N

N

Diagnostic de la dengue : trois solutions pour améliorer la
prise en charge des patients et faciliter les études
épidémiologiques

Anne-Claire Andries

» To cite this version:

Anne-Claire Andries. Diagnostic de la dengue : trois solutions pour améliorer la prise en charge des patients
et faciliter les études épidémiologiques. Médecine humaine et pathologie. Université Montpellier; Institut
Pasteur du Cambodge (Phnom-Penh), 2015. Francais. (NNT: 2015MONTS146). <tel-01990524)

HAL Id: tel-01990524
https://theses.hal.science/tel-01990524v1

Submitted on 23 Jan 2019

HAL is a multi-disciplinary open access archive L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est des-
for the deposit and dissemination of scientific re- tinée au dépoét et a la diffusion de documents scien-
search documents, whether they are published or not. tifiques de niveau recherche, publiés ou non, émanant
The documents may come from teaching and research  des établissements d’enseignement et de recherche
institutions in France or abroad, or from public or pri- francais ou étrangers, des laboratoires publics ou
vate research centers. privés.

Au‘to'flizition
HAL Authorization


https://theses.hal.science/tel-01990524v1
https://about.hal.science/hal-authorisation-v1/
https://about.hal.science/hal-authorisation-v1/
https://hal.archives-ouvertes.fr

Doctoral

@ du Languedoc-Roussillon

"Collége THESE

Pour obtenir le grade de
Docteur
Délivreé par I’Université de Montpellier

Préparée au sein de I’école doctorale SIBAGHE
Et de P’Institut Pasteur du Cambodge

Spécialité : MP- Microbiologie et Parasitologie

Présentée par Anne-Claire ANDRIES

TITRE DE LA THESE :

Diagnostic de la dengue: trois solutions pour
ameéliorer la prise en charge des patients et
faciliter les études épidémiologiques

Soutenue le 17 décembre 2015 devant le jury composé de

Dr Philippe BUCHY Directeur de thése
Pr Xavier DE LAMBALLERIE Rapporteur

Dr Isabelle LEPARC-GOFFART Rapporteur

Pr Emmanuel CORNILLOT Examinateur

Pr Christian DEVAUX Examinateur

Dr Roger FRUTOS Examinateur

Dr Marc GRANDADAM Invité




Diagnostic de la dengue: trois solutions
pour ameliorer la prise en charge des
patients et faciliter les études
épidémiologiques

Dengue diagnosis: three solutions to improve patients’ management
and to facilitate epidemiological studies

Travail effectué a :

Institut Pasteur du Cambodge
Unité de Virologie
5 Monivong boulevard
PHNOM PENH - CAMBODGE



Résumé

La dengue est une maladie virale des régions tropicales et subtropicales, transmise par les moustiques du genre
Aedes. Le virus de la dengue (DENV) appartient a la famille des Flaviviridae, genre Flavivirus. Si la plupart des
infections sont asymptomatiques ou se traduisent par un syndrome fébrile sans gravité, le virus peut aussi causer
une maladie plus sévere caractérisée par une fuite plasmatique, avec ou sans hémorragie. Sans prise en charge
adéquate, les formes les plus séveres peuvent évoluer vers un syndrome de choc, potentiellement mortel. Il
n’existe pas de traitement spécifique de la dengue mais une réhydratation adaptée et débutée précocement permet
de réduire la survenue de formes séveéres de la maladie. Malheureusement, les symptomes initiaux de la dengue
avant la survenue des éventuelles complications ne sont pas spécifiques et seul un diagnostic biologique basé sur
la détection du génome viral, de I’antigéne NS1 ou des anticorps anti-DENV dans le sang des patients permet de
confirmer la nature exacte de I’infection. La dengue constitue a 1’heure actuelle un probléeme majeur de santé
publique du fait de son expansion mondiale et de I’augmentation annuelle du nombre de cas séveres. Pour
assurer la surveillance épidémiologique et le controle de la maladie, il est indispensable de développer des outils
diagnostiques performants et faciles a mettre en ceuvre, a la fois utilisables par les médecins de toutes les
structures médicales, des simples centres de soins de santé primaire aux centres de référence, et utilisables lors
d’enquétes épidémiologiques pour I’investigation de nouvelles épidémies. Le travail de cette thése a porté sur
plusieurs aspects de cette problématique.

Dans une premiére partie, un test commercial de diagnostic rapide (TDR) permettant la détection simultanée de
la NS1 et des IgG et IgM anti-DENV, a été évalué, en laboratoire spécialisé et sur le terrain, afin de comparer, a
partir des mémes échantillons, les performances du test dans deux situations différentes. La sensibilité s’est
révélée plus faible lors de I’utilisation sur le terrain que lors de I’utilisation en laboratoire de référence. La
majorité des discordances a été observée pour la détection des IgG et des IgM. L’impact de la mise a disposition
du test sur la prise en charge des patients a également été évalué et il s’est avéré qu’au cours de cette étude les
pédiatres cambodgiens ont ignorés les résultats du test rapide et ont préféré suivre leur instinct clinique.

Un second volet a porté sur la faisabilité d’utiliser les urines et la salive en remplacement du sang veineux pour
les tests employés en routine pour le diagnostic de la dengue. Les urines et la salive sont des fluides biologiques
plus faciles a prélever que le sang veineux ce qui présente un avantage majeur pour les enquétes
épidémiologiques mais peut également secourir les médecins lorsqu’un prélévement de sang veineux est difficile
a obtenir, par exemple chez les enfants. Bien que les performances des différentes méthodes de diagnostic ne
soient pas aussi bonnes avec de 1’urine et la salive qu’avec du plasma, les résultats obtenus par PCR en temps
réel et avec les ELISAs de détection des anticorps anti-DENV démontrent ’intérét potentiel de ces deux fluides
biologiques pour détecter les infections par le DENV lorsqu’il est difficile d’obtenir du sang veineux. Plusieurs
TDR commerciaux développés pour permettre la détection de la NS1 et des anticorps anti-DENV (IgM, IgG et
IgA) dans les urines et la salive ont été évalués mais les performances obtenues se sont révélées peu
satisfaisantes.

Une derniére partie du travail a été consacrée a 1’étude de la protéinurie comme marqueur pronostic potentiel de
sévérité de la dengue. Ce marqueur biologique ne s’est pas révélé étre utile pour diagnostiquer précocement les

formes séveres de la maladie.
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Summary

Dengue is a viral disease transmitted by 4dedes species mosquitoes, in tropical and subtropical regions. Dengue
virus (DENV) belongs to the family Flaviviridae, genus Flavivirus. Although most DENV infections are
asymptomatic or result in a self-limited febrile illness, severe diseases characterized by plasma leakage, with or
without hemorrhage, can also occur. Patients with a severe dengue can rapidly progress into a life-threatening
shock syndrome if no efficient clinical management is provided. There is no specific treatment available for
dengue but an accurate and early fluid therapy substantially reduces the occurrence of severe forms of the
disease. Dengue symptoms are typically non-specific until or unless complications develop. Only a biologic
diagnosis based on DENV genome, NS1 antigen or anti-DENV antibodies detection enables to confirm dengue
cases. Dengue is now a major public health problem due to both its geographical spread and the increase in the
number of severe cases. New diagnostic tools are necessary to ensure epidemiological surveillance and control
of the disease. These tools need to be effective and easy to use in every medical settings, from the smallest
primary health centers to the biggest reference centers, and also usable for epidemiologic studies, e.g. for

epidemic investigations. The work presented in this thesis was dedicated to this problematic.

In a first part of the work, a rapid diagnostic test (RDT), designed to detect NS1 antigen, anti-DENV IgG and
IgM, was evaluated, both in a specialized laboratory and in the field, in order to compare the test performances
in two different settings, with the same samples. Interestingly, sensitivity was lower when the test was used in
the field compared to the sensitivity of the test when performed in the specialized laboratory. Discordances were
mainly observed for IgM and IgG detection. Impact of the use of the RDT on clinical management was also
assessed during the field study and it revealed that Cambodian pediatricians ignored the results of the RDT and

followed their clinical instinct.

A second part of the work was dedicated to the assessment of the usefulness of urine and saliva for dengue
diagnostic. Dengue diagnostic normally requires a venous blood sample that can be difficult to obtain in certain
conditions such as in children or during epidemiological studies. Urine and saliva are easier to collect as the
procedure is non-invasive. We showed that, although the performances of the different diagnostic methods were
not as good in saliva and urine as in plasma specimens, the results obtained by qRT-PCR and by anti-DENV
antibody ELISA could well justify the use of these two body fluids to detect dengue infection in situations when
the collection of blood samples is difficult. Performances of commercial RDTs developed for NS1 and anti-

DENYV antibodies (IgM, IgG and IgA) detection in urine and saliva specimens were not satisfactory.

In the last part of the thesis, the potential of use proteinuria as a prognostic marker of severity was assessed but it

didn’t prove to be a useful marker for risk prediction.
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Introduction

Le virus de la dengue (DENV) est un arbovirus, de la famille des Flaviviridae, genre Flavivirus. 1l est
transmis a I’homme par les moustiques du genre Aedes [1]. 1l existe quatre sérotypes majeurs du virus
(DENV-1, -2, -3 et -4) et récemment un 5™ sérotype, dont la circulation est restée treés limitée
géographiquement, a été mis en évidence en Malaisie [2]. Si la plupart des infections par le DENV
sont asymptomatiques ou se traduisent par un syndrome fébrile sans gravité, le virus peut aussi causer
une maladie plus sévére caractérisée par une fuite plasmatique, avec ou sans hémorragie. Sans prise en
charge adéquate, les formes les plus sévéres de la maladie peuvent évoluer vers un syndrome de choc,

potentiellement mortel.

L’¢épidémiologie de la dengue est trées dynamique, aussi bien en terme d’expansion géographique
qu’en terme d’intensité. La maladie tend a émerger ou a réémerger dans des régions ou elle était
autrefois absente tandis que la situation s’aggrave la ou elle était déja présente. Certaines régions
passent ainsi d’une situation endémo-¢épidémique a I’hyperendémicité. Une augmentation des formes
séveres de la maladie est aussi observée. Au cours des 50 derniéres années, le nombre de cas rapportés
a I’Organisation Mondiale de la Santé a ainsi été multiplié par 30 [3]. La dengue sévit aujourd’hui
dans environ 140 pays tropicaux ou subtropicaux et une étude récente estime a 96 millions le nombre
des infections symptomatiques et a 294 millions celui des infections asymptomatiques [4]. La dengue
est aujourd’hui considérée comme la plus grave des maladies virales humaines transmises par les

arthropodes et constitue un probléme majeur de santé publique.

Ce travail de thése a porté sur la problématique du diagnostic biologique de la dengue. Les symptomes
initiaux de la dengue étant peu spécifiques et partagés par de nombreuses autres maladies infectieuses,
le diagnostic biologique est nécessaire pour confirmer ou orienter le diagnostic. D’un point de vue
clinique, un diagnostic biologique précoce de la dengue est important pour assurer une bonne prise en
charge des patients. Bien qu’il n’existe pas de traitement spécifique de la dengue, une prise en charge
simple et précoce, basée essentiellement sur la réhydratation du patient, permet de prévenir la

survenue de complications éventuelles et ceci quel que soit le degré de sévérité de la maladie. La
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confirmation biologique d’une dengue permet aussi d’éviter la prescription inutile d’un traitement
antibiotique. Du point de vue de la santé publique, dans un contexte de diffusion globale de la maladie,
des outils fiables permettant d’identifier rapidement les épidémies sont nécessaires. L’identification
rapide d’une épidémie permet, en effet, de mettre en place des mesures de contrdle vectoriel et de
protection individuelle qui contribuent a limiter la propagation de la maladie.

Au cours de ces dernieres années, de nombreux tests de diagnostic rapide (TDR), reposant
habituellement sur une approche de type immunochromatographie, ont été développés. Ces tests ont
I’avantage de ne nécessiter que trés peu de matériel et de permettre 1’obtention d’un résultat rapide,
trés souvent en moins de 30 minutes. IIs sont donc utilisables dans tous les types de structures
médicales, des plus rudimentaires aux mieux équipées. Une premiére partie du travail a été consacrée
a I’évaluation d’un TDR permettant la détection simultanée de I’antigéne NS1, des IgM et des IgG
dirigées contre le DENV dans le sang. L’originalité de ce travail a résidé dans le fait que cette
¢évaluation était la premicre a étre basée sur une étude prospective avec un test évalué¢ dans des
conditions de terrain, au chevet du patient, dans une structure de soin peu équipée, représentative de la
réalité de beaucoup de pays d'endémie de la dengue. Ce travail a fait 1’objet d’un premier article publié¢
dans PLOS Neglected Tropical Diseases (publication 1: Andries AC, Duong V, Ngan C, Ong S, Huy
R, Sroin KK, Te V, Y B, Try PL, Buchy P. Fiel Evaluation and Impact on Clinical Management of a
Rapid Diagnostic Kit That Detect Dengue NSI, IgM and IgG. PLoS Negl Trop Dis.
2012;6(12):¢1993).

Dans une deuxiéme partie de ce travail de thése, nous nous sommes intéressés a 1’utilisation des urines
et de la salive pour le diagnostic de la dengue. Les différentes techniques de diagnostic de la dengue
requierent habituellement un échantillon sanguin. Néanmoins, 1’obtention de sang peut étre
compliquée dans certaines conditions, notamment chez les enfants ou lors d’enquétes séro-
épidémiologiques et d’investigations d’épidémie. Les cinétiques d’excrétion du virus, de I’ARN viral,
de la protéine NS1 et des anticorps anti-DENV (IgM, IgA, IgG) dans ces deux fluides biologiques ont
ainsi ét¢ étudiées et comparées a celles observées dans le plasma afin de déterminer I'intérét de
I’utilisation de ’urine et de la salive. Ce travail a fait ’objet d’un article, publié dans PLOS Neglected
Tropical Diseases (publication 2: Andries AC, Duong V, Ly S, Cappelle J, Kim KS, Lorn Try P, Ros

S, Ong S, Huy R, Horwood P, Flamand M, Sakuntabhai A, Tarantola A, Buchy P. Value of routine

16



dengue diagnostic tests in urine and saliva specimens. PLoS Negl Trop Dis. 2015 Sep
25;9(9):¢0004100). Une évaluation de six TDR destinés a la détection de 1’antigéne NSI1 et des
anticorps anti-DENV (IgM, IgA, IgG) dans I'urine et la salive a aussi été réalisée. Un manuscrit
présentant les résultats de ce travail a ét¢ soumis BMC Infectious Diseases en novembre 2015
(publication 3: Andries AC, Duong V, Ong S, Ros S, Horwood P, Dussart P, Buchy P. Evaluation of
the performances of six commercial kits designed for dengue NS1 and anti-dengue IgM, IgG and IgA

detection in urine and saliva clinical specimens).

La derniére partie du travail de thése a porté sur 1’étude de la protéinurie comme potentiel marqueur
biologique de sévérit¢ de la maladie. Un biomarqueur, simple a mesurer, qui permettrait de
différencier les patients qui risquent d’évoluer vers une forme sévére de la maladie de ceux qui vont
guérir sans complication, serait d’une grande utilité pour les cliniciens car cela permettrait notamment
de n’hospitaliser que les patients devant bénéficier d’une surveillance accrue en raison d’un risque
plus élevé d’évolution vers une forme sévére. L’étude de la protéinurie fait I’objet d’un manuscrit qui
a ¢té soumis BMC Infectious Diseases en décembre 2015 (publication 4: Andries AC, Duong V,
Cappelle J, Ong S, Kerleguer A, Ly S, Tarantola A, Horwood P, Dussart P, Buchy P. Proteinuria in

paediatric dengue fever cases).
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PREMIERE PARTIE

Introduction sur la dengue et le virus de la dengue
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1. Le virus de la dengue

Le virus de la dengue (DENV), comme le virus de la fievre jaune (YFV), le virus West Nile (WNV)
ou encore le virus de I’encéphalite japonaise (JEV), est un arbovirus, appartenant a la famille des
Flaviviridae, genre Flavivirus [1]. Le genre Flavivirus regroupe des virus transmis par des moustiques
ou des tiques, ainsi que certains virus sans aucun vecteur arthropode connu (figure 1). Les flavivirus
ont une morphologie semblable avec une organisation du génome viral similaire et des déterminants

antigéniques communs.

Virus transmis par des e
moustique ]

'\ Virus transmis par
J

| des tigues

"~ " Vecteurinconnu

Figure 1 : Arbre phylogénétique regroupant les différents virus du genre Flavivirus [5]
SLEV : Virus de I’encéphalite de Saint-Louis, WNV : Virus West-Nile, KUNV : Virus Kunjin, MVEV : Virus de
I’encéphalite de la Murray Valley, JEV : Virus de I’encéphalite japonaise, POWYV : Virus Powassan, LGTV : Virus Langat,
TBVE : Virus de I’encéphalite a tiques, VAS : souche Vasilchenko, NEU : souche Neudoerfl, HYPR : souche Hypr, RBV :
Virus Rio Bravo, MMLYV : virus de la leuco-encéphalite des myotis du Montana, MODV : Virus Modoc, APOIV : Virus
Apoi
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ORI Protéine M La particule virale est enveloppée par une double
couche lipidique, issue du réticulum endoplasmique
(RE) de I’héte, dans laquelle sont ancrées les

protéines de membrane (M) et d’enveloppe (E). Le

virion mature a un diameétre d’environ 50 nm. La

Figure 2 : Représentation schématique du virus nucléocapside, de forme icosaédrique, est formée par

de la dengue . . ., ,
des protéines de capside (C) associées au génome

viral (figure 2).

Jusque récemment, quatre sérotypes de dengue (DENV-1, DENV-2, DENV-3 et DENV-4), affectant
I’homme et engendrant la méme symptomatologie clinique, étaient connus. En 2013, un S5¢me
sérotype, a I’origine d’une épidémie humaine en Malaisie, a été mis en évidence [2]. Les sérotypes se
subdivisent ensuite en différents génotypes. Les sérotypes ont environ 65% de leur génome en

commun.

L’information génétique du DENV est portée par un ARN linéaire simple brin de polarité positive
(ARN+) d’environ 11 000 nucléotides. Comme tous les virus a ARN positif, ’ARN du DENV est
infectieux et peut générer un cycle complet de réplication des sa libération dans le cytoplasme de la
cellule infectée. Cet ARN contient un unique cadre de lecture ouvert codant une polyprotéine
d’environ 3 400 acides aminés clivée co- ou post- traductionnellement par des protéases cellulaires ou
virales. Le clivage de cette polyprotéine génere trois protéines de structure, C (protéine de capside),
prM (précurseur de la protéine de membrane) et E (protéine d’enveloppe) ainsi que sept protéines non

structurales NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B et NS5 (figure 3) [6].

