29084
Tonga/EKB194/1974 P27914

Type 3 China/80-2/1980 QU35
Martiniqued/1243/1999 QoYMS3
Philippines/H87/1956 P27915
Singapore/8120/1995 Q5UBS51
Sr1 Lanka/1266/2(04) Q6YMSS

Type 4 Domimica/8 14669/1981 POOE66
Philippines/H241/1956 Q58HTT
Singapone/8976/1995 Q5UCEE
Thailand03458/1991 Q2YHFO
ThalandO476/19497 (J2ZYHE2

Toutes ces souches sont issues de la base de données du centre national de
biotechnologie. (réf nouveau candidat)
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Annexe 4: ALIGNEMENT DES DIFFERENTES SEQUENCES AA DEIIT ET
FABRICATION cDEIII [119]

A

DEW-1 consensus
F17763
B2790%
P33478
p27912
P27913

B

DEN-2 consensus
pO7564
P14335
P30026
P27414
QIWDAE
P12823
r14328
P14337
F14340
P18356
P2o984
25390
£29991

DEN-3 consensus
P27915
QEUBSL
(6YMS3
Q6YMa4
(99035

DEW-4 consensus
F03866
QBUCES
B2YHFD
Q2YHFZ
Q5BHTT

¢ED III
DEW-1 consensus
DEW=2 ¢onsengug
DEN-3 consensus
DEN-4 consensus
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-------------------------------------------- e LR e
T, | S — Sy —— [mmmmsmssmsssasssssssms s s m—————————
o e o I S__ _____

............. T o
=s]xnmnnnnnns [==sfessmsmnsmsmmsnnnnans Jammmnsnzn (mmnsfunmnnmsnmnmnnn Desmsmsznan Immnmnns S EEEES
———————————— QI-=-==mmmmmmmmmmm oo -—--- - e e
_____________ I______ ———— —_————— —_————— ————— n_______
------------- I e T e’ S | EEEE R
---------------------------------------- TememsmmsmsmmsmeeTemmemssmsm e e mee s e e e e ma e e
--------------- T
____________________ —_——- —_— —_—— —-F —_—

____________________ ———— ————— _————— ————— R____

RS T AN T GRERLEREVAE TQHGT ILIKVEYE GDGAR CRIFFE IQDVERREYWGR LI TANE IVIDRESEVN IEAEPEFGDET IV IGVGLFALKLNFAE KRGS S

----- S S PINER, |8 SRR, SRS - B 1 (e (o PSSR, AP R 5 8 TS, SERE
=amzsfummmmsslfas]mzanannsysfa)unanagaannnnnapfa] snfaa]annnsYusnasfa)nnnsnnsnnsnsannn]ansfPiannnnnnnnnn
———————— LNT-V=K--=§--=-====-=-E-K-ED-------5TE-G(G-Al--- V-—K-—& B ey SECEENS 0 GRS
ey - S 311 S | SRR V=== = ~him == == TR H-E K- V- - T~ 58T -FAENTN- Y- -~L-- - - = - oo oo §--T-H--R----

Les chercheurs ont aligné les s€quences d’acides aminés de EIII de différents

sous types de virus pour chaque sérotypes et ont obtenu alors quatre consensus
cDEIII 1 (A), cEDIII2 (B), CEDIII3 (C), cEDIII4 (D).

(E) : les quatre consensus ont ensuite €té alignés pour obtenir une nouvelle
séquence cEDIII utilisé comme vaccin.
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Annexe 5S: PRODUCTION ET INFECTION PAR REPLIVAX [110]

RepliVAX production cell

A
"/_
RepliVAX genome (C-deleted replican)

VEEreplicon encoding the C protein

(+) BNA

N

e ’
— e —
CATn Tlanslgtlon 0‘\ Translation of =
o l pIM/E T
Genome replication

/_'_L“"'-.._._o-'-""
/_'_‘-H"-\-._\_,_,--"'/
() ANA ——T———"

Packaging of
ReplVAX genome

Processing and rzlease of RepliVAX and NS4

B RepliVAX-infected cell

RepliVAX genome (C-deleted raplicon)

FIRNA <~

/ Transcription \
©

(=) RNA ‘ l 00)

Genome replication / ’ e )]
Translation | :E'(I’Oj - g
00 6)]

Processing and release of SVPs and NS+

+) RNA

A : production RepliVax dans cellule exprimant C. Le génome de RepliVax délesté du géne C sont

introduit par électroporation dans cellule exprimant le gene C manquant a partir d’un non cytopathique
VEErep (Venezuelan equine encephalitis virus replicon). RepliVax produit tous les composants
nécessaires a la réplication du génome et 1'expression du gene C par le VEErep suivi de 'emballage du
génome RepliVax en particules infectieuses qui sont libérées [avec NS1 et sous-unités virales (SUV)
(non représenté)] par exocytose. Sinon, particules RepliVax infectieuses matures peuvent étre utilisées
(a la place de matériel génétique par électroporation) pour lancer le processus d'infection pour la
culture a grande échelle.