Le cadre ouvert de lecture est flanqué de deux régions non-codantes. En 5°, la région non codante
contient environ 100 nucléotides et posséde une coiffe de type 1 (N7meGpppA2’Ome-RNA)
permettant a I’ARN viral d’échapper a une dégradation par des exonucléases lorsqu’il est libéré dans

le cytoplasme des cellules infectées. L extrémité 3’ contient, quant a elle, entre 400 et 700 nucléotides
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et n’est pas polyadénylée. Ces deux régions ont des structures secondaires en épingle a cheveux et sont
impliquées dans la réplication du génome. Outre les structures secondaires, chaque extrémité contient
des séquences complémentaires a I’autre extrémité qui permettent une cyclisation du génome lors de la

réplication [7].

Région 3'
Région 5° non codante
non codante

NS2ZA N54A
cME |N5Im 51 - [N
|
NS2B NS48
N Ed . -
Proteines Proteines
structurales non structurales

Figure 3 : Représentation du génome du virus de la dengue (d’aprés Guzman ef al. [8])

1.3.1. Les protéines structurales
La protéine C, ou protéine de capside, est une protéine d’environ 12 kDa. Elle contient environ 25%
d’acides aminés basiques qui permettent son association a I’ARN génomique pour former un
complexe ribonucléoprotéique. Outre son role majeur dans 1’assemblage des virions, il semblerait que
cette protéine ait d’autres fonctions importantes. En effet, une grande partie des protéines de capside
synthétisées lors de la réplication du virus se retrouve dans le noyau de la cellule infectée, alors que
I’encapsidation de I’ARN viral a lieu dans le cytoplasme. La translocation dans le noyau est permise
grace a la présence au sein de la protéine de trois signaux de localisation nucléaire. Dans le noyau, la
protéine C est capable de se fixer a plusieurs protéines nucléaires, notamment la protéine Daxx qui
intervient dans une voie d’apoptose de la cellule [9]. Il semblerait aussi que la protéine C puisse se
fixer sur les histones et ainsi perturber la machinerie génétique de la cellule héte en faveur de la

réplication et du cycle viral [10].

La protéine M, ou protéine de membrane, est dans un premier temps synthétisée sous une forme
immature glycosylée prM, de 26 kDa. Le clivage de la protéine prM en protéine M (environ 8 kDa)
arrive trés tardivement dans le processus de maturation du virus lors du transit dans le réseau trans-

golgien avant la libération des particules virales matures. Le clivage est réalisé par des protéases
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cellulaires, les furines. A la surface des virions immatures, la protéine prM est associée a la protéine E
et il semblerait que méme aprés clivage, le peptide « pr » reste associé a la protéine E. Ce peptide ne
se détacherait que lors de la libération du virus dans le milieu extracellulaire du fait du changement de
pH. Le role du peptide « pr » serait donc de couvrir le peptide de fusion de la protéine E, empéchant
ainsi la fusion prématurée du virus avec les membranes intracellulaires, avant sa libération dans le
milieu extracellulaire [11]. La protéine M mature se compose d’un ectodomaine, c6té N terminal de la
protéine, et de deux domaines transmembranaires qui assurent son ancrage membranaire, coté C
terminal [12]. L’ectodomaine contient une séquence de neuf acides aminés, nommée ApoptoM,

capable d’activer la voie apoptotique dépendante de la mitochondrie [13,14]

La protéine E, ou protéine d’enveloppe, est une glycoprotéine d’environ 53 kDa. Le virus est couvert
de 180 monomeéres de protéine E dont I’arrangement dépend du pH. A pH neutre, les protéines sont
groupées en dimeres alors qu’a pH acide le virus change de conformation et les protéines E sont
groupées en triméres. Cette protéine se compose de trois ectodomaines (EDI, EDII et EDIII) et d’un
domaine transmembranaire. Le domaine EDII contient I’interface permettant la dimérisation. Son
extrémité forme une boucle hydrophobe qui constitue le peptide de fusion. Le domaine EDIII a une
structure de type immunoglobuline et est hautement immunogénique. Il semblerait que ce domaine
porte le site de fixation du virus aux cellules cibles. Les deux domaines EDII et EDIII sont chacun liés
au domaine EDI par des boucles flexibles permettant des rotations entre les différents domaines. Le

changement de conformation déclenché par 1’acidification est lié a ces rotations entre domaines.[15]

1.3.2. Les protéines non structurales
La protéine NS1 est une glycoprotéine de poids moléculaire compris entre 46 kDa et 55 kDa selon le
niveau de glycosylation. Cette protéine existe sous une forme intracellulaire et une forme
extracellulaire [16]. La forme intracellulaire, ancrée en dimére dans la membrane interne du réticulum
endoplasmique (RE), joue un role essentiel lors de la réplication du virus. Cette forme de la NS1 fait
en effet parti du complexe de réplication et certaines mutations de la protéine altérent le processus de
réplication [17]. Néanmoins, son rdle précis reste inconnu. Un des roles envisagés serait un role
d’ancrage du complexe de réplication dans la membrane du RE avec ’aide de la protéine NS4A. La

forme extracellulaire circulante est un hexameére, ou plus exactement un trimére de dimére, en forme
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de tonneau d’environ 10 nm de diamétre. Dans la cavité formée, se trouvent des lipides (triglycérides,
esters de cholestérol, phospholipides) qui stabilisent ’hexamére de NS1 [18]. Cette forme de la
protéine est détectable dans le sang de la personne infectée a des concentrations allant de quelques
nanogrammes a plusieurs microgrammes par millilitre [19-22]. La protéine NSI ainsi que les
anticorps anti-NS1 semblent étre impliqués dans la pathogénése [23-26]. Une étude récente menée in
vivo sur un modeéle murin a montré que la NS1 seule induit une perméabilité vasculaire, symptdme
caractéristique de la dengue, ainsi que la production de TNF-a (Tumor Necrosis Factor alpha) et d’IL-
6 (Interleukine 6) [26]. La production de ces deux cytokines serait le résultat d’une activation du

systéme immunitaire inné par la NS1, via les TLRs (Toll-Like Receptors) [24,25].

La protéine NS2A est une protéine hydrophobe d’environ 22 kDa, contenant plusieurs domaines
transmembranaires. Cette protéine semble jouer un role essentiel dans I’assemblage du virus lors de la
réplication du DENV. Grace a sa capacité a fixer I’ARN viral, au niveau de la région 3’ non traduite,
la protéine NS2A est probablement responsable du transport de I’ARN viral néo-synthétisé, au sein

des vésicules de réplication, vers les sites adjacents d’assemblage du virus.[27]

La protéine NS2B est une petite protéine de 14 kDa contenant un centre hydrophile qui permet
I’interaction avec la partie protéase de la protéine NS3 dont elle est le cofacteur. Cette partie
hydrophile est encadrée par 2 régions hydrophobes, contenant chacune deux hélices a, qui permettent

un ancrage du complexe NS2B-NS3 dans la membrane du RE [28].

La protéine NS3 est une protéine cytoplasmique multifonctionnelle de 70 kDa. Cette protéine contient
diverses activités enzymatiques 1I’impliquant notamment dans la réplication de I’ARN, la synthése et la
maturation des protéines virales. Le tiers de I’extrémité N terminale de la protéine, lorsqu’il est associé
a son cofacteur NS2B, a une fonction de sérine-protéase qui va permettre de cliver en parti la
polyprotéine formée suite a la traduction de I’ARN viral. Le complexe NS2B-NS3 intervient pour le
clivage des jonctions NS2A-NS2B, NS2B-NS3, NS3-NS4A et NS4B-NS5. La protéase intervient
aussi plus tard lors de la maturation des protéines C, NS2A, NS3 et NS4A. La partie C terminale de la
NS3 possede trois autres fonctions enzymatiques nécessaires pour la réplication du génome viral : une
fonction 5 ARN-triphosphatase, une fonction nucléosidetriphosphatase et une fonction hélicase. La

fonction hélicase permettrait de défaire les structures secondaires contenues dans les régions non
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codantes du génome viral permettant ainsi 1’initiation de la synthése des brins d’ARN de polarité
négative (ARN-) par la protéine NS5. Les activités triphosphatases serviraient quant a elles a
déphosphoriler I’extrémité des ARNs de polarité positive néo-synthétisés avant 1’ajout de la coiffe par

la protéine NS5.[29]

Les protéines NS4A et NS4B sont deux petites protéines hydrophobes d’environ 16 kDa et 27 kDa,
respectivement. L’interaction de la protéine NS4A avec la protéine NS1 montre I’implication de cette
protéine dans la réplication de I’ARN [30], probablement indirectement, comme protéine d’ancrage
membranaire du complexe de réplication. Elle semblerait aussi étre un élément important dans
I’altération des membranes intracellulaires qui se produit lors de I’infection. Elle semble notamment
étre impliquée dans la formation des vésicules de réplication [31]. La fonction de la protéine NS4B
dans le cycle de réplication est mal définie. Il semblerait que la NS4B interagisse avec la partie
hélicase de la protéine NS3 et elle pourrait servir a maintenir les brins d’ARN complémentaires

séparés suite a I’action de 1’hélicase [32].

La protéine NS5 est la plus grosse protéine codée par le génome du DENV (103 kDa) et la protéine la
plus conservée parmi les Flavivirus. On retrouve au sein de cette protéine deux domaines fonctionnels
majeurs. Le premier domaine d’environ 33 kDa, cot¢é N-terminal de la protéine, est un domaine S-
adenosylmethioninemethyltransferase qui permet I’addition de la coiffe sur les ARNs viraux néo-
synthétisés. A I’extrémité C-terminale de la protéine, se trouve ’ARN polymérase ARN dépendante
(RdRp) nécessaire a la réplication du génome viral. Cette polymérase n’a pas besoin d’amorces pour
initier la réplication. Entre les deux domaines fonctionnels se trouve une région permettant a la

protéine NS5 d’interagir avec 1I’hélicase de la protéine NS3.[29]

En plus d’étre directement impliquée dans le cycle de réplication du virus, la majorité des protéines
non structurales semble servir a contourner la réponse immunitaire innée de 1’hote, et plus
particuliérement D’interféron de type 1 [33]. Ainsi le complexe NS2B/NS3 semble inhiber la
production de I’interféron de type 1 alors que les protéines NS2A, NS4A, NS4B et NS5 pourraient
intervenir en bloquant certaines étapes dans les voies de réponse a I’interféron de type 1. La NSI1

semble quant a elle intervenir au niveau du systéme du complément.
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Le cycle du virus de la dengue est principalement cytoplasmique. Il se décompose en plusieurs étapes:
I’adsorption et la pénétration du virion dans la cellule, la réplication du génome viral, la synthése et la
maturation des protéines virales, et enfin la formation et la libération de nouvelles particules virales

(figure 4).

Le DENV pénétre dans les cellules cibles (cellules dendritiques, monocytes ou macrophages) par
endocytose apres s’étre fixé sur son récepteur cellulaire. A I’heure actuelle, il n’y a pas de consensus
concernant le ou les récepteur(s) permettant 1’attachement du DENV aux cellules cibles. Plusieurs
molécules ont été identifiées comme des récepteurs possibles du virus sur la membrane de cellules de
mammiferes, notamment des molécules d'adhésion de type aminoglycane telles que [’héparane sulfate,
des récepteurs de type lectines tels que le récepteur CD209 (DC-SIGN) ou les récepteurs du mannose,
le récepteur CD14, les protéines TIM et TAM et de nombreuses autres molécules. La fixation du virus
a la cellule cible pourrait nécessiter plusieurs interactions successives avec plusieurs récepteurs
différents. Le récepteur DC-SIGN et les glycoaminoglycanes seraient les facteurs d’attachement de
premicere ligne. Une seconde ligne de récepteurs de plus haute affinit¢ interviendrait ensuite et
permettrait ’entrée du virus dans la cellule [34]. 11 est possible que le processus d’entrée du virus dans

la cellule cible ne fasse pas intervenir les mémes récepteurs pour tous les sérotypes [35].

Le virus entre dans les cellules cibles par endocytose clathrine-dépendante. Dans le cas d’une infection
secondaire (seconde infection par le virus de la dengue, mais de sérotype différent de celui de la
primo-infection encore appelée infection primaire), un second mécanisme, indépendant du récepteur
viral, viendrait fortement favoriser I’infection des monocytes. Ce phénoméne, appelé ADE pour
« Antibody Dependant Enhancement » ou « phénomene de facilitation immunologique », serait lié¢ a la
présence d’anticorps hétérologues, appelés anticorps facilitant, induits au cours de la primo-infection,
et présents a des taux non neutralisants au moment de I’infection secondaire. Ces anticorps, en formant
des complexes avec le virus, faciliteraient I’entrée du virus dans les monocytes via un mécanisme

d’endocytose dépendant de récepteurs pour le domaine Fc des IgG (FcyRI et FcyRID) [36].

25



Attachement du virus == Entrée du virus parle
44x, @ son récepteur [ phénoméne de facilitation

\‘. {
o @ %% immunologique
___;_-‘m...__—_.ﬂ: T :!il" ::?.m;_
s
Endocytose
clathrine-dépendante Libération du
virus mature

et du peptide

e . 5
7 % Fusion du virus

\\gf’/l avec la membrane
b -
" del'endosome

Ly

Maturation
du virus

Réticulum
\ endoplasmigue

Figure 4 : Schéma du cycle réplicatif du virus de la dengue dans la cellule héte [15]

L’acidification de I’endosome formé lors du processus d’endocytose entralne un réarrangement
structural irréversible de la glycoprotéine E. Cette protéine passe d’une structure homodimérique a une
structure homotrimérique, favorisant alors 1’exposition d’un peptide hydrophobe de la protéine E. Ce
peptide permet d’initier la fusion de I’enveloppe virale avec la membrane de 1’endosome d’origine
cellulaire, entrainant ainsi la libération de la nucléocapside dans le cytosol. Les protéines de capside se
dissocient alors de I’ARN viral. Ce dernier est transporté jusqu’au réticulum endoplasmique granuleux
(REG) ou il va étre traduit en une polyprotéine. Cette polyprotéine, associée en plusieurs points a la
membrane du REG, est ensuite clivée co- et post-traductionnellement par des protéases virales
(complexe NS2B-NS3) et cellulaires pour donner les protéines structurales et non structurales. Les
sites de clivage et la topologie de la polyprotéine dans la membrane du réticulum REG sont
représentés figure 5. Les protéines non structurales produites vont alors servir a la réplication du

génome.
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Figure 5 : Topologie membranaire de la polyprotéine et site de clivage entre les différentes protéines [37]
REG : Réticulum endoplasmique granuleux
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La réplication a lieu au niveau de vésicules de réplication formées par invagination de la membrane du
REG sur laquelle est ancré le complexe de réplication, probablement formé des sept protéines non-
structurales (figure 6). La réplication a lieu selon un mode semi-conservatif, asymétrique. L’ARN viral
engagé dans le complexe de réplication sert d’abord a la synthése du brin complémentaire d’ARN-. Ce
brin de polarité négative permet ensuite la synthése de nouveaux brins d’ARN+ [6]. Pour la synthése
du brin d’ARN-, il semblerait que la protéine NS5 vienne dans un premier temps se fixer au niveau de
la zone 5’ non codante de I’ARN viral. Ensuite, la cyclisation du génome permettrait de mettre en
contact la polymérase RdRp de la NS5 avec I'extrémité 3° de I’ARN viral, entrainant alors le début de

la polymérisation du brin d’ARN- [38].

Cytoplasme

Lumiére du RE

Figure 6 : Représentation schématique du complexe de réplication [39]
RE : Réticulum endoplasmique
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Les brins d’ARN+ synthétisés sont ensuite transportés dans le cytoplasme ou ils vont interagir avec les
protéines de capside. Le complexe ARN/protéine C s’associe a la membrane du REG dans laquelle
sont ancrées les protéines prM et E. La membrane se déforme alors pour envelopper la nucléocapside
néoformée donnant naissance a des virions immatures a I’intérieur du REG. Les virions subissent
ensuite une maturation au cours de leur transport vers la membrane de la cellule infectée dans le
réseau trans-golgien. Le pH acide du réseau trans-golgien va en effet permettre le changement de
conformation de la protéine E. Suite a ce changement de conformation, la jonction pr/M est clivée
grace a une furine présente dans le réseau trans-golgien. Néanmoins le peptide « pr » reste associé a la
protéine E. Arrivé a la membrane cellulaire, le virion est libéré dans I’environnement extracellulaire

par exocytose. Le peptide « pr » se détache alors du virion qui devient infectieux.

2. La transmission virale

Le principal vecteur du DENV est Aedes aegypti, une espéce de moustique anthropophile trés bien
adaptée a I’environnement urbain. Il constitue un trés bon vecteur du fait de ses préférences de vie :
préférence pour des gites larvaires dans des conteneurs d’eau propre et artificielle de type jarres,
barriques, citernes, vases, pots, etc., que 1’on trouve dans les maisons ou aux alentours proches ;
préférence trophique sur I’homme ; et préférence a se reposer a I’intéricur des maisons plutdt qu’a
I’extérieur. De plus, les femelles Ae. aegypti étant tres craintives, il est fréquent qu’elles interrompent
leur repas sanguin si I’hote sur lequel elles se nourrissent bouge Iégeérement. Elles reviennent ensuite
un peu plus tard finir leur repas, sur le méme hote ou un hote différent. Elles se nourrissent donc
souvent sur plusieurs personnes au cours d’un méme repas sanguin et peuvent ainsi, si elles sont
infectées par le DENV, infecter plusieurs personnes trés rapidement [1]. Initialement originaire
d’ Afrique, cette espece de moustique a aujourd’hui colonisé tous les territoires des zones tropicales et
intertropicales, entre les isothermes 10°C de janvier dans I’hémisphére nord et 10°C de juillet dans
I’hémisphére sud (figure 7A).

Aedes albopictus est un vecteur secondaire du virus. Ce moustique, forestier a 1’origine, s’est adapté a
I’environnement humain sans pour autant acquérir le méme degré de domestication qu’Ae. aegypti.

Cet insecte peut choisir comme gites larvaires aussi bien des conteneurs naturels tels que des trous
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d’arbres, des aisselles de plantes, des branches de bambous etc. que des récipients artificiels comme
Ae. aegypti. Bien qu’il ait une préférence pour I’homme, Ae. albopictus peut aussi se nourrir sur des
animaux. Cette diversité d’habitat et d’hote nourricier explique la présence de ce vecteur en milieu
rural, péri-urbain et urbain. Les préférences d’de. albopictus ne suffisent néanmoins pas a expliquer
pourquoi ce moustique n’est qu’un vecteur secondaire. Aux différences comportementales entre Ae.
aegypti et Ae. albopictus, s’ajoute aussi une différence de compétence entre ces deux especes pour le
DENV. Si les cellules mésentériques d’Ae. albopictus sont plus sensibles a I’infection par le DENV
que celles d’Ade. aegypti, le virus diffuse ensuite moins bien vers les glandes salivaires chez Ae.
albopictus que chez Ae. aegypti. Ae. albopictus est donc moins efficace a disséminer le virus et moins
susceptible de déclencher des épidémies [40,41]. Certaines souches d’A4e. albopictus ont la capacité de
rentrer en diapause hivernale, expliquant la présence de ce moustique jusqu’a I’isotherme -5°C, soit

une distribution beaucoup plus au nord que celle d’Ae. aegypti (figure 7B) [42].

e
-,

(B)

Figure 7 : Distribution géographique d’Aedes aegypti (A) et d’Aedes albopictus (B) [43]

L’espéce Ae. polynesiensis ainsi que d’autres espéces du groupe des Ae. scutellaris sont aussi des
vecteurs du virus [42]. Ces différentes espeéces sont néanmoins des vecteurs mineurs de la maladie du

fait de leur répartition géographique trés restreinte.
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I existe deux cycles majeurs de transmission des virus de la dengue (figure 8). Le premier, le cycle
ancestral selvatique, fait intervenir le moustique et les primates non humains vivant dans la canopée
des foréts humides, en Afrique et en Asie. Le second, le cycle urbain, fait intervenir le moustique et

I’homme. Les 2 cycles sont aujourd’hui complétement indépendants.

Ae, aegypti
Ae. albopictus

i Transmission
Cycle verticale ?
selvatique i
974
n" | iL"\ .\‘\\\__h
Y Cycle
urbain
Transmission
ver‘tlcale ?

Ae. furcifer
Ae. luteochephalus

Figure 8 : Schématisation des différents cycles des virus de la dengue (d’aprés Weaver et Vasilakis [44])

1l existe un 3°™ cycle, devenu aujourd’hui mineur, le cycle rural, qui entrainerait le passage du virus
d’un singe du cycle selvatique a un homme (figure 8). Le virus engendre alors une épidémie qui prend
fin lorsque la majorité de la population présente dans la zone de circulation du virus a été infectée.
Néanmoins, ¢’est au cours d’un tel cycle que le virus peut s’installer dans un cycle urbain. L existence
du 3°™ cycle a récemment été illustrée lors d’une épidémie a Bornéo au cours de laquelle un nouveau
sérotype de la dengue a été identifié. A 1’heure actuelle, il semblerait que le nouveau sérotype n’ait pas

réussi a se maintenir dans un cycle humain mais il semble continuer a circuler dans les populations de

primates de Bornéo [2].

Lors de la piqdre, le virus est inoculé dans I’espace sous-cutané ou intradermique de 1’hdte vertébré
par injection de salive par une femelle moustique Aedes infectée, au cours de son repas sanguin.
L’incubation chez I’homme, ou cycle d’amplification intrinséque, débute apres la piqire du moustique

infectant et dure de 3 a 14 jours (en moyenne 4 a 7 jours). A I’issue de cette incubation, I’homme
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développe une phase de virémie qui précede les premiers signes cliniques de un a deux jours et qui
peut durer jusqu’a une dizaine de jours aprés 1’apparition de la fiévre. Au cours de cette période ou le
virus circule dans le sang périphérique, I’homme est infecticux pour un moustique vecteur compétent
qui viendrait prendre son repas sanguin [1].

Aprés ingestion du virus par le moustique, les particules virales arrivent au niveau de I’estomac puis
infectent les cellules mésentériques de I’insecte. Le virus va ensuite pouvoir se multiplier et diffuser
dans tous les organes du moustique, notamment au niveau des glandes salivaires. La période comprise
entre I’ingestion du virus et son apparition dans les glandes salivaires du vecteur est appelée cycle
d’amplification extrinséque. Elle dure ente § et 15 jours. Cette durée varie en fonction des conditions
climatiques (température, pluviométrie, hygrométrie) [45]. Lorsque cette réplication virale s’est
opérée, la femelle moustique devient a son tour infectante et le restera tout au long de son existence.
Au cours de I’amplification extrinséque a lieu le cycle gonotrophique du moustique. En effet, le repas
sanguin permet a la femelle d’assimiler les protéines nécessaires au développement de ses ceufs. La
femelle moustique passe d’un stade gorgé, a un stade semi-gravide puis gravide. Cette étape dure trois
a quatre jours a I’issue desquels elle va étre capable de pondre ses ceufs. Bien que le mécanisme ne soit
pas compléetement ¢lucidé, le moustique femelle pourrait transmette le virus de la dengue a sa

descendance par transmission verticale [46,47].

3. Les pathologies associées au virus de la dengue

L’infection par le virus de la dengue peut se traduire de maniéres treés variées, allant de formes

asymptomatiques ou pauci-symptomatiques a des formes graves potentiellement mortelles.

3.1.1. Les formes asymptomatiques et pauci-symptomatiques
L’infection par le DENV n’entraine pas forcément des symptomes importants. Il existe des formes a-
et pauci-symptomatiques de I’infection mais la proportion de telles formes reste encore aujourd’hui
mal connue. L’importance des formes asymptomatiques est difficile a estimer et varie beaucoup selon
les différentes études réalisées. On rapporte généralement dans la littérature 42% a 93% d’infections

asymptomatiques [48]. Beaucoup de ces infections asymptomatiques seraient en fait des formes pauci-
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symptomatiques dans lesquelles les symptomes seraient mineurs et ne justifieraient ni de consultation

médicale ni d’interruption des activités quotidiennes (travail, scolarisation, etc.).

3.1.2. Les formes non compliquées
La dengue classique est de courte durée (2 a 7 jours). Elle est caractérisée par un syndrome pseudo-
grippal de début brutal associant principalement une forte fievre (> 38,5°C), des céphalées, des
myalgies, des arthralgies et des douleurs rétro-orbitaires. Aprés les deux a quatre premiers jours de
maladie, une éruption maculo-papuleuse généralisée, un érythéme, ou encore un purpura peuvent
apparaitre. Des saignements mineurs ainsi que des symptomes gastro-intestinaux (nausées,
vomissements) peuvent aussi étre observés. D’un point de vue biologique, une dengue non compliquée
s'accompagne habituellement d'une leucopénie, d'une neutropénie, d'une thrombopénie modérée, et
d'une élévation discréte des transaminases sériques. L'hématocrite et le taux d’hémoglobine sont

généralement normaux.

3.1.3. Les formes sévéres
La forme sévére de la maladie la plus couramment observée est la forme dite hémorragique. Les
formes hémorragiques de la maladie débutent comme une dengue classique puis, apres deux a sept
jours et une fois le retour a la normale de la température, ’infection se complique. La principale
anomalie observée est une augmentation de la perméabilité vasculaire qui méne a des hémorragies ou
a des accumulations liquidiennes (épanchement pleural, épanchement péricardique, ascite, etc.), a une
hémoconcentration, une hypoprotéinémie et une diminution de la pression artérielle. Dans les cas les
plus graves, une diminution de plus 20% du volume plasmatique peut étre observée. Sans prise en
charge adéquate, un choc hypovolémique peut survenir et entrainer la mort du patient dans les 24-48
heures apres le début de la phase critique. Les signes d’alerte de la dengue hémorragique sont : une
sensation de malaise, des douleurs abdominales, des vomissements persistants, une géne respiratoire et
des manifestations hémorragiques (saignements du nez ou des gencives, méléna, hématémese). Lors
de la survenue d’un choc, des signes de défaillance circulatoire s'associent aux signes de la forme
hémorragique : hypothermie, peau moite, cyanose, somnolence ou agitation, pouls rapide et faible,

pincement de la tension différentielle.

32



Les mécanismes a 1’origine de I’augmentation de la perméabilité vasculaire ne sont a I’heure actuelle
toujours pas complétement élucidés. La compréhension de la pathogénie est entravée par 1’absence
d’un modé¢le animal satisfaisant qui reproduirait la fuite plasmatique observée au cours d’une infection
humaine par le DENV. Bien qu’il soit possible d’infecter in vifro des cellules endothéliales par le
DENV, il n’existe aucune preuve que le virus puisse infecter ces cellules in vivo. Des études
histopathologiques sur des biopsies post-mortem n’ont montré que des changements mineurs non-
spécifiques du systéme microvasculaire [49,50]. Cette absence d’altération vasculaire spécifique de
I’endothélium et le fait que le virus soit majoritairement retrouvé dans les cellules du systéme réticulo-
endothélial suggerent que I’augmentation de la perméabilité vasculaire est induite par un ou plusieurs
médiateurs solubles de nature immune, d’ou son caractére réversible. Plusieurs mécanismes
d’altération de la perméabilité de la barriere endothéliale ont été proposés. Les deux principaux
suggerent pour I’un un disfonctionnement des jonctions entre cellules endothéliales et pour 1’autre une
modification du glycocalyx endothélial. La sécrétion importante de MCP-1 (monocytic
chemoattractant protein-1) par les monocytes et les lymphocytes infectés par le virus perturberait les
jonctions serrées entre les cellules endothéliales en changeant la distribution de la protéine ZO-1
(zonula occludens-1) [51]. La sécrétion de MMP-9 (matrix metallopeptidase-9) par les cellules
dendritiques infectées entrainerait, quant a elle, une redistribution des molécules d’adhésion PECAM-
1 (platelet endothelial cell adhesion molecule-1) et VE-cadherin (vascular endothelim-cadherin) a la
membrane basale des cellules endothéliales ainsi qu’une redistribution des fibres d’actine dans ces
cellules, ce qui engendrerait une augmentation de la perméabilité vasculaire [52]. La sécrétion d’IL-8
pourrait aussi intervenir dans la désorganisation des structures qui modulent la perméabilité vasculaire.
En effet, il a été décrit, in vitro, que la libération d’IL-8 lors d’une infection par le DENV-2
contribuerait a un réarrangement du cytosquelette et des jonctions serrées des cellules endothéliales
microvasculaires humaines du derme (HMEC-1), augmentant la perméabilité [53]. Le glycocalyx
endothélial pourrait aussi jouer un role important dans la fuite capillaire. Cette matrice anionique,
située a la surface apicale des cellules endothéliales et constituée de protéoglycanes, repousse les
protéines de méme charge et contribue ainsi a filtrer leur passage a travers 1’endothélium. La liaison
préférentielle de la protéine NS1 a I’héparane sulfate ou a la chondroitine sulfate E, composants

majeurs du glycocalyx de I’endothélium des micro-vaisseaux, suivie d’une réponse anticorps anti-NS1
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est un mécanisme original pouvant expliquer la fuite capillaire sélective au cours de la dengue sévere
[54,55].

Si la forme hémorragique de la dengue est la forme sévére la plus couramment observée, d’autres
formes plus atypiques et plus rares peuvent également survenir : encéphalopathie ou encéphalite,
hépatite aigué avec ou sans insuffisance hépatocellulaire, rhabdomyolyse, cholécystite et/ou
pancréatite et, chez I’enfant, hépatomégalie, myocardite, insuffisance rénale aigué, insuffisance

respiratoire aigué, atteinte oculaire [56—58].

3.2.1. Les facteurs liés a I'héte

e Statut immunitaire
Si les formes graves peuvent survenir au cours d’une infection primaire, de nombreuses études
épidémiologiques ont montré un risque accru en cas d’infection secondaire. Cette association,
juxtaposée a I’observation de formes séveres lors d’infections primaires chez des enfants entre six
mois et un an, ont attiré 1’attention sur la possibilité d’un effet délétére de la présence d’anticorps
hétérotypiques a des taux non neutralisants au moment d’une infection (anticorps induits lors de
I’infection primaire pour les cas d’infection secondaire ou présence d’anticorps d’origine maternelle
chez les enfants de moins d’un an). La théorie de la « facilitation immunologique » ou de I’ADE a été
proposée pour expliquer ces observations (figure 9). Les anticorps hétérotypiques, présents a une
concentration insuffisante pour neutraliser systématiquement les virus circulant dans le sang, se fixent
sur le virus d’un nouveau sérotype. Le complexe formé interagit alors avec un monocyte par le biais
d’un récepteur Fcy et le virus est internalisé dans le monocyte ou il pourra ensuite se répliquer. Ce
phénoméne favoriserait I’infection d’un plus grand nombre de cellules, entrainant donc une
augmentation de la virémie et une dissémination accrue du virus vers différents organes cibles (foie,

rate, ganglions lymphatiques).
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Figure 9 : Modéle de la facilitation immunologique [S9]

En 2003, la théorie du « péché antigénique originel » a vu le jour et a tenté d’expliquer comment la
réponse immunitaire cellulaire pourrait aussi participer a la sévérité des infections secondaires [60].
Selon cette théorie, lors d’une infection secondaire, les lymphocytes T mémoires spécifiques du
sérotype rencontré précédemment, lors de 1’infection primaire, seraient réactivés. L’activation de ces
lymphocytes T de faible affinité pour le nouveau sérotype empécherait le développement d’une
réponse immunitaire cellulaire spécifique contre le nouveau sérotype et empécherait donc une
¢élimination efficace du virus du fait d’une production insuffisante d’IFNy (interféron gamma) et de

TNF.

e Susceptibilité génétique

L’existence de polymorphismes génétiques chez I’hdte pourrait aussi expliquer la susceptibilité de
certaines personnes a développer des formes hémorragiques de la maladie.

Une premicre preuve indirecte de la susceptibilité génétique a été observée lors de plusieurs épidémies
hémorragiques a Cuba, entre 1981 et 2001. Il a été montré qu’au cours de ces épidémies les personnes
ayant des racines africaines avaient moins de risque de développer une forme hémorragique de la
maladie que les personnes d’origine caucasienne [61].

Plusieurs facteurs génétiques et immunogénétiques ont déja été identifiés. Le phénotype HLA (Human

Leucocyte Antigen) a été beaucoup étudié et semble avoir une importance, certains polymorphismes
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du géne HLA étant associés a une protection alors qu’au contraire d’autres sont associés a une
augmentation du risque de développer une dengue sévére. Certaines associations trouvées sont
spécifiques a un ou deux sérotypes alors que d’autres semblent se vérifier pour tous les sérotypes [62].
En dehors des études concernant le polymorphisme du géne HLA, plusieurs études cas-témoins de
taille importante se sont intéressées a des SNPs (single nucleotide polymorphism) dans les génes de
plusieurs protéines pouvant avoir un impact sur la pathogeneése des formes hémorragiques de la
dengue. Ainsi, des polymorphismes des génes codant les protéines TNF-a, FcyRII, CTLA-4, TGF-p1,
HPA, DC-SIGN, TAP, MBL2, JAK-1, OAS et triptase alpha seraient associés a un risque accru
d’évolution vers une forme grave de la maladie [63—65]. Le groupe sanguin AB a aussi été décrit
comme étant un facteur de sévérité lors d’infections secondaires [66]. Au contraire, certains
polymorphismes du géne du récepteur de la vitamine D seraient associ€s a une protection contre la

dengue hémorragique [63].

e Age et santé de I'hbte
11 semblerait que 1’age soit aussi un facteur important dans le risque d'évolution de la maladie vers une
forme hémorragique. Les enfants de moins de 15 ans seraient plus exposés a une forme hémorragique
que les adultes dans certaines régions endémiques. Cette différence pourrait étre liée au fait que
I'endothélium vasculaire est intrinséquement plus perméable chez les enfants que chez les adultes. Les
maladies chroniques telles que I’asthme bronchique, le diabéte ou 1’anémie falciforme pourraient aussi

étre des facteurs de risque [29].

3.2.2. Les facteurs viraux

Bien que les cas de dengue hémorragique surviennent plus fréquemment lors d’une infection
secondaire que lors d'une primo-infection pour les raisons expliquées précédemment, la dengue
hémorragique peut aussi survenir lors d'une primo-infection. Ceci suggere que les différences entre
souches virales pourraient aussi contribuer au développement des formes hémorragiques de la
maladie.

La preuve la plus éclatante de I’impact des différentes souches virales sur 1’évolution clinique de la
maladie a été apportée lors de 1’épidémie de dengue a Cuba, en 1981, la premiére a rapporter des

formes hémorragiques dans les Amériques. Ces épidémies de dengue hémorragique ont été attribuées
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a une souche DENV-2 appartenant au génotype « Sud-Est asiatique », alors que le génotype original
« Américain » présent auparavant n'était associé qu’a des formes non-hémorragiques de la maladie
[67]. L’émergence de la souche DENV-3, sous-type III, groupe B, au Sri Lanka en 1989 est un autre
exemple démontrant les variations de virulence entre les souches du virus. Avant 1989, le Sri Lanka ne
recensait que trés peu de cas de formes hémorragiques de la maladie alors que le pays était
complétement endémique. A partir de 1989, la situation épidémiologique a évolué¢ avec I’apparition
d’épidémies de dengue hémorragique, sans changement apparent dans 1’intensité de transmission du
virus et ni dans I’abondance relative de chaque sérotype. Le séquengage de la souche de DENV-3 a
permis d’attribuer 1I’émergence des formes hémorragiques a un changement de clade du DENV-3
circulant au Sri Lanka [68,69].

Des différences structurales entre différentes souches de DENV-2 associées a des formes classiques de
la dengue et des souches ayant le potentiel de causer des formes hémorragiques, ont été décrites par
Leitmeyer et al. [70]. L’analyse de 11 génomes complets a permis de mettre en évidence des
mutations structurales entrainant le remplacement d’un acide aminé par un autre ayant des propriétés
de charge ou de polarité différentes, dans les génes des protéines prM, E, NS4b et NS5 ainsi que des
mutations responsables de changements de structures secondaires dans les régions 3’ et 5’ non
codantes entre souches virulentes et souches moins virulentes.

Il a aussi été montré qu’il était possible de différencier phénotypiquement et génétiquement des
souches de DENV isolées a partir de prélevements de patients présentant différents degrés de sévérité
de la maladie. En culture cellulaire, des souches isolées a partir de patients ayant fait un choc, ont
montré une capacit¢ moindre a se répliquer dans des cellules VERO par rapport a des souches
provenant de patients avec des formes non hémorragiques de la maladie. Ces mémes souches,
inoculées a des cellules de moustiques C6/36, ont entrainé des taux d’apoptose plus importants que les
souches de patients présentant des formes moins graves, sans qu’il y ait de différence de réplication.
L’analyse génétique des différentes souches a montré des différences responsables de substitutions
dans la séquence d’acide aminé des protéines E, NS1, NS5 et NS2A [71]. In vivo, avec des souris
BALB/c, il a été démontré qu’une souche DENV-1 isolée chez un patient en état de choc persistait
plus longtemps et avait un tropisme pour le systéme nerveux que n’avaient pas des souches isolées de

cas humains moins séveres [72].
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La premiere classification de I’OMS date de 1997. Cette classification distingue deux types de dengue
symptomatiques : la dengue classique bénigne (dengue fever ou DF) et la dengue hémorragique avec
ou sans syndrome de choc (dengue hemorrhagic fever ou DHF et dengue shock syndrome ou DSS)
(figure 10A). Un cas de dengue hémorragique est défini par I’association des quatre symptomes
suivants : (i) fievre, ou antécédent de fievre ayant duré 2 a 7 jours ; (ii) manifestations hémorragiques
mises en évidence par un test du tourniquet positif ou un saignement spontané ; (iii) taux de plaquettes
inférieur a 100 x 10°/L; (iv) fuite plasmatique mise en évidence par une hémoconcentration
(hématocrite augmenté de 20% par rapport a la valeur normale pour 1’age, le sexe et la population, ou
hématocrite diminué d’au moins 20% apres remplissage vasculaire), par la présence d’épanchements
séreux ou par une hypoprotidémie. Les cas de dengue hémorragiques sont classés selon quatre degrés
de gravité (I, 11, III et IV) selon les symptomes observés (tableau 1). Les degrés III et IV définissent la
dengue avec syndrome de choc.