B : RepliVax infection des cellules normales en culture ou dans un individu vacciné. L'infection des

cellules avec RepliVax imite les événements précoces de 1'infection a flavivirus naturelles. Le génome
RepliVax est reproduit dans la cellule, et des composants antigéniques [y compris les produits libérés
et des peptides qui peuvent étre chargés sur les molécules du CMH (non représenté)] sont produites.
L'absence de C empéche génome RepliVax d'étre emballé dans des particules infectieuses, mais ne
n'interfeére pas avec la sécrétion des autres composants antigéniques. SUV non-infectieuses et NS1
sont libérées par les cellules infectées par RepliVax, leur permettant d'obtenir 1'immunité humorale
protectrice chez les individus vaccinés.
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Annexe 6: NOUVEAU MODELE DE PRODUCTION DE REPLIVAX AVEC DEUX
COMPARTIMENTS INFECTIEUX [110]

A RepliVAX two-component production cell
Helper genome (priVE-deleted replicon) RepliVAX genome (C-deleted replicon)
N
— ) B
/_,..—n—..,_‘__\_\_‘_'_#__‘_,_
l S € 7 (+)RNA
m o
s ‘_..——'-'_"'-u...‘__'_'_,_...--'
(=) ANA ~——=-———  Translation of ] T
c Translation of .
prM/E Genome replication
Genome replication e
T
— @ T IANA
T T e
(+)ANA = — ® @
[T
C oo g — :
Packaging of
RepliVAX genome processing and release of two-component ReplivAX and NS1

B RepliVAX two-component infection
r ReplivaX genome (C-delated replicomn) d Helper ganome (priWE-deleted raplicon)
& & &5 (+IRANA ~—_ * = = & (+)RNA ~—_ *

‘_,.-—'—'_"‘1-..__\_\_'_'_,_.--"

{~) RNA T iGenoma raplication _ Syl @ (~) RNA T iGenome replication ] 2

{+) RNA —> hrhy © W+ ENA — .. o
‘__,..-'—'_‘-1.\_‘_\_-_'_'_,_,--

Translation ™ o ﬁ Translation
w o —_— mu;: Production of intracellutar C
Procassing and releasa of SVPs and N51 Releasa of NS1

A Production de deux composantes RepliVax par infection multiple dans les cellules normales en
culture. Génome RepliVax délesté du gene-C et génome helper délesté des genes-prM/E sont
simultanément introduit par électroporation dans les cellules normales. Les deux génomes produisent
les composants nécessaires a la réplication du génome. Expression des prM / E par le génome
RepliVax de concert avec l'expression du gene C par le génome helper permet I'emballage des deux
génomes en particules individuelles infectieuses qui sont libérées [avec NS1 et SUV (non représenté)]
par exocytose. Alternativement, ces particules infectieuses matures RepliVax et helper peuvent
également étre utilisés (a la place de matériel génétique par électroporation) pour initier ce processus
lorsque infection par est réalisée &8 MOI (multiplicity of infection) supérieur a 1.

B Infection par deux composants RepliVax des cellules normales en culture ou chez des personnes

vaccinées. L'infection des cellules soit par des particules RepliVax soit helper imite les événements
précoces de l'infection a flavivirus naturels. Ce type d'infection se produit in vivo et in vitro a des MOI
inférieur a 1. A gauche: Le génome RepliVax est répliqué dans la cellule, produisant SUV et protéine
NS1. L'absence de Capside empéche génomes RepliVax d'étre emballés dans des particules
infectieuses, mais n'interfere pas avec la sécrétion des SUV ou NS1. Droit: Le génome helper est
reproduit dans la cellule, et NS1 est produite. L'absence des prM et E empéche génomes helper d'étre
emballés dans des particules infectieuses.
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