Tableau 1 : Définition des degrés de sévérité des formes hémorragiques de la dengue selon la classification
de ’OMS de 1997 [73]

Degré de sévérité Tableau clinique

Fiévre accompagnée de symptomes généraux non spécifiques ; la seule manifestation

Degre 1 hémorragique est un test du tourniquet positif et/ou une fragilité cutanée aux
traumatismes
Degré 11 Manifestations du degré I avec en plus des saignements spontanés, généralement sous

forme d’hémorragies cutanées

Degré 111 Défaillance circulatoire attestée par un pouls rapide et faible, un pincement de la tension
différentielle ou une hypotension, une peau froide et moite et de 1’agitation

Degré IV Choc profond avec tension artérielle et pouls imperceptibles

De nombreux cliniciens se plaignaient que cette classification était trop complexe, que de nombreux
cas séveres ne remplissaient pas les quatre criteres de dengue hémorragique et que les formes
atypiques de I’infection n’étaient pas prises en compte. La classification de 1997 ne correspondant
donc pas a la réalité de la situation vue par les cliniciens dans leur exercice quotidien, et suite a une
étude multi-centrique, ’OMS a proposé une révision de la classification des cas de dengue en 2009
(figure 10B). La nouvelle classification comporte deux catégories : dengue normale et dengue sévere,

la premicre catégorie étant subdivisée en deux sous-catégories : dengue sans signes d’alerte et dengue
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avec signes d’alerte. Les signes d’alertes sont: douleur ou sensibilit¢ abdominale, vomissements
persistants, accumulation de fluides, saignement des muqueuses, 1éthargie ou agitation, augmentation
du volume du foie (> 2 cm) et augmentation de I’hématocrite concomitante a une baisse rapide des
plaquettes. Les cas de dengue séveére sont les patients présentant une fuite plasmatique sévere (patients
avec syndrome de choc ou détresse respiratoire liée a I’accumulation de fluides dans les poumons), des

saignements importants ou une atteinte organique sévere (foie, systéme nerveux central, coeur, etc).

A Infection par le virus de la dengue
I
I I
Asymptomatique Symptomatique
I
I I
Fiévre dengue Dengue
DF hémorragique
I I
I I I I
Sans signe Signes hémorragiques Classe I et 11 Classe Il et IV
hémorragique mineurs Absence de choc Syndrome de choc
DHF DSS
B Infection par le virus de la dengue
I
I I
Asymptomatique Symptomatique
I
I I
Dengue Dengue sévére
I |
I I I I I
Sans signe Avec signes Fuite plasmatique ~ Hémorragie  Atteinte organique
d’alerte d’alerte sévére sévére sévere

Figure 10 : Différentes formes cliniques de la dengue, (A) selon la classification OMS de 1997 et (B) selon
la classification OMS de 2009

4. L’épidémiologie de la dengue

Il n’existe pas de consensus datant la premiere émergence de la dengue dans la population humaine.
Cette difficulté a retracer I’histoire de la dengue est principalement liée au fait que les symptdmes de
la maladie ne sont pas spécifiques.

Les plus anciennes descriptions cliniques compatibles avec un diagnostic de dengue ont été retrouvées
dans des encyclopédies médicales chinoises datant des dynasties Chin (265-420), Tang (610) et Song

(992). Ces rapports parlent d’'une maladie qui serait associée a la présence d’insectes volants vivant a
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proximité de plans d’eau. Les symptomes décrits sont : fievre, €ruption cutanée, arthralgie, myalgie et
hémorragies [1]. Les descriptions suivantes compatibles a posteriori avec la dengue datent de 1635 et
1699 et décrivent deux épidémies d’une maladie fébrile a convalescence longue dans les Caraibes et
au Panama. Un siecle plus tard, entre 1779 et 1788, des épidémies d’une maladie ressemblant a la
dengue sont décrites a Jakarta, au Caire, a Philadelphie et en Espagne, suggérant alors que la dengue
est devenue pandémique [74].

Ce n’est qu’au début du XX™ siécle que origine virale de la dengue est démontrée. L’agent de la
dengue est alors qualifié d’ « agent filtrant » [75]. A la méme période, Bancroft démontre que la
transmission de la maladie a I’homme implique les moustiques du genre Aedes. Le rdle d’Ae. aegypti
et d’Ae. albopictus dans la transmission de la dengue est confirmé respectivement en 1926 et en 1931
[42]. 11 faut ensuite attendre 1943, pendant la seconde guerre mondiale, pour que la premiére souche
DENV-1 soit isolée par des scientifiques japonais [76]. Peu aprés, une autre de souche DENV-1 et une
souche DENV-2 sont isolées par Sabin a partir d’échantillons cliniques provenant de soldats
américains revenant d’Inde, d’Hawai et de Nouvelle Guinée [77].

La seconde moitié¢ du XX™ siécle est marquée par I’émergence d’une nouvelle forme de la maladie:
la dengue hémorragique. Bien que connues depuis les premieres ¢pidémies, les formes hémorragiques
étaient néanmoins relativement rares. La premicre épidémie de dengue hémorragique a eu lieu a
Manille entre 1953 et 1954. C’est d’ailleurs durant cette période que sont identifiés les sérotypes 3 et 4
du virus. En 1958, une 2°™ épidémie de dengue hémorragique, de plus grande ampleur, a lieu en
Thailande. Les formes hémorragiques s’observent ensuite dans toute 1’Asie du Sud-Est, puis dans le

Pacifique, avant de toucher le contient américain dans les années 80 [42].

La dengue sévit aujourd’hui dans environ 140 pays tropicaux ou subtropicaux (figure 11). Elle
représente une des infections les plus importantes en termes de mortalit¢ et de morbidité chez
I’homme. Trois milliards et demi de personnes vivent dans une région a risque [4]. En 2009, ’OMS
estimait que plus de 50 millions d’individus étaient touchés annuellement par la maladie entrainant
environ 500 000 hospitalisations, principalement chez les enfants, suite a une forme grave de la

maladie [3]. Néanmoins en raison des faiblesses des systémes nationaux de surveillance, d’un faible
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niveau de notification des cas, d’un relativement faible taux de mortalité, de difficultés de diagnostic,
la vraie incidence et I’impact de la dengue sont trés probablement sous-estimés. Une étude plus
récente estime a 96 millions le nombre des infections symptomatiques et a 294 millions celui des

infections asymptomatiques [4].

Présence de la dengue

[l Elevée
[ Intermédiaire
[JFaible

Isotherme 10°C juillet

Figure 11 : Répartition mondiale de la dengue (d’aprés Guzman et Harris [78])
L’Asie du Sud-Est est la région du monde la plus touchée par la dengue avec prés de 70% de la
population a risque vivant dans cette zone. Cette région est dite d’hyper-endémie avec une fréquence
d’épidémie ¢levée et une circulation concomitante de plusieurs sérotypes. C’est aussi dans cette zone
que I’on observe le plus de formes graves de la maladie. Le continent Américain, aprés 10 ans
d’interruption de transmission du virus dans les années 60 et le début des années 70 suite a des
mesures drastiques d’éradication des moustiques, est de nouveau trés touché par la maladie. La dengue
est devenue hyper-endémique dans la majorité des pays de la zone PAHO (Pan American Health
Organisation) de I’OMS. Des ¢épidémies d’ampleur ont en effet lieu tous les trois a cinq ans. L’ Afrique
est également affectée par la dengue mais il est encore difficile a I’heure actuelle d’estimer I’impact de
I’infection en raison de la mauvaise connaissance de la maladie par les professionnels de santé, de
I’importante circulation d’autres maladies fébriles (et plus particuliecrement du paludisme), et de
I'absence de disponibilité de tests de diagnostic et de surveillance systématique [79]. Les dernicres
estimations concernant la distribution mondiale de la dengue réalisées par Bhatt et collaborateurs
indique que le continent africain serait aussi touché que le continent américain [4]. La région ouest du

Pacifique est aussi fréquemment affectée par des épidémies de dengue.
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Sans prise en charge thérapeutique des formes sévéres, le taux de mortalité peut dépasser 20% alors
qu’il est réduit a moins de 1% lorsqu’un traitement adapté peut étre administré dans un service de
soins intensifs.

Cette arbovirose est considérée comme ré-émergente du fait de 1'augmentation rapide et importante du
nombre d'épidémies et de cas au cours des 50 derniéres années et de son expansion géographique

(figure 12).
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Figure 12 : Nombre annuel moyen de cas de dengue classique et de dengue hémorragique rapportés a
I’OMS et nombre de pays déclarant les cas, entre 1955 et 2007 [3]

Quatre facteurs majeurs contribuent a expliquer la propagation de la maladie et I’augmentation de
I’incidence : la mondialisation, les changements de mode de vie, I’urbanisation mal contrdlée et le
manque de controle vectoriel [80]. Bien qu’A4e. albopictus soit un moins bon vecteur qu’Ae. aegypti, il
contribue aussi a 1’expansion de la maladie vers des zones plus tempérées non colonisables par Ae.
aegypti. Plusieurs épidémies dans des zones ou le virus de la dengue ne circulait pas ou plus,
attribuées a Ae. albopictus, ont en effet été rapportées au cours de la derniere décennie (Ile Maurice,
2000 ; Ningbo, Chine, 2004 ; Madagascar, 2006 ; Gabon, 2007 ; Japon, 2014) [81-85]. Depuis 2010,
des cas autochtones isolés sont réguliérement détectés pendant la période estivale dans le sud de
I’Europe continentale ou Ae. Albopictus est maintenant bien implanté (France, Croatie). Cela confirme

la possibilité de voir survenir un jour une épidémie dans cette région du monde [86—89].
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Au Cambodge, comme dans la majorité des pays de I’Asie du Sud-Est, la dengue est endémique et
affecte majoritairement les enfants. Des cas surviennent tout au long de I’année avec une
augmentation importante lors de la saison des pluies, entre mai et novembre (figure 13). Entre 2001 et
2010, les sérotypes majoritaires du virus étaient les sérotypes 2 et 3, avec en 2007 une épidémie
d’ampleur liée au sérotype 3. A partir de 2011, la situation a changé et le sérotype 1 est devenu

prédominant entrainant une épidémie importante en 2012.
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Figure 13 : Nombre de cas de dengue enregistrés dans le cadre du programme de surveillance de la
dengue au Cambodge (données du Centre National de Malariologie)

En 1980, un programme national de surveillance de la dengue, le NDCP (National Dengue Control
Program), fonctionnant par déclaration passive des cas suspects par les centres de santé et les hopitaux
publics a été mis en place. En 2000 le programme a bénéficié¢ d’une amélioration avec la mise en place
d’un systeme de surveillance virologique dans cing hopitaux et en 2001, le programme s’est
profondément restructuré avec la création d’un réseau sentinelle. Ce réseau est constitué¢ de trois
hépitaux publics et trois hopitaux privés a but non lucratif, dans quatre provinces du pays. Les cas
rapportés par le réseau sentinelle sont les enfants de moins de 16 ans. Depuis 2001, les données de
surveillance sont donc obtenues a la fois de fagon passive et de fagon active [90]. L’Institut Pasteur du
Cambodge (IPC) est le centre national de référence du programme de surveillance. Entre 2001 et
2012, le NDCP a rapporté des incidences annuelles entre 0,7 et 3 pour 1000 habitants, soit environ
9000 a 40 000 cas par an. Depuis 2008 et la mise en place d’un nouveau protocole de prise en charge
des patients, le taux de mortalité n’a plus dépassé 1% (données du NDCP non publiées). Les enfants

de moins de un an et entre quatre et six ans sont les plus touchés [90]. La comparaison entre les
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données du NDCP et une étude de surveillance active a néanmoins montré que le systéme de
surveillance mis en place ne refléte pas la réalité avec des incidences sous-estimées d’un facteur 4 a 30
selon les années [91]. Les différences entre les taux d’incidence sont notamment liées au fait que le
systéme de surveillance ne fonctionne qu’avec des hopitaux. Une grande majorité des cas non graves
qui ne sont pas de pris en compte par le systéme public de santé ne sont donc pas inclus dans la

surveillance.

Deux études prospectives de trois ans sur 1’étiologie des maladies fébriles aigués dans des zones
rurales et périurbaines du Cambodge ont permis d’incriminer les virus de la dengue dans 8,9% et 6,3%
des cas [92,93]. Une autre étude a montré que les zones rurales du Cambodge sont aussi affectées que

les zones urbaines [94].

5. Le diagnostic biologique de la dengue

11 est primordial de pouvoir diagnostiquer la dengue de fagon efficace et sure, non seulement pour une
bonne prise en charge des patients mais aussi pour les activités de surveillance, le controle des
épidémies, la recherche, les essais cliniques ou encore le développement de vaccins. Il existe de
nombreuses méthodes de diagnostic qui présentent chacune des avantages et des inconvénients,

résumés dans la figure 14.

Diagnostic direct Diagnostic indirect

. % gz T X Yy

Isolement Détection Détection Sérologie Sérologie
du virus du génome de 1la NS1 IgM IgG
Accessibilité

Figure 14 : Comparaison des avantages et inconvénients des différentes méthodes de diagnostic de la
dengue (d’apreés Peeling et al [95])
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L’isolement viral est la technique de diagnostic direct la plus ancienne. Aujourd’hui, la technique
d’isolement la plus utilisée, car la plus facile a mettre en ceuvre, est I’isolement sur culture cellulaire.
L’isolement peut étre réalisé a partir d’un sérum ou d’un plasma mais aussi a partir de leucocytes ou
de broyats de tissus provenant de biopsies. Les lignées cellulaires les plus couramment utilisées sont
les lignées de moustiques C6/36, issues d’Ae. albopictus et AP61, issues d’Ae. pseudoscutellaris. 11 est
aussi possible d’utiliser des lignées de cellules de mammifeéres telles les cellules Vero, BHK21 ou
LLC-MK2 [96]. Apres une incubation d’une a deux semaines, la présence de particules virales est
révélée par une technique d’immunofluorescence a 1’aide d’anticorps monoclonaux anti-dengue
spécifiques de chacun des quatre sérotypes. Les isolements peuvent aussi €tre réalisés apres
inoculation par voie intracraniale a des souriceaux nouveau-nés ou par voie intrathoracique a des
moustiques. La présence du virus est ensuite détectée par marquage des cerveaux de souriceaux ou des
tétes de moustiques broyés avec des anticorps anti-DENV ou par biologie moléculaire.

Si I’isolement viral est la technique de référence pour le diagnostic de la maladie, son utilisation reste
limitée pour plusieurs raisons pratiques. Tout d’abord, étant donnée la courte période de virémie, cette
technique n’est utilisable que pour des échantillons collectés trés précocement apres 1’apparition des
premiers symptomes. De plus, le DENV étant thermosensible, il est nécessaire de conserver les
échantillons au froid immédiatement apres leur collecte. Enfin, le DENV étant un agent biologique de
classe 2 ou 3, il est nécessaire lors de sa mise en culture de disposer d’un laboratoire de sécurité
biologique de niveau 2 voire 3 selon la réglementation du pays. L’isolement viral ne peut donc étre

réalisé que dans des laboratoires spécialisés.

Avec I’essor de la biologie moléculaire, la détection par RT-PCR (Reverse Transcriptase - Polymerase
Chain Reaction) du génome du DENV est devenue une méthode de choix pour poser rapidement un
diagnostic précoce d’infection. Cette technique tend désormais a supplanter la détection par culture
cellulaire. A partir du schéma classique en quatre étapes (extraction et purification de I’ARN,
transcription inverse, amplification de I’ADN complémentaire, détection et caractérisation des
produits d'amplification), plusieurs protocoles ont été développés. Le plus ancien et longtemps utilisé,

mis au point par Lanciotti et al. en 1992 [97], fait intervenir deux amplifications. La premiére étape
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permet d’amplifier une partie de la région codant la protéine C et la protéine M, grace a un couple
d’amorces consensuelles et communes aux quatre sérotypes. Une amplification semi-nichée avec
quatre amorces spécifiques de chaque sérotype est ensuite réalisée afin d’amplifier une région interne
du produit de la premi¢re PCR. Cette amplification génére des produits de taille variable en fonction
du sérotype.

Récemment des techniques de PCR en temps réel ont été développées [98—100]. Ces techniques
permettent de s’affranchir des étapes post-PCR et peuvent étre réalisées en une seule étape permettant
de gagner du temps et de diminuer les risques de contamination avec les produits d’amplification. De
plus ces techniques permettent de mesurer la charge virale contenue dans 1’échantillon. Plusieurs kits
de PCR sont aujourd’hui commercialisés. Les premiéres évaluations de ces kits montrent des
performances trés variables d’un kit a I’autre et parfois d’un sérotype a 1’autre avec le méme kit [101—
103].

De la méme fagon que pour la culture cellulaire, ces différentes techniques moléculaires nécessitent un
environnement spécial pour éviter les contaminations croisées et sont donc elles aussi réservées a des

laboratoires spécialisés et bien équipés.

La détection d’antigénes viraux est la méthode la plus récemment développée pour le diagnostic
direct. Pendant longtemps on ne détectait que les antigenes de dengue sur des tissus fixés (foie,
poumons, etc.) a l'occasion de I'examen de piéces d'autopsie. La découverte de la circulation de la
protéine NS1 a de fortes concentrations dans le sérum des patients infectés, a des temps trés précoces
de la maladie et jusqu’a plus de neuf jours apres le début le la maladie dans certains cas [19,20], a
permis de mettre au point des tests plus simples d'utilisation et avec des applications beaucoup plus
larges. Ainsi, en 2006, un premier test ELISA bas¢ sur la détection de I’antigéne NSI1 par
immunocapture a été commercialisé. Aujourd’hui plusieurs tests ELISA ainsi que des tests rapides
immunochromatographiques, sont disponibles. Les différentes évaluations de ces tests ont permis de
démontrer une trés bonne spécificité. La sensibilité varie, quant a elle, de 37% a 93% selon les kits
utilisés et les études. Elle dépend notamment du statut immunitaire du patient et du sérotype du virus
[104]. La sensibilité des tests est en effet plus faible dans le cas d’infections secondaires. Cela est
probablement di a la capture rapide de la protéine NS1 par les IgG rendant impossible la fixation des

anticorps du test de diagnostic a la NS1. En termes de sérotype, une meilleure sensibilité est
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généralement observée avec les sérotypes 1 et 3. Cette différence peut étre le résultat des
caractéristiques intrinséques des différents tests (meilleure affinité des anticorps utilisés dans les
ELISA pour les sérotypes 1 et 3). La meilleure sensibilité pour le sérotype 1 peut aussi étre expliquée
par le fait que l’infection par un virus de sérotype 1 entraine une virémie habituellement plus

importante chez les sujets infectés [105,106].

Le diagnostic indirect permet d’établir un diagnostic plus tardif basé sur détection des anticorps induits

par le DENV.

La cinétique des anticorps dépend du statut immunitaire du patient. Chez un patient infecté pour la
premiére fois (dengue primaire), la réponse humorale est plus tardive que lors d'une réinfection
(dengue secondaire, tertiaire ou quaternaire). Lors d’une premicre infection, les premiéres

Séme

immunoglobulines & apparaitre sont les IgM, entre le 3°™ et le jour apres le début de la fievre (J3-
J5). Un pic est atteint environ deux semaines apres le début de la fiévre puis le titre commence a
baisser pour redevenir indétectable dans les deux a six mois aprés le début de la maladie. Les IgG anti-
DENV apparaissent plus tardivement, vers la fin de la premiére semaine de maladie, et le titre
augmente lentement. Les anticorps pourraient persister toute la vie, selon la méthode utilisée pour les
détecter (figure 15). Au contraire, un patient qui subit une deuxiéme ou troisiéme infection développe
une réponse IgG importante et rapide (vers J3-J4). Le titre en IgG augmente durant les deux semaines

qui suivent le début de la maladie. La réponse IgM, quasiment concomitante, est faible, voire parfois

méme absente et dure moins longtemps que dans les cas d’infection primaire (figure 15) [8].

Les tests les plus utilisés aujourd’hui pour le diagnostic indirect sont les tests immuno-enzymatiques

(ELISA) pour la détection des IgM et des IgG anti-dengue.

La détection des IgM est réalisée par immunocapture. On parle donc de MAC-ELISA (IgM Antibody-
Capture ELISA). Le but de cette technique est de capturer les IgM présentes dans le sérum du patient
grace a des anticorps fixés sur un support solide (microplaque) et dirigés contre les chaines p des IgM
humaines. L’ajout d"antigénes viraux permet ensuite la formation d’un complexe immun

anticorps/antigéne. La révélation est faite par ajout d’anticorps monoclonaux ou polyclonaux
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conjugués a une enzyme (peroxydase ou phosphatase alcaline) qui permettra de transformer un
substrat non coloré en un produit coloré. La détection des IgM dirigées contre le DENV témoigne
d’une infection récente par le virus. Toutefois, le terme d' «infection récente» doit étre utilisé avec
prudence dans les régions ou plusieurs sérotypes de dengue circulent de fagon concomitante. En effet,
les IgM anti-DENV peuvent persister jusqu’a plus de trois mois aprés 1’infection. Leur présence peut
donc étre le reflet d’une infection, éventuellement asymptomatique, contractée plusieurs mois
auparavant par un virus de sérotype différent. Une alternative a la détection des IgM peut donc étre la
détection par la méme approche des IgA (AAC-ELISA). En effet, les IgA dirigées contre le DENV et
sécrétées tres rapidement apres 1’apparition des IgM, ne persistent qu’une quarantaine de jours apres

I’infection et un pic sécrétoire est observé entre le 8™ et le 18°™ jour de I’infection [107].

Virémie
L. Isolement viral
Virémie _ —
ARN, NS1
. Isolement viral
| C——

A
A

ARN,NSI /’

Titre en anticorps

IgM

Infection primaire // Infection secondaire

Début des symptdmes Temps
Figure 15: Principaux marqueurs utilisés pour le diagnostic d’une infection par le DENV et cinétique des
IgM et IgG (d’aprés Peeling et al [95])
La détection des IgG peut étre réalisée de deux fagons différentes, soit par immunocapture sur le
méme principe que la détection des IgM et des IgA, soit par un test ELISA indirect. Pour le test
indirect, un support solide est sensibilisé avec 1’antigéne viral. Aprés fixation des IgG contenues dans
I’échantillon, celles-ci sont révélées par des anticorps dirigés contre les [gG humaines couplées a de la
peroxydase ou de la phosphatase alcaline. Les IgG anti-DENV étant présentes trés longtemps apres la

fin de la maladie, un diagnostic d’infection récente ne peut étre posé que si deux échantillons sont
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disponibles, I’un prélevé en phase aigué de la maladie et ’autre en phase de convalescence. Le patient
a ¢té infecté par la dengue si entre les deux prélévements, une séroconversion IgG est observée ou si le

titre des IgG augmente de fagon significative [73].

Le test d’inhibition de 1’hémagglutination (IHA) est une technique de diagnostic indirect plus
ancienne. Cette technique est basée sur la capacité des antigénes du virus a agglutiner certains types
d’hématies (hématies d’oie ou humaines du groupe O). En présence d’anticorps anti-DENV, les
antigenes agglutinants du virus sont masqués et la réaction d’hémagglutination par ces derniers n’a pas
lieu. Cette technique permet de mesurer le titre d’anticorps inhibant I’hémagglutination, sans
distinction entre les isotypes d’immunoglobulines. Du fait des différences de cinétiques des anticorps
entre infection primaire et infection secondaire, le test IHA va surtout refléter la réponse IgM pour les
prélévements précoces dans le cas d’infection primaire alors que dans le cas d’une infection
secondaire le test reflétera plutot la réponse IgG. La mise en ceuvre de cette technique est plus
complexe que celles des tests immuno-enzymatiques et elle est donc uniquement utilisée dans des
laboratoires spécialisés. L’intérét de cette technique par rapport aux tests immuno-enzymatiques est de
pouvoir déterminer si le patient est infecté pour la premiére fois ou s’il fait une dengue secondaire.
Cependant pour cela, il est nécessaire de disposer de deux sérums, le premier obtenu lors de la phase
aigué de la maladie et le second lors de la phase de convalescence, les deux prélévements ayant été
réalisés a au moins une semaine d’intervalle 1’un de I’autre.

L’inconvénient majeur de ces différentes techniques sérologiques est le manque de spécificité. De
nombreuses réactions croisées sont observées avec d'autres arboviroses a flavivirus. Ces réactions
croisées sont dues a la présence d’épitopes communs entre les différents flavivirus. En raison de
I’existence de cette réactivité crois€e, le diagnostic sérologique de la dengue ne peut pas a lui seul

constituer un diagnostic de certitude dans les zones ou co-circulent plusieurs flavivirus.

L’existence de réactions croisées entre sérotypes de la dengue rend impossible le sérotypage par
méthode sérologique. Seule la technique de séroneutralisation par réduction des plages de lyse, qui a
souvent été recommandée pour les enquétes séro-épidémiologiques, peut étre utilisée pour identifier le
sérotype infectieux impliqué lors d’un premier contact avec le virus grace a la persistance d’anticorps

monotypiques détectables chez les patients en phase de convalescence. Cependant, dans le cas d’une
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dengue secondaire, la détermination du sérotype viral responsable de I’infection est plus difficile en

raison du phénoméne de « péché antigénique originel » [108].

Il n’existe a ’heure actuelle aucun moyen de prédire avec certitude 1’évolution de la dengue vers une

forme grave. Néanmoins, plusieurs marqueurs biologiques ont été proposés.

5.3.1. Les marqueurs viraux

La charge virale

Le marqueur de sévérité idéal serait un marqueur viral qui permettrait a la fois de confirmer I’infection
par le DENV et de prédire un risque d’évolution de la maladie vers une forme sévere ou non. Selon la
théorie de ’ADE, la sévérité observée chez les cas de dengue secondaire serait liée a une virémie plus
importante du fait d’un nombre plus élevé de cellules infectées. Dans les cas de dengue primaire, la
virulence accrue de certaines souches du virus pourrait aussi étre liée a une plus grande capacité du
virus a se répliquer. La charge virale, estimée par PCR quantitative, semble donc étre un marqueur de
sévérité intéressant. Néanmoins, des résultats contradictoires ont été décrits. Une étude prospective
menée en Thailande a pu mettre en évidence une corrélation entre charge virale ¢levée au cours d’une
infection par DENV-3 et formes hémorragiques de la maladie au cours de s quatre premiers jours
apres ’apparition de la fievre [109]. Cette méme corrélation a ensuite été rapportée chez des patients
infectés par le DENV-2 [22,110]. Wang et al.ont pu établir qu’une charge virale > 7,5 log copies
d’ARN/mL, un jour avant la défervescence, avait une valeur prédictive positive (VPP) de 71% et une
valeur prédictive négative (VPN) de 91% pour prédire les cas de DHF [110]. Il a ensuite ét¢ montré
que la virémie liée a une infection par le DENV-1 était plus élevée chez les patients avec une DHF que
chez des patients avec une DF le 3™ jour aprés I’apparition de la fievre mais qu’ensuite, elle était plus
¢élevée chez les patients avec une infection primaire par rapport a ceux avec une infection secondaire,
que la maladie soit sévere ou non sévere [105]. Duong ef al. ont quant a eux montré une virémie plutot
plus élevée chez les patients DHF que chez les patients DF durant les trois premier jours apres le début
de la fieévre mais une virémie plus faible chez les patients avec une DHF entre quatre et huit jours

apres le début de la maladie [111]. Dans une étude réalisée au Mexique, il a été montré que la charge

virale au cours des cing premiers jours apres [’apparition de la fiévre était plus élevée chez les patients
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DF que chez les patients DHF, qu’ils soient infectés par une souche DENV-1 ou une souche DENV-2

[21].

La protéine NS1

L’excrétion dans le sang de I’antigéne NS1 étant partiellement corrélée a la virémie [111,112], la
quantité de NS1 circulante a aussi été envisagée comme un potentiel marqueur de sévérité. Une étude
portant sur 32 patients hospitalisés suite a une infection secondaire par le DENV-2 a montré que la
concentration de NS1 circulante était en moyenne plus élevée chez les patients avec une forme
hémorragique de la maladie (n=18) par rapport a celle mesurée chez des patients avec une forme non
sévere (n=14). Dans cette étude il a ¢été déterminé qu’une concentration en NS1 supérieure 600 ng/ml,
dans les premiéres 72h de la maladie, permettait de prédire de fagon satisfaisante une évolution vers
une forme hémorragique de la maladie chez des patients avec une infection secondaire (sensibilité:
72%, spécificité: 79%, VPP: 81%, VPN: 69%) [22]. Une étude réalisée par Avirutnan ef al., avec une
population de 163 patients (DF : 49 patients et DHF : 114 patients), a confirmé que la concentration
moyenne en NS1 était plus élevée chez les patients avec des formes hémorragiques de la dengue,
avant la défervescence thermique. Dans cette étude, 90,8% de patients avaient été diagnostiqués avec
une infection secondaire [113]. Plus récemment, une autre étude a partiellement confirmé ce résultat
mais uniquement pour les patients infectés par le DENV-1 alors qu’aucune différence n’a été observée
avec les patients infectés par le DENV-2 [21]. Néanmoins, plusieurs études contredisent I’hypothése
d’une corrélation entre concentration en NS1 circulante élevée et survenue de formes séveres de la

maladie [111,114,115].

5.3.2. Les marqueurs biochimiques
Les transaminases hépatiques : ASAT et ALAT
Le foie est I'un des organes cibles du DENV et son infection peut se traduire par une augmentation
dans le sang de certaines enzymes, comme [’alanine aminotransférase (ALAT) ou 1’aspartate
aminotransférase (ASAT). Dans une population de 60 patients atteints de dengue, Kalayanarooj et al.
ont montré que la concentration moyenne en ASAT était significativement plus élevée dans les
premiéres 72h aprés I’apparition des symptomes chez les patients avec un diagnostic final de DHF

comparés a ceux avec une DF (DHF : 98 U/ml et DF : 57 U/ml) alors que la concentration moyenne en
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ALAT était 1égerement plus ¢élevée mais de facon non significative chez les patients DHF (DHF : 46
U/ml et DF : 29 U/ml) [116]. Des résultats semblables ont été décrits avec des patients testés dans les
48 a 96 heures apres le début de la fievre [117]. Une étude incluant 1585 patients atteints de dengue a,
quant a elle, permis de montrer que les concentrations des deux transaminases, ASAT et ALAT,
étaient significativement plus élevées chez les patients avec des formes séveres de la maladie que chez
ceux avec une forme non compliquée. [118]. Il a néanmoins été démontré par Lee et al. que bien que
les valeurs moyennes des ALAT et d’ASAT sont plus élevées chez les patients ayant une forme sévére
de la dengue par rapport a ceux ayant une forme non sévere, ces deux indicateurs ne sont pas adaptés
pour identifier précocement les patients risquant d’évoluer vers une forme grave de la maladie. En
effet les valeurs sont extrémement variables d’un patient a 1’autre et en réalisant des analyses
statistiques a 1’aide de courbes ROC, aucune valeur seuil permettant de discriminer de fagon
satisfaisante les deux groupes de patients n’a pu étre déterminée [119]. En fixant une valeur seuil a 60
U/ml pour les ASAT, Kalayanarooj et al. ont obtenu une VPP des formes séveres de 52% et une VPN

de 91% [116].

Les lipides

Plusieurs études se sont intéressées aux concentrations de différents lipides sanguins et ont montré des
différences entre patients atteints de forme non séveres et ceux atteints de formes séveres [117,120—
122]. Ainsi, la concentration en cholestérol et en triglycérides est d’autant plus basse que la maladie
est sévere [117,120,121,123]. Une concentration en triglycérides inférieure a 150 mg/dL a été associée
aun risque quatre fois plus important de développer un choc [120]. Il a aussi été décrit, par Suvarna et
al., que la concentration en lipoprotéines de trés basse densité (VLDL ou Very-Low Density
Lipoprotein) est significativement diminuée chez les cas DSS par rapport aux cas DF. Si la
concentration en VLDL est plus faible en cas de DHF que lors de DF, la différence n’est pas
significative statistiquement [120]. Tout récemment, Biswas ef al. ont aussi rapporté une association

entre diminution de la concentration en LDL et sévérité de la maladie [123].

La ferritine
La ferritine est une protéine globulaire qui sert au stockage et au transport du fer. Sous sa forme libre,

elle est toxique pour les cellules. L hyperferritémie est un processus non spécifique de défense de
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I’organisme contre une infection et elle est donc souvent retrouvée lors de maladies infectieuses.
Néanmoins, plusieurs études ont montré que la concentration en ferritine était plus élevée chez les
patients infectés par le DENV par rapport a des patients souffrant d’autres infections fébriles [124—
126] et qu’elle tendait a étre plus élevée chez les patients avec une forme séveére de la dengue par
rapport a ceux présentant une forme non-sévere [124—127]

En fixant une valeur de ferritine supérieure a 1200 ng/ml comme marqueur prédictif de risque de
développement de formes hémorragiques, Chaiyaratana et al. ont déterminé une sensibilité de 81,5%,
84,4% et 89,9% lorsque cette mesure était réalisée le cinquiéme, sixiéme et septiéme jour apres le
début de la fievre, respectivement. Les spécificités €taient par contre faibles : 42,4%, 39% et 36,4%,
respectivement [127]. Plus récemment, Soundravally ez al. ont réalisé des analyses statistiques a I’aide
de courbes ROC afin de déterminer la meilleure valeur seuil a utiliser. Avec des échantillons prélevés
a ’admission des patients, une valeur seuil de 866,5 ng/ml (AUC=0,783) permettrait d’obtenir une
sensibilité de 76,9% et une spécificité de 83,3% tandis qu'une valeur seuil de 723 ng/ml (AUC=0,958)
aboutirait a une sensibilit¢ de 90% et une spécificité de 91.7% avec des échantillons prélevés au
moment de la défervescence [125]. Dans 1’étude menée par Fragnoud et al. avec 49 échantillons
prélevés avant la phase de défervescence thermique chez des patients présentant une dengue
secondaire (19 DF et 20 DHF), un seuil compris entre 750 et 1000 ng/ml serait associ¢ a une
sensibilité de 80% (16/20) et une spécificité de 68.4% (13/19) [124].

Une association entre hyperferritémie (ferritine > 500 ng/ml) et thrombocypénie, élévation des
transaminases hépatiques et activation des systémes fibrinolytique et de coagulation a été montrée par
van de Weg et al. chez les malades infectés par le virus de la dengue [126].

L’hyperferritémie observée au cours de la dengue est probablement multifactorielle, liée en partie a la
cytolyse hépatique, les hépatocytes étant un lieu de synthése de la ferritine, et a I’infection des
monocytes et des macrophages, cellules elles aussi productrices de ferritine. Les différentes ¢tudes
menées montrent que la mesure de la ferritinémie est un outil intéressant pour le suivi des patients
avec la dengue et qu'une valeur ¢élevée (supérieure a 700 ng/ml) est un facteur de risque d’évolution

vers une forme sévére de la maladie.
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5.3.3. Les marqueurs immunitaires

Les concentrations plasmatiques de plusieurs cytokines pro-inflammatoires et vasoactives sont élevées
dans les cas de dengue hémorragique, avant et au moment de ’apparition de la fuite plasmatique
[128]. 11 a notamment ¢été démontré que les concentrations moyennes en IL-10 [129-131], et en
VCAM-1 [132-134] sont plus élevées chez les patients avec une forme sévere de la maladie que chez
ceux avec une forme non compliquée. [53]. Néanmoins, aucune valeur seuil permettant d’utiliser la
concentration d’une de ces cytokines comme marqueur pronostic n’a pu étre déterminée du fait de la
trop grande hétérogénéité des valeurs obtenues entre les groupes de patients [134,129].

Le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) est une cytokine qui avec ses récepteurs
VEGEFR-1 et VEGFR-2 intervient dans I’angiogenése et dans la préservation de I’intégrité vasculaire.
Des ¢études contradictoires ont été publiées concernant cette cytokine. Certaines études ont révélé une
concentration plus ¢levée chez des patients ayant développé une forme hémorragique par rapport aux
patients avec une forme classique de la dengue [135-137]. D’autres, plus récentes, n’ont pas mis en
évidence de différence [138—140]. Récemment, il a été montré qu’une concentration en VEGFR-1
soluble, un des récepteur du VEGF, supérieure a 350 pg/ml permettait de prédire une évolution vers
une forme hémorragique de la dengue, avec une sensibilité de 79%, une spécificité de 78%, une VPP

de 76% et une VPN de 81% [138].

Ferreira et al. ont aussi décrit que la chimiokine CXCL10/IP10 mesurée entre le 5™ et le 9°™ jour
apres le début de la fievre était plus élevée chez les patients présentant une forme sévére de la maladie.
Des concentrations plus ¢levées en CXCL10/IP10 ont été observées chez les patients souffrant d’une
hépatomégalie douloureuse ou d’épanchements cavitaires par rapport & ceux qui ne présentaient pas

ces symptomes [130].

6. Le traitement de la dengue

Il n’existe a I’heure actuelle aucun traitement spécifique visant a inhiber le virus de la dengue. La prise
en charge thérapeutique des patients atteints de dengue est donc uniquement symptomatique. Elle est
relativement simple, peu colteuse et efficace sous réserve d’étre correctement et le plus rapidement
possible mise en place apres le début de I’infection. Elle est basée sur I’administration d’antalgiques et

d’antipyrétiques de type paracétamol - I’'usage de salicylés étant a proscrire afin de ne pas aggraver les
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problémes hémorragiques - et sur une réhydratation pour compenser les pertes liquidiennes. Un patient
pouvant étre réhydraté précocement et correctement par voie orale avec des solutions de réhydratation
orales, ou plus simplement avec des jus de fruits ou des liquides sucrés et riches en électrolyte, aura
moins de chance de devoir étre hospitalisé. Si la réhydratation a domicile n’est pas suffisante du fait de
vomissements persistants, d’une fiévre trop élevée ou de I’apparition d’une fuite plasmatique
importante, une hospitalisation est nécessaire afin de compenser les pertes liquidiennes par des
perfusions de solutés. Néanmoins, afin de limiter le risque de surcharge liquidienne, la perfusion
parentérale doit étre maintenue au minimum nécessaire pour maintenir une stabilité hémodynamique
jusqu'a ce que la perméabilité vasculaire revienne a la normale [3,55].

Le diagnostic précoce de I’infection est donc un enjeu majeur du dispositif de prise en charge de la

maladie.

7. Larecherche d’'un vaccin

La recherche d’un vaccin contre la dengue a débuté il y a presque 80 ans. Depuis lors, plus de 25
vaccins candidats ont été testés lors d’essais cliniques. Un premier vaccin est en cours
d’enregistrement dans de nombreux pays, en vue d’une commercialisation courant 2016.

Le développement d’un vaccin contre la dengue est complexe, en particulier en raison de 1’absence de
modele animal qui reproduise la maladie humaine, d’une compréhension incompléte des phénomenes
physiopathologiques qui sous-tendent la pathogénése de la maladie, de I’absence de corrélat
immunologique de protection, de la nécessité d’avoir un vaccin protégeant complétement contre les
quatre sérotypes du virus afin d’éviter le péché antigénique originel et le risque de voir se développer

des formes séveres de la maladie suite a I’ADE.

De nombreux candidats vaccins, utilisant des approches trés différentes, sont en cours de
développement. Pour certains d’entre eux, les essais cliniques ont débuté ou sont méme déja bien

avancés (tableau 2).
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Tableau 2 : Vaccins contre la dengue en cours d’essais cliniques

Nom Développeur Type de vaccin Phase

ChimeriVax Dengue Sanofi Pasteur Vivant atténué chimérique YFV/DENV I

TetraVax-DV . Vivant atténué avec mutagenese dirigée,

NIH/NAID/Butantan Institut o I

(TV003 et TV005). Hhantan fstitte chimérique DENV/DENV

DENVax Takeda Pharmaceutical/Inviragen ~ Vivant atténué, chimérique DENV/DENV II

TDEN-LAV GSK/WRAIR Atténué vivant 11

DPIV GSK/WRAIR/Fiocruz Purifié inactivé v
Sous-unitaire

V180 Hawaii Biotech/Merck Protéine E recombinante I
ADN

TVDV NMRC/Vical I

Génes PrM et E DENV-1

NAID: National Institutes of Allergy and Infectious Diseases
WRAIR: Walter Reed Army Institute for Research
NMRC: Naval Medical Research Center

7.1.1. Les vaccins vivants atténués simples et recombinants
L’approche du vaccin vivant atténué est la premicre approche qui a été envisagée pour un vaccin
contre le virus de la dengue puisque cette technique a trés bien fonctionné pour le virus de la fiévre
jaune. L’atténuation se fait par passage successif des virus sur des cellules non humaines. Il ne reste a
I’heure actuelle plus qu’un seul candidat vaccin tétravalent de ce type développé par le WRAIR aux
Etats-Unis sous licence GlaxoSmithKline (TDEN-LAV). L’atténuation a été réalisée par passages
successifs sur des cellules de reins de chien (PDK). Comme d’autres candidats vaccins abandonnés,
les premiéres formulations de ce vaccin ont montré des problémes d’immunogénicité déséquilibrée
entre les quatre sérotypes ainsi qu’une réactogénécité trop importante. De nouvelles formulations ont
néanmoins donné de bons résultats lors d’essais cliniques de phase I/II et II, aux Etats-Unis, en
Thailande et a Porto-Rico. L’innocuité du vaccin ainsi qu’une immunogénicité acceptable ont été
montrées, chez des adultes aussi bien que chez des enfants [141-144]. L’efficacité¢ de la protection
doit maintenant étre évaluée. Néanmoins face a la complexité du processus de production d’un tel

vaccin, il se pourrait que le développement de ce candidat n’aille pas plus loin [145].

Une approche plus moderne d’atténuation par mutagénése dirigée du génome a été¢ envisagée. Une

délétion de 30 nucléotides (A30) dans la région 3' non traduite du DENV-4 a permis d’obtenir un virus
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atténué, nommé DEN4A30 [146,147]. Ce virus atténué¢ a alors été utilisé lors d’une étude clinique de
phase 1 au cours de laquelle I’innocuité et I'immunogénicité ont ¢été démontrées permettant
d’envisager de reproduire le méme processus de mutagénése avec les autres sérotypes afin de mettre
au point un vaccin tétravalent. Si cette stratégie a permis une atténuation du DENV1 (DEN1A30) tout
en conservant I’immunogénicité [148], des résultats peu satisfaisants ont été obtenus pour les sérotype
2 et 3. D’autres stratégies d’atténuation ont donc été envisagées pour ces deux sérotypes. Dans la
formulation tétravalente aujourd’hui utilisée dans les essais cliniques de phase II et III (TetraVax-DV,
figure 16), le sérotype 3 a été atténué grace a la mutation A30 originale a laquelle une délétion

léme

supplémentaire d’un 3 nucléotide dans la partie non traduite du génome, 55 nucléotides en amont
de la délétion A30, a été ajoutée. Concernant le sérotype 2, une forme chimérique (DEN2/4 A30) a été
adoptée. Cette souche chimérique utilise le DENV4 A30 comme squelette dans lequel les génes prM et
E ont été remplacés par ceux du sérotype 2 [149]. Au cours des premiers essais cliniques de phase I
(NCT01072786 et NCT01436422), menés avec des participants n’ayant jamais ét¢ précédemment
exposés a un flavivirus, deux formulations du vaccin ont été évaluées : la premicére formulation
(TV003) est composée de 1000 unités formant plages (UFP) de chaque sérotype alors que la seconde
formulation (TV005) contient dix fois plus de DENV-2. L’innocuité a été démontrée pour les deux
formulations. Une bonne immunogénicité a été obtenue avec des taux de séroconversion de 92%,
76%, 97% et 100% pour les sérotypes 1 a 4 avec une dose unique de la formulation TV0003 et 92%,
97%, 97% et 97% avec une dose unique de la formulation TV005. Une séroconversion contre les
quatre sérotypes a €té obtenue chez 74% et 90% des participants avec les formulations TVO003 et
TV005, respectivement. Une seconde dose de vaccin, six mois apres la premiere, s’est révélée sans
danger mais peu utile pour I’augmentation de la réponse humorale, déja trés bonne avec une dose
unique [150]. Un essai similaire a été réalis¢ mais avec des patients ayant déja été infectés par un
flavivirus ou ayant été vaccinés contre un flavivirus (NCT01506570). L’essai est terminé mais les
résultats ne sont pas encore publiés. Un autre schéma vaccinal, avec deux doses de TV003,
administrées a 0 et 12 mois, a été évalué au cours d’un essai clinique de phase I aux Etats-Unis
(NCTO01782300). Les résultats n’ont pas encore été publiés. Deux essais cliniques de phase Il sont en

cours, I'un en Thailande (NCTO022332733) et le second au Brésil (NCT01696422), avec

respectivement, 266 et 300 participants. L’essai Thailandais est un essai classique afin d’évaluer
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I’innocuité et I’immunogénicité de deux dose du vaccin TV003, administré a 0 et 6 mois, tandis que
I’essai brésilien a pour but de comparer la formulation TV003 liquide a une formulation lyophilisée.
Une étude de phase III a été démarrée en juin 2015 (NCT02406729) au Brésil avec la formulation
TV003 lyophilisée du vaccin, administré en dose unique. Au cours de cet essai, environ 17 000 sujets,
agés de 24 mois a 59 ans, seront recrutés sur plusieurs sites. Cet essai s’achévera en novembre 2021
mais les premiers résultats devraient étre connus courant 2017. La formulation actuelle du vaccin
utilisée pour les essais cliniques de phase II et III pourrait étre modifiée puisqu’une souche atténuée
non chimérique de DENV2 (DEN2A30-7169) est actuellement en cours d’essai clinique (phase I,

NTC01931176).

Génome du virus de la dengue

prM N51 N&2b NS4a NS85
| | | | |
région 3 non :( ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ |: région 3’ non
codante I : I I I codante
C E NS82a NS&3 NS4b
ChimeriVax (Sanofi Pasteur)
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Figure 16 : Différentes stratégies pour la formulation d’un vaccin tétravalent contre le virus de
la dengue (adapté de Rothman et al. [128])

Une stratégie originale de chimérisation a été adoptée par Accambis, sous licence Sanofi Pasteur, afin
de créer un vaccin recombinant vivant atténué. Le vaccin, nommé ChimeriVax Dengue, est constitué
de quatre vaccins monovalents possédant la machinerie réplicative du virus vaccinal fievre jaune 17D
(YF17D), et exprimant les génes prM et E de chacun des quatre sérotypes du virus de la dengue
(figure 16). Les différents essais cliniques menés pour évaluer I’innocuité et I’immunogénicité du
vaccin ont donné de bons résultats. L’administration de trois doses de vaccins a six mois d’intervalle

permet d’obtenir une réponse humorale équilibrée contre les quatre sérotypes, sans entrainer d’effets
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secondaires graves [151-156]. Ce candidat vaccin est le candidat le plus avancé a ce jour avec deux
essais cliniques de phase III de trés grande ampleur terminés. Au cours de ces essais cliniques, le
méme protocole vaccinal a été utilisé. Trois doses de vaccins ou de placebo ont été administrées, a 0, 6
et 12 mois, avec un ratio vaccin:placebo de 2:1. La premicre évaluation de 1’efficacité du vaccin a eu
lieu lors d’un essai clinique de phase IIl dans cinq pays d’Asie du Sud-Est (Indonésie, Malaisie,
Philippines, Thailande, Vietnam) sur une population de 10275 enfants dgés de 2 a 14 ans suivis
pendant un an aprés la fin du protocole de vaccination. Au cours de cette étude, une efficacité
vaccinale globale de 56,5% a été obtenue mais la protection dépend du sérotype avec des efficacités de
plus de 75% pour les sérotypes 3 et 4, de 50% pour le sérotype 1 et de seulement 35% pour le sérotype
2. L’analyse statistique a montré une efficacité non significative du vaccin pour le sérotype 2 par
rapport au placebo [157]. Un tel résultat avait déja été obtenu au cours d’une étude d’efficacité de
phase IIb en Thailande [158]. Le second essai de phase III s’est, quant a lui, déroulé dans cinq pays
d’Amérique Latine (Colombie, Brésil, Mexique, Porto Rico et Honduras). Au cours de cet essai,
20 896 enfants agés de 9 a 16 ans ont ¢ét¢ inclus et une efficacité vaccinale globale de 60,8% a été
observée. De la méme facon que lors de 1’essai asiatique, des efficacités supérieures ont été obtenues
pour les sérotypes 3 et 4 par rapport aux sérotypes 1 et 2. Dans cet essai, le vaccin s’est révélé efficace
contre les quatre sérotypes [159]. Malgré les problémes d’efficacité avec le sérotype 2, la

commercialisation de ce vaccin est prévue pour 2016.

Un autre candidat chimérique, nommé DENVax, a été¢ développé par ’entreprise pharmaceutique
Takeda. Ce candidat vaccin est composé d’un mélange d’une souche DENV-2 vivante atténuée
(DENVax-2) et de trois souches DENV-1, 3 et 4 chimériques, construites a partir de la souche DENV-
2 atténuée en remplagant les génes prM et E par ceux de souches sauvages DENV-1, 3 ou 4 (figure
16). La souche DENVax-2 a été développée dans les années 80 en Thailande par 1’université Mahidol,
a partir d’une souche sauvage DENV-2 isolée chez un patient symptomatique. L’atténuation a été
obtenue aprés 53 passages successifs sur des cellules de reins de chien (PDK) [160]. Plusieurs essais
cliniques de phase I et II sont en cours ou achevés. L’administration de deux doses de vaccins (0 et 3
mois) a différents dosages, par différentes voies (sous-cutanée ou intramusculaire) a été évaluée au
cours de deux essais de phases I, I’un réalisé aux Etats-Unis (NCT01110551) et I’autre en Colombie

(NCT01224639). Les deux formulations du vaccin et les deux voies d’administration se sont révélées
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sans danger et des anticorps neutralisants ont été obtenus pour les quatre sérotypes [161,162]. Deux
études de phase I (NCTO01728792 et NCT01765426) ont aussi été réalisées afin d’évaluer et comparer
I’administration du vaccin par seringue classique a 1’administration avec des injecteurs sans aiguille.
Ce candidat vaccin est a I’heure actuelle en cours d’essais cliniques de phase II. Le premier essai de
phase I a débuté en novembre 2011 et s’achévera en avril 2016 (NCT01511250). Au cours de cet
essai multicentrique, 344 participants, enfants et adultes, ont été recrutés en Colombie, a Porto-Rico, a
Singapour et en Thailande, afin d’évaluer I’innocuité et I’immunogénicité du vaccin, administré en
deux doses, a 0 et 3 mois. Un deuxiéme essai de phase II est en cours aux Etats-Unis afin d’évaluer,
avec 1000 participants adultes, 1’équivalence des formes liquide et lyophilis¢ du vaccin
(NCT02193087). En décembre 2014, un essai important a débuté afin d’évaluer la réponse humorale a
trois différents schéma vaccinaux (dose unique, double dose a 0 et 3 mois et double dose a 0 et 12
mois), chez des enfants vivants dans des pays endémiques pour la dengue (Colombie, République
Dominicaine, Panama, Philippines, Thailande) (NCT02302066). Une derni¢re étude de phase II a
débuté en juin 2015 a Singapour afin de comparer la réponse humorale développée contre chaque
sérotype aprés vaccination avec deux formulations différentes du vaccin, administré en dose unique

(NCT02425098).

7.1.2. Les vaccins purifiés inactivés
L’Institut Walter Reed, en collaboration avec GSK, a développé un vaccin tétravalent purifié, inactivé.
Les différents sérotypes ont été cultivés sur des cellules VERO, purifiés par ultracentrifugation avec
gradient de saccharose et inactivés avec du formaldéhyde. Un premier essai clinique de phase I avec
une formulation monovalente (DENV-1 PIV, NCT01502735) a déja eu lieu aux Etats-Unis avec 20
participants adultes n’ayant pas d’antécédents d’infection passée par un flavivirus. L’innocuité de
deux dosages différents a été évaluée. A I’heure actuelle, deux essais cliniques de phase I
(NCT01666652 et NCT017002857) et un essai de phase I/II (NCT02421367) sont en cours avec des
formulations tétravalentes du vaccin, nommé DPIV. Les deux essais cliniques de phase I ont pour but
d’évaluer ’innocuité et I’efficacité de différentes formulations du vaccin, avec différents adjuvants
(hydroxyde d’aluminium, ASO1E et AS03B), administrés en deux fois (0 et 1 mois), aux Etats-Unis et
a Porto-Rico. L’essai de phase I/Il a débuté en juin 2015 aux Etats-Unis. Le recrutement de 140

adultes est prévu. Plusieurs schémas d’administration de la formulation tétravalente contenant
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I’adjuvant AS03B par voie intramusculaire sont évalués: un rappel a 1 mois ou 3 mois et deux rappels
a 1 et 3 mois aprés 1’injection initiale. Une étude de phase I a débuté en novembre 2014 afin d’étudier
la synergie entre le vaccin purifié inactivé DPIV et le vaccin atténué vivant TDEN-LAV
(NCT02239614). Un groupe de patients recevra le vaccin purifié inactivé en premier puis recevra un
rappel avec le vaccin atténué vivant et un second groupe de patient recevra le vaccin atténué vivant en

premier puis recevra un rappel avec le vaccin purifié inactivé.

7.1.3. Lesvaccins a ADN et les vaccins sous-unitaires
Un vaccin a ADN, développé par le Naval Medical Research Center, aux Etats-Unis, est aujourd’hui
au stade des premiers essais cliniques. Ce vaccin est constitué d’un plasmide possédant un géne
promoteur du cytomégalovirus humain, le plasmide VR1012, dans lequel ont été clonés les génes prM
et E. Un plasmide différent est construit pour chaque sérotype. Un premier prototype monovalent
DENV-1 (DIME') a été évalué¢ sur 24 participants au cours d’un essai clinique de phase I
(NCT00290147). Deux dosages ont été évalués (1 mg et 5 mg). Le vaccin prototype a montré une
bonne innocuité mais une immunogénicité insuffisante aprés trois injections (0, 1 et 5 mois). En effet,
le vaccin a 1 mg n’a induit des anticorps neutralisants chez aucun participant et seul 42% des
participants ayant regu le vaccin avec un dosage a 5 mg ont développé des anticorps [163]. Une étude
sur des primates non humains d’une forme tétravalente du vaccin avec un adjuvant lipidique a permis
de montrer que I’addition de I’adjuvant permettait d’obtenir de meilleurs titres d’anticorps
neutralisants que la formulation sans adjuvant [164]. Cette méme formulation est en cours de phase I

(NCTO01502358) avec 40 participants adultes.

Merck, en collaboration avec Hawaii Biotech, a développé le vaccin V180 sous-unitaire. Ce vaccin est
compos¢ de protéines E recombinantes des quatre sérotypes tronquées de 20% dans la région C
terminale. La production des protéines E a été faite dans des cellules de drosophile S2 transformées
pour exprimer les génes prM et 80% de la protéine E. Le premier essai clinique de phase I
(NCTO01477580) s’est achevé en janvier 2015. Au cours de cet essai, 98 participants adultes ont été
recrutés et I’innocuité et I’'immunogénicité de plusieurs formulations, différents dosages combinés a
différents adjuvants, administrées en trois doses (0, 1 et 2 mois), ont été évaluées. Les résultats ne sont

pas encore publiés. L’utilisation du vaccin V180, avec ou sans adjuvant, comme rappel aprés une
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vaccination avec le vaccin TetraVax (TV003 ou TV00S5) est en cours d’évaluation en essai de phase I

(NCT02450838).

Les mauvais résultats obtenus avec le vaccin ChimeriVax Dengue pour le sérotype 2 au cours des
essais cliniques de phase IIb en Thailande [158] et III en Asie [157], soulévent plusieurs questions,
notamment concernant le corrélat de protection. A I1’heure actuelle, la présence d’anticorps
neutralisants contre les quatre sérotypes, mesurée par test de séroneutralisation, est considérée comme
le meilleur indicateur de protection. Ce corrélat de protection a néanmoins montré ses limites aux
cours de ces deux essais cliniques. En effet, les différents essais cliniques menés pour démontrer
I’immunogénicité du vaccin ont montré 1’apparition d’anticorps neutralisants contre les quatre
sérotypes chez les sujets vaccinés, qu’ils aient ou non déja été en contact avec des flavivirus, sauvages
ou vaccinaux, avant la vaccination avec le ChimeriVax. Or, I’efficacité du vaccin s’est révélée
insuffisante pour les souches DENV-2 circulant en Asie, et particuliécrement en Thailande. D’autres
corr¢lats de protection pourraient étre nécessaires afin d’évaluer I’'immunogénicité du vaccin lors des
phases pré-cliniques et cliniques. Il a ét¢ montré récemment un réle protecteur des lymphocytes T
CDS8+ dirigés contre les protéines non structurales NS3, NS4B et NS5 [165]. Or, le vaccin
ChimeriVax ne peut pas induire de réponse cellulaire T dirigée contre les protéines non structurales
des différents sérotypes du virus de la dengue puisque les virus recombinants expriment les protéines
non structurales du virus vaccinal de la fievre jaune. En effet, il semble ne pas y avoir de réaction CD8
croisée entre les antigénes du virus de la dengue et du virus de la fiévre jaune YF17D [166]. La
réponse immunitaire cellulaire T CD8+ induite par le vaccin concurrent DENVax contre les protéines
non structurales a fait I’objet d’une publication récente. Ce vaccin induit une réponse T CD8+ dirigée
majoritairement contre la protéine NS3 et caractérisée principalement par la production d’IFN-y et de
TNF-a. Les lymphocytes T CD8+ initialement dirigés contre les protéines non structurales du sérotype
2 pourraient aussi reconnaitre les protéines non structurales des autres sérotypes. Ce résultat reste
néanmoins a confirmer sur un plus grand nombre de sujets [167]. Deux autres hypothéses seraient : (1)

que la quantité¢ d’anticorps neutralisants dirigés contre le DENV-2 induite par la vaccination n’est pas
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suffisante pour neutraliser les souches de DENV-2 qui circulent a I’heure actuelle en Asie ou (2) que
les monocytes sont infectés trop rapidement par le DENV-2, ne laissant pas le temps aux anticorps
d’agir [168].

La clé du probléme pourrait aussi se trouver dans la différence entre anticorps homotypiques et
anticorps hétérotypiques. Les anticorps homotypiques qui permettent la protection a vie contre le
sérotype contre lequel ils sont dirigés ne seraient produits que lorsqu’il y a eu réplication du virus. Or
il semblerait que la souche vaccinale de sérotype 2 du vaccin ChimeriVax ne se réplique pas. La
protection contre le DENV-2 ne se ferait donc que grace a des anticorps hétérotypiques et cette
protection ne serait pas suffisante. [168]

Les résultats obtenus avec le vaccin ChimeriVax mettent en avant ’intérét de mener des essais
cliniques avec une infection expérimentale a 1’aide de souches virales atténuées a la suite du processus
de vaccination [169]. De telles études pourraient permettre d’aider a 1’identification des candidats
vaccins avant les études d’efficacité de grande ampleur. Deux essais de phase I de ce type ont été
menés pour le développement du vaccin TetraVax. Au cours de ces deux essais cliniques, 48 patients
ont été vaccinés avec une dose unique de la formulation TV003 (NCT02021968) ou TV005
(NCTO02317900) puis ont regu six mois aprés la vaccination une injection d’une souche DENV-2
atténuée, différente de la souche vaccinale. Le premier essai clinique, avec la formulation TV003, s’est
achevé en mai 2015 mais les résultats n’ont pas encore été rendus publics. Le second essai s’achévera
en janvier 2016.

L’armée américaine a développé une souche de DENV-1 atténuée, nommée DENV-1 Live Virus
Human Challenge (DENV-1-LVHC), destinée a étre utilisée pour les infections humaines
expérimentales faisant suite a une vaccination. Une étude clinique de phase I visant a vérifier que cette
souche n’entraine que des formes asymptomatiques ou bénignes de la maladie va débuter en octobre

2015 (NCT02372175).
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DEUXIEME PARTIE

Evaluation de ’utilisation d’un test rapide de

diagnostic de la dengue sur le terrain
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1. Contexte et objectifs de I'étude

Il n’existe a I’heure actuelle aucun traitement spécifique de la dengue. L’obtention de bons résultats
cliniques passe donc par ’administration de soins de soutien, basés essenticllement sur une
réhydratation du patient afin de compenser les pertes liquidiennes. La survenue de formes graves dues
a la dengue peut étre significativement réduite en assurant en temps opportun une prise en charge
clinique appropriée reposant sur un diagnostic clinique et en laboratoire précoce ainsi que des soins de
soutien adaptés et rapidement dispensés. Les symptomes de la dengue étant peu spécifiques et
communs a certaines maladies bactériennes (leptospirose, thyphoide, rickettsioses, infection a
méningocoque, etc.), un diagnostic précoce d’infection par le DENV permet aussi d’éviter la mise en
place d’une antibiothérapie. A I’heure actuelle, la meilleure facon de diagnostiquer la dengue est la
PCR et avec les techniques en temps réel, il est désormais possible d’obtenir un résultat en deux
heures environ. Néanmoins cette technique n’est réalisable que dans des structures de soins disposant
de moyens importants. La majorité des patients n’a malheureusement pas acces a de telles structures.
Les techniques ELISA, utilisables pour la détection de I’antigene NS1 ou des anticorps anti-DENV,
sont techniquement plus simples a mettre en ceuvre mais restent tout de méme peu utilisées dans les
pays en développement, comme le Cambodge. Les TDR semblent étre une alternative intéressante.
Ces tests ne nécessitent en effet aucun matériel compliqué et sont réalisables par tous les personnels de

santé, dans n’importe quelles structures de soin.

L’objectif de cette étude était d’évaluer le test rapide SD Bioline Dengue Duo, commercialisé par la
société coréenne Standard Diagnostic, de la fagon la plus complete possible en associant une étude
rétrospective a une étude prospective. Le test évalué est intéressant car il combine détection de
I’antigéne NS1 - marqueur de certitude d’infection par le DENV - et détection des IgM et IgG anti-
DENV - marqueurs probabilistes d’infection - dans le sérum, le plasma ou le sang complet. Les
brochures commerciales décrivant le test et son utilisation sont fournies en annexe (annexes 1 et 2).

Le test SD Bioline Dengue Duo a déja été évalué auparavant [104,170—172], mais jamais de facon
prospective, dans des conditions de terrain, au chevet des patients. L’évaluation prospective a été
menée pendant la période épidémique de la maladie dans deux hopitaux provinciaux du Cambodge,

tous deux équipés d’un laboratoire d’analyse rudimentaire. Les tests ont dans un premier temps été
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réalisés dans les laboratoires des hopitaux, a 1’admission des patients, puis les échantillons de ces
mémes patients ont été de nouveau testés a I’'IPC, centre de référence du programme national de
surveillance de la dengue, afin de comparer les performances. Une étude rétrospective a aussi été
réalisée avec un panel d’échantillons de controle afin de compléter les résultats obtenus au cours de
I’étude prospective a I’aide de prélévements préalablement caractérisés et sélectionnés de maniére a
refléter le plus grand nombre de situations possibles (quatre sérotypes, nombre plus équilibré
d’infections primaires par rapport aux infections secondaires, etc.) et de décrire avec une plus grande
précision les caractéristiques intrinséques du test rapide SD. L’impact de la mise a disposition de ce

TDR dans les hopitaux sur la prise en charge des patients inclus dans 1’étude a aussi été évalué.

2. Principaux résultats

L’évaluation comparative du test sur le terrain (dans ce cas particulier dans deux hopitaux de
province) et en laboratoire de référence (IPC) a révélée une concordance modérée pour les résultats de
détection des IgG et IgM anti-DENYV (pourcentage de concordance : 68.8%, coefficient « : 0,55) alors
que la concordance obtenue avec le test NS1 est excellente (pourcentage de concordance : 98.1%,
coefficient k : 0,96).

Sur les 49 résultats discordants obtenus pour la détection des anticorps, 34 (69,3%) sont des résultats
positifs a I’'IPC mais négatifs a I’hopital tandis que 13 (26,5%) sont des résultats négatifs a I’I[PC mais
positifs a I’hopital. Deux raisons pourraient expliquer ce résultat : soit la lecture du test a I’hopital est
réalisée avant les 15 minutes nécessaires a 1’obtention du résultat, soit il y a un probléme
d’interprétation des résultats liés aux bandes faibles. En effet, la coloration des bandes obtenues en cas
de résultat positif varie d’un rose soutenu a un rose trés pale. Ces bandes trés pales, nommées bandes
ou résultats faibles dans ce manuscrit, sont peu visibles, particulierement en cas de mauvais éclairage.
Parmi les 41 résultats positifs a I’IPC mais rapportés négatifs par 1’hdpital, 29 (soit 70,7%) sont des
résultats jugés faibles a I’'IPC. En excluant ces résultats faibles, une meilleure concordance est obtenue
(pourcentage de concordance = 82%, coefficient k = 0,73). Les bandes faibles posent donc
effectivement un probléme d’interprétation et rendent le résultat partiellement subjectif. L’apparition

de bandes faibles peut amener la personne qui utilise le test a se questionner sur la validité du résultat
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puis a douter de la qualité du test. Il est donc nécessaire que les entreprises commercialisant des tests
rapides fassent un effort afin d’éviter ce type de résultat.

Le probléme des résultats discordants entre les hopitaux et I’IPC pour la partie anticorps du test s’est
traduit par une sensibilité du test significativement plus faible sur le terrain par rapport a I'IPC (85,7%
versus 94,4%). La spécificité, la VPP et la VPN sont également plus basses mais de fagon non
significative d’un point de vue statistique.

La partie NS1 est la composante la plus importante du test SD puisque que la détection de cet antigéne
confirme I’infection par le DENV alors que la détection d’IgM ou d’IgG anti-DENV ne permet que de
suspecter une infection par le DENV. Le test NS1 est hautement spécifique (96,8%) mais peu sensible
(45%). L’analyse rétrospective a permis de montrer que la sensibilité de ce test est directement liée a
la présence d’anticorps anti-DENV dans I’échantillon, et plus particuliérement a la quantit¢ d’1gG.
Alors qu’une sensibilité supérieure a 80% est obtenue avec les échantillons ne contenant pas ou peu
d’anticorps (titre IHA < 640), elle chute a 36,8% avec les échantillons ayant un titre en anticorps élevé
(titre IHA> 640).

L’intérét du test développé par SD est donc d’associer la détection de I’antigéne NS1 a la détection des
anticorps dirigés contre le DENV (IgM et IgG). Si cette association ne permet plus d’avoir un
diagnostic de confirmation avec un prélévement unique, elle permet d’améliorer de fagon importante
les performances du test et d'atténuer les effets négatifs liés a la présence des IgG. Dans des conditions
optimales d’utilisation, en tenant compte des trois marqueurs de diagnostic, une sensibilit¢ de 94,4%,

une spécificité de 90%, une VPP de 97,5% et une VPN de 77,1% ont été obtenues.

Les dossiers médicaux de 129 patients (82,2% des patients inclus) ont été analysés afin d’évaluer
I’impact de la mise a disposition du test rapide dans les hopitaux sur la prise en charge des patients.
Cette analyse a montré que les médecins ont peu pris en compte les résultats du test rapide pour traiter
les patients. Tous les patients ont regu un traitement de réhydratation par voie parentérale, que le
résultat du test soit positif ou négatif. Parmi les patients avec un test positif, 17,8% (16/90) ont regu
une antibiothérapie tandis que 33,3% (13/39) des patients avec un test négatif ont été traités avec des

antibiotiques (p-value=0,067).
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3. Article

Article 1: Field Evaluation and Impact on Clinical Management of a Rapid Diagnostic
Kit That Detect Dengue NS1, IgM and IgG

Andries AC, Duong V, Ngan C, Ong S, Huy R, Sroin KK, Te V, Y B, Try PL, Buchy P. Field
Evaluation and Impact on Clinical Management of a Rapid Diagnostic Kit That Detect
Dengue NS1, IgM and IgG. PLoS Negl Trop Dis. 2012;6(12):¢1993
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Abstract

Background: Dengue diagnosis is complex and until recently only specialized laboratories were able to definitively confirm
dengue infection. Rapid tests are now available commercially making biological diagnosis possible in the field. The aim of
this study was to evaluate a combined dengue rapid test for the detection of NS1 and IgM/IgG antibodies. The evaluation
was made prospectively in the field conditions and included the study of the impact of its use as a point-of-care test for case
management as well as retrospectively against a panel of well-characterized samples in a reference laboratory.

Methodology/Principal Findings: During the prospective study, 157 patients hospitalized for a suspicion of dengue were
enrolled. In the hospital laboratories, the overall sensitivity, specificity, PPV and NPV of the NS§1/IgM/IgG combination tests
were 85.7%, 83.9%, 95.6% and 59.1% respectively, whereas they were 94,4%, 90.0%, 97.5% and 77.1% respectively in the
national reference laboratory at Institut Pasteur in Cambodia. These results demonstrate that optimal perfermances require
adequate training and quality assurance. The retrospective study showed that the sensitivity of the combined kit did not
vary significantly between the serotypes and was not affected by the immune status or by the interval of time between
onset of fever and sample collection. The analysis of the medical records indicates that the physicians did not take into
consideration the results obtained with the rapid test including for care management and use of antibiotic therapy.

Conclusions: |n the context of our prospective field study, we demonstrated that if the SD Bicline Dengue Duo kit is
correctly used, a positive result highly suggests a dengue case but a negative result doesn’t rule out a dengue infection.
Nevertheless, Cambodian pediatricians in their daily practice relied on their clinical diagnosis and thus the false negative
results obtained did not directly impact on the clinical management.
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Introduction atic infection or self-limiting influenza-like illness (dengue fever or

DF) to life-threatening disease associated with vascular leakage,

The World Health Organization estimates that 50 million hemorrhage (dengue hemorrhagic fever or DHEF), potentially
dengue infections occur annually and approximately 2.5 billion leading to vascular shock {dengue shock syndrome or DSS).

people live in area at high risk of infection. These areas are located There is currently no specific treatment available for dengue. An
in tropical and sub-tropical regions in South East Asia, Africa, early diagnosis is nevertheless very important for efficient clinical
Eastern Mediterranean, Western Pacific, Central and South management In order to cure or prevent life-threatening complications.
America. The number of reported cases increased approximately In addition, accurate and early diagnosis directs clinical attention to

30 times over the last 50 years [1] and this could be n relation to warning signs of an evolution to severe forms and avoids unnecessary
many factors including pepulation growth, urbanization, failure to use of antibiotics. A range of serological and virological diagnostic
control mosquito vectors, etc. [2]. methods are available but most of them require specialized laboratory

Dengue is a viral disease transmitted by Aedes mosquitoes, equipment, experienced personnel and are time consuming which is
principally Ae. aegypti. Dengue virus (DENV) belongs to the family not adapted for a field and point-of-care use. Serological diagnosis by
Flaviwindne, genus Flavwirus. There are 4 antigenically and ELISA or rapid diagnostic tests (RDTS) is technically easy to perform
genetically distinct serotypes (DENV-1, -2, -3 and -4). In human, and provides fast results but requires most of the time paired sera to
the virus can cause a spectrum of illness ranging from asymptom- definitively confirm the diagnosis [1,3].

PLOS Neglected Tropical Diseases | www.plosntds.org 1 December 2012 | Volume 6 | Issue 12 | e1993
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Author Summary

Dengue is a potentially life-threatening viral disease.
Symptoms are often not specific hence the importance
to confirm the diagnosis during the early stage of the
disease. Nevertheless, until recently only specialized
laboratories were able to confirm dengue diagnosis. The
discovery of the NS1 protein as a marker of infection has
allowed the development of point-of-care tests for a rapid
diagnosis confirmation. These tests have previously been
evaluated by laboratories, but their performances have
never been assessed in field conditions. In this study we
evaluated the performance of SD Bioline Dengue Duo kit
when tests were performed by hospital laboratories staff in
a dengue hyper-endemic country. We also assessed the
impact of the test results on the clinical management
decision. The combination of NS1 test with antibadies
detection improved the performance, though discordanc-
es on IgM and IgG results were observed between the
haospitals and the national reference laboratories. Physi-
cians treated patients according to their clinical diagnosis
and did not take negative results into consideration.

Detection of the NS| antigen in the blood is a recent and very
popular diagnostic method. This viral protein is secreted in the
blood and can be detected by ELISA or immunochromatographic
tests from the first day of fever and up to 14 days after infection [4
7).

The purpese of this study was to evaluate a commercial rapid
dengue diagnostic kit, the SD Bioline Dengue Duo device
(Standard Diagnostic Inc., Korea), in particular in point-of-care
applicatiens, and to evaluate the impact of the results of this
combined test on the clinical management decision. The SD
Bicline Dengue Duo kit is composed of 2 tests designed to detect
DENV NSI antigen (first test) and anti-DENV IgM/IgG (second
test) in serum, plasma or whole blood. The kit evaluation was
double. Firstly, the use of the test in the fleld was for the first time
evaluated during a prospective study in 2 Cambodian provincial
hospitals. The results obtained in the hospital’s laboratories were
then compared with those reperted with the same samples by a
naticnal reference laboratory at Institut Pasteur in Cambodia
(IPC). We also investigated how the results of this point-of-care test
designed to assist clinical management were perceived and
subsequently incorporated into the clinical management decision
of physicians from 2 hospitals during a dengue epidemic.
Secondly, a more usual retrospective case-control evaluation
against reference methods was performed at IPC in order to assess
the kit performances in the context of a dengue-endemic South-
East Asian country.

Materials and Methods

Patients’ recruitment and samples collection for the

prospective evaluation

Patients were enrclled in the pediatric wards of Kampong
Cham and Takeo provincial hospitals during the 2011 dengue
epidemic in Cambodia ie. between June and Octeber 2011.
Patients presenting spontaneously to these hospitals or referred by
health centers with a history of fever during the previous 7 days
and at least one of the following symptoms: rash or severe
headache or retro-orbital pain or myalgia or jomt pan or
bleeding, were examined by physicians who decided whether or
not the child should be hospitalized. When the number of beds
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available was limited, pricrity was cbviously given to the most
severe cases. In each hospital, a maximum of 10 hospitalized
patients, randemly selected, were enrclled weekly. Patient’s
information and clinical data were collected by physicians using
a specific case report form and blood samples were taken at the
time of hospital admission {early/acute specimen) and discharge
(convalescent/late specimen). Patients with incomplete test kit
results, missing bleod samples and incemplete clinical records
were excluded.

Panel of samples used for the retrospective laboratory
evaluation

The panel used for the retrospective laboratory evaluation of the
kit performances consisted of 157 samples collected in 2011 during
the field prospective evaluation and tested negative or positive by
the reference methods available at IPC completed with an
additional 167 samples selected from IPC’s dengue laboratory’s
biobank (samples collected between 2008 and 2010). Positve
samples were selected in order to obtain an evaluation panel as
balanced as possible in terms of DENV serotypes, day of collection
after onset of fever (DAOF), anti-DENV antibodies titer and
immune status (primary/secondary infections). Negative samples
were selected from patients presenting with a non-dengue febrile
illness and also from pregnant women.

Ethical aspects

For the field prospective evaluation, a written consent was
signed by the children’s legal representatives before enrclment.
This study was approved by the Cambodian National Ethics
Committee. The use of stored samples from IPC’s biobank was
alsc approved by the Cambodian National Ethics Committee.

Dengue diagnosis

The SD Bioline Dengue Due kits were provided by Standard
Diagnostics (Kyonggi-do, Korea) and tests were performed
according to the manufacturer’s instructions. For the prospective
study, only acute blood samples were tested with the kit in
hospitals as well as at IPC.

At IPC, laboratory diagnosis was based on RT-PCR, isclation
of DENV after ingculation into mosquito cell lines, detection of
anti-DENV IgM and measure of an increase of anti-DENV
antibodies titer measured by hemagglutination inhibition assay
(HIA) between acute and convalescent sera.

RT-PCR was performed after viral RNA extraction frem acute
serum samples using QIAmp Viral RINA Mini kit (Qiagen, Hilden,
Germany). Either a conventional nested RT-PCR according to
Lanciotti ¢f al. [8] protocol and modified by Reynes ¢ 4. [9] or a
real-time multiplex RT-PCR based on the technique developed by
Hue ¢ ol [10] was performed.

DENV was isclated on C6/36 cells and the virus serotype
identified by immunofluorescence assay using monoclonal anti-
bodies as described previously [11].

An in-house IgM capture Enzyme-Linked Immuno-Sorbent
Assay (MAC-ELISA) was used to detect anti-DENV and anti-
Japanese Encephalitis virus (JEV) IgM as describe previously [11].
A result was considered positive for dengue when the optical
density (OD) was higher than 0.1 for the DENV IgM and when
the OD of the anti-DENV ELISA was higher than the OD of the
anti;JEV ELISA.

HIA followed the method described by Clark and Casals [12]
adapted to 96-well microtiter plate. Primary or secondary acute
dengue infection was determined by HI titer according to criteria
established by WHO [13]. In brief, the patient was defined as
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having a primary infection when the convalescent serum had a HI
titer =2560 associated with a fourfold rise of the titer between the
acute and convalescent sera (collected with a time interval of at
least 7 days). When the convalescent serum had an HI titer
>2560, the patient was defined as having a secondary dengue
infection.

All early samples were tested by PCR, viral isclation, IHA and
MAC-ELISA whereas late samples were only tested by HIA and
MAC-ELISA.

Confirmed and suspected dengue cases were defined accerding
to WHO guidelines [1]. A confirmed case was defined by a RT-
PCR and/or a culture positive result and/or an IgM seroconver-
sion in paired sera and/or a fourfold antibodies titer increase
measured by HIA in paired sera. A probable dengue infection was
defined by an HI antibody titer 2560 in paired sera without a
fourfold increase or IgM positive result in the acute serum [1].

At IPC, technicians were blinded for the results of the kit
evaluated as well ag for the results of gold standard tests. In
hospitals, the staff performing rapid diagnostic tests was blinded
for the results obtained with these tests as well as for the results of
the gold standard assays.

Hospital case management

Each clinical record contained the complete medical data
recorded at the time of admission and the complete follow-up of
the patient during the hospitalization (temperature, blocd pres-
sure, pulse, diuresis, medical prescriptions, etc.) until discharge.
These data were anconymized by the physicians for the purpose of
the analysis.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using STATA version 11.0
(StataClorp, College Station Texas, USA). Significance was
assigned at P<20.05 for all parameters and were two-sided unless
otherwise indicated. Uncertainty was expressed by 95% confi-
dence intervals (CI95).

For the prospective study, agreement between hospital’s
laboratories and IPC laboratory’s data was measured by
agreement percentage and Kappa (k) coefficient.

For the prospective study, sensitivity and specificity obtained
when tests were performed at hospitals were compared with those
obtained at IPC with McNemar test. Positive and negative
predictive values (PPV and NPV} were compared with Fisher
exact test. For the retrospective laboratory study and for the
analysis of medical records Fisher exact test was used.

During the retrospective laboratory evaluation, sensitivity was
calculated according to infecting serotype, DAOF, immune status
and antibodies profiles. Four different antibodies profiles were
arbitrarily defined according to HIA and MAC-ELISA results:
profile 1, low HI titer (<2640} and negative MAC-ELISA; profile 2,
low HI titer and positive MAC-ELISA; profile 3, high HI titer
(=640) and negative MAG-ELISA; profile 4, high HI titer and
positive MAG-ELISA.

Results

Prospective evaluation of the SD Duo kit's performances

Characteristics of the study population. A total of 162
patients were enrolled (100 patients in Takeo and 62 in Kampong
Cham). The N3! result of one patient and the IgM/IgG results of
4 others patients were not reported by hospitals. These 5 patients
were therefore excluded. At IPC, the reference laboratory tests
confirmed 85 dengue cases, 41 children were classified as probable
dengue infection, and in 31 cases a dengue infection was excluded.
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Among the 126 patients with confirmed or probable dengue, 32
were clagsified as DF, 84 as DHF and 8 as DSS. Clinical,
virological and demographical information of the population are
summarized in Table 1. All the patients enrclled in this study
survived and were discharged without complication or sequelae.

Comparison of results between hospital laboratories and
Institut Pasteur’s laboratory. For the N3 test, an agreement
of 98.1% and a ¥ coefficient of 0.96 were obtained (Table 2). For
the IgM/IgG tests, an agreement of 68.8% and a « coefficient of
0.55 were observed (Table 3).

In the hospitals, the overall sensitivity, specificity, PPV and NPV
of the NSI test were 44.4%, 96.8%, 98.2% and 30% respectively
and were 45.2%, 96.8%, 98.3% and 30.3% respectively at IPC.
Results were not statistically different (Table 4).

For the combined test (antibodies and NS1) the overall
sensitivity, specificity, PPV and NPV at the hospitals were
85.7%, 83.9%, 95.6% and 59.1% respectively whereas they were
94.,4%, 90.0%, 97.5% and 77.1% respectively at IPC. Sensitivity
was significantly higher at IPC (p-value =0.002). Specificity, PPV
and NPV were better at IPC but the differences were not
statistically significant (Table 4).

The combination of all the tests significantly improved the
sensitivity and NPV of the kit at hospitals (p-value sensitivity
<0.001; p-value NPV = 0.001) as well as at IPC (p-values <<0.001)
with a non-significant decrease of the specificity (p-value at
hospitals =0.12, p-value at IPCG=0.5) and of the PPV (p-value at
hospitals = 0.67, p-value at [PC=1).

Retrospective laboratory evaluation of the SD Duo kit's
performances

Samples description. A total of 166 positive samples and
120 negative samples were included in the retrospective laboratory
evaluation of the kit. Eighty five and 81 positive samples as well as
31 and 89 negative samples were obtained from the 2011%
prospective study and from the IPC’s bicbank, respectively. The
4] patients defined as suspect dengue infection by the gold
standard methods during the prospective study were also included
in the retrospective study. Positive samples included 86 sera with a
low HI titer (<2640) and 80 sera with a high HI titer (=640) (51.8%
and 48.2%, respectively). The distinction between low and high
HI titer groups was established during a preliminary comparative
study between HI titers and SD Duo kit IgG results. In the high HI
titer group, the correlation between both tests was over 70% which
was considered as acceptable (data not shown). Of note, HIA does
not only detect IgG but also other immunoglobulin isotypes and as
such some low HI titers measured during the early phase of the
infection may not contain or cnly very low quantities of anti-
DENV lgGs. DENV serotype was identified in 87.3% of the
positive samples: there were respectively 57, 35, 26 and 27 {34.3%,
21.1%, 15.7% and 16.3%) DENV-1, -2, -3 and -4 cases. Forty
seven (28.3 %) samples were collected 2 days after onset of fever or
earlier, 67 (40.4%) between day 3 and day 4, 41 (24.7%) between
day 5and 6, and 11 (6.6%) after the 7™ day of illness (Table $1). A
total of 19 and 83 patients {11.4% and 50%) were classified as
having primary and secondary infections, respectively.

Negative samples included sera obtained from patients infected
by a Plasmodiwm wwax or P. feloparum (22/120, 18.4%), Onenfia
tsutsuganuishi (137120, 10.8%), Japanese encephalitis virus (16/120,
13.3%), Chikungunya virus {14/120, 11.7%), Hepatitis C virus
(10/120, 8.3%), from patients presenting with meninge-enceph-
alitis (6/120, 5%) or non-specific febrile illness of unknown
eticlogy (30/120, 25%) and from pregnant women (9/120, 7.5%).

NS1 test. The overall sensitivity and specificity of the NS1 test
against the reference methods was 58.4% (97/166, CGI95 = [40.5
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Table 1. Characteristics of the patients included in the prospective evaluation.

Non-dengue infection

Variables Confirmed dengue (n=85) Probable dengue (n=41) {(n=31)
Median age (IOR%) 8 (5-11) 10 (7-12) 8 (6-13)
Male (%) 49 (57.6%) 24 (58.4%) 20 (64.5%)
Median day of illness (IGR) 3 (2-4 3(3-4 324
Dengue diagnostic
Virus isolation 21 (24.7%) 0 (0.0%) -
RT-PCRP 72 (84.7%) 0 {0.0%) .
MAC-ELISA
Positive in gcute serum 48 (56.4%) 40 (97.6%} -
Seroconversion 19 (22.4%} 0 (0.0%) =
Negative 18 (21.2%) 1 (2.4%) 7
Hemagglutination-Inhibition assay (titer)
Foutfold rise in antibodies on pair sera 33(38.8%) 0 (0.0%) %
Mo change or less than fourfold rise 46 (54.19%} 39 (95.19%} =
Data not available” 6 (7.19%} 2 (49%} -
DENV serotypes
DENV-1 53 (62.3%) = &
DENV-2 21 {(24.7%) S S
DENV-3 1 (1.2%) = =
DENVY-4 0 (0.0%) = =
Unknown® 10 (11.8%) @ -
Clinical manifestation
DF 23 (27.1%) 9 (22.0%) 11 (35.5%)
DHF 53 (62.4%) 31 (75.6%) 20 (64.5%)
DSs 8 (9.4%) 6 {0.0%) 0 {06%)
Meningo-encephalitis 1(1.1%) 1 (2,4%)
Diagnosis at hospital discharge
Dengue 63 (74.19%) 34 (83%) 23 (74.2%)
Dengue with co-infection 3 (3.6%) 1 {2.4%) 2 (6.4%)
Bronchiolitis 1(1.2%) 0 (0%} 0 (0%}
Pharyngitis 1 (1.2%) 0 (0%} 0 (0%}
Typhoid fever 0 (0%} 1 (2.4%) 2 (6.4%)
Nosocomial infection 1(1.2%) 0 (0%} 0 {0%)
Non dengue 0 (0%) 1(2.4%) 2 {6.4%)
Meningitis = 0 (%) 1 (3.2}
Typhoid fever = 1 {2.4%) 0 {0%)
Other viral infection - 0 (0%} 1 (3.29%)
Unknown® 19 (22.3%) 5 (12.2%) 4 (13%)

finterquartile range.

“Absence of second serum.

“Dengue diagnosis based solely on paositive serology.
“Medical record missing.

doi:10.1371/Journal. pntd.0001993.t601

66.0]) and 98.3% (118/120, C195=[94.1 99.8]), respectively
(Table 5).

Sensitivity was significantly better for DENV-4 than DENV-2
(77.8% vs 48.6%, p-value =0.01}. Ne differences were observed
with the other serotypes (Table 5). Sensitivity was also significantly
better in primary than in secondary infections (89.5% vs 43.4%, p-
value<20.001) (Table 5). When considering the various antibodies
profiles, the analysis demonstrated that a high HI titer {profiles 3
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72 samples were tested by the conventional nested RT-PCR and 85 were tested by real-time RT-PCR.

and 4) was associated with a significant decrease in NSI test’s
sensitivity (profile 1 vs 3, p-value=0.005; profile 1 vs 4, p-
value<00.001; profile 2 vs 3, p-value =0.014; profile 2 vs 4, p-
value<<0.001). The presence of detectable IgM (profiles 2 and 4)
did not seem to affect the sensitivity (profile 1 vs 2, p-value = 1;
profile 3 vs 4 p-value = 0.185) (Table 6).

The test’s sensitivity diminished significantly also when the
interval of time between onset of fever and sample cellection
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Table 2. Concordance of the NS1 test between hospitals’
labaratories and IPC.

IPC
Negative Positive Total
Hospitals Negative 98 2 100
Positive 1 56 57
Total 99 58 157

doi:10.1371/journal pntd.0061993.£002

increased (overall p-value =0.003). This value varied from 76.6%
(36/47, C195 = [62.0 87.7]) for samples collected before the 2™
day of illness to 45.5% (5/11, CI95=[16.7 76.6]) for those
collected after the 7™ day of illness (Figure 1).

Out of the 41 patients with only suspected dengue infection as
defined by the reference diagnostic methods used, 12 (29.2%)
tested positive by NS1 kit. Out of the 120 negative samples, two
weak signals were recorded, one from a patient presenting with a
tebrile illness of unknewn eticlogy and one from a patients with a
JEV infection.

IgM/IgG tests. The overall sensitivity and specificity of the
IgM/IgG tests were 68.1% (113/166, CI95 =[60.4 75.1]and 95%
(1147120, G195 =[89.4 98.1]), respectively (Table 5).

The sensitivity was better with DENV-1 than DENV-4 but this
difference was at the limit of significance (70.2% vs 48.2%, p-
value =0.051). No differences were observed with the other
serotypes (Table 5). The sensitivity improved significantly when
the interval of time between onset of fever and sample cellection
increased  (overall p-value<<0.001), from 40.4% (18/47,
Q195 =[26.4 55.7]) for samples collected before the 2% day of
illness te 90.9% (10/11 CI95=[58.7 99.8]) for those collected
after the 7™ day of illness (Figure 1).

The sensitivity was also significantly better in patients with
secondary than primary infections (79.5% wvs 42.1%, p-val-
ue = 0.003) (Table 5).

All the 4] patients with a suspicion of DENV infection
tested positive either by IgM only (6/41, 14.6%), by 1gG only
(11/41, 26.8%) or by both IgM and IgG (26/41, 63.4%). In 3
nen-dengue febrile cases and 3 anti-JEV IgM positive cases
the kit gave non concordant results compared to our
reference methods. In 2 non-dengue febrile cases both IgM
and IgG were positives. In 1 JEV case the IgG test was
positive while in 1 non-dengue febrile and 1 JEV cases, IgG
test was weakly positive. In the last JEV case, the IgM test was
weakly positive.

Field Evaluation of Dengue Rapid Diagnostic Tests

NS1 and IgM/IgG tests combination. The overall sensi-
tivity of the NS1/IgM/IgG combination tests was 94.6% (157/
166 CI95 = [90.0 97.5]} and the specificity was 94.2% (113/120,
CI95=[88.4 97.6]) (Table 3).

The sensitivity did not vary significantly between the serotypes
when compared all together (p-value = 0.868), or 2 by 2, but also
not according to the immune status (p-value = 1) or the time
interval between DAOF and sample collection (p-value =0.8)
(Table 5, Figure 1).

Impact of the RDTs results on clinical case management
in Cambodia

The medical records of 129 patients (82.2% of all patients
enrclled) were provided by the two hospitals and subsequently
analyzed. All the 66 patients who tested positive for acute dengue
infection using the IPC gold standard test were also clinically
diagnosed by the physicians as dengue cases, with or without co-
infection (63 and 3 patients, respectively). One patient with a
laberatory-suspected DENV infection as well as two children who
tested negative were clinically diagnosed as non-dengue febrile
illness (Table 1).

All patients received a treatment based on WHO 2009
recommendations, Le., intravenous fluid therapy with 0.9% saline,
Ringer’s lactate or Ringer’s acetate with or without dextrose,
paracetamol if fever and oral rehydration solution or other fluids
containing electrolytes and sugar when possible. Patients in
circulatory shock received dextran, O; and blood transfusion
when necessary. Twenty-nine patients (27.7%) also received
antibiotics. The prescription of antibiotics was justified by the
phisicians in the medical records of 11 patients because the
tollowing diagnoses: 4 dysenteric syndromes with suspicien of
typhoid fever, 3 meningitis or meninge-encephalitis, 1 suspicion of
nosecomial infection, 2 pharyngitis and 1 bronchiolitis. Among the
90 patients with a positive NS1 and/or IgM and/or IgG test,
17.8% (16/90) were treated with antibiotics. Out of 39 patients
who tested negative by the RDT, 13 (33.3%) also received
antibiotics. The comparison of antibiotic prescription between
both groups was at the limit of significance (p-value =0.067).
There was no difference in the duration of antibiotic therapy
between patients with a positive test and those with a negative test
{p-value = 0.216).

Among the 16 positive patients who received antibiotics, only 7
{43.7%) had their antibictic therapy stopped once the point-of-
care kit tested positive for dengue. Ameng the 13 patients with a
negative result who received antibiotics, 8 (61.5%) had their
antibiotic therapy stopped once the test was performed. The
decision to maintain or discontinue the antibiotic therapy was not
affected by the result of the RDT (p-value = 0.338).
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Table 3. Concordance of the IgM/IgG tests between hospitals’ laboratories and IPC.
IPC
IgM and 1gG
Negative IgM positive IgG positive positive Total
Hospitals Negative 45 2 9 7 63
IgM positive ¢} 10 2 7 19
1gG positive [t} i} 1" 9 20
IgM and lgG positive 3 3 7 42 55
Total 48 15 29 65 157
doi:10.1371/journal pntd.0001993.1003
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Discussion

Early management of patients with dengue infection is essential
to ensure a favorable evolution of the disease and prevent the
occurrence of severe forms. Until recently an early confirmed
diagnosis was only achievable in specialized laberatories. The
discovery of the NSI protein as an early marker for DENV
infection, especially in RDT format, now allows dengue diagnosis
during the early phase of the disease, even in laboratories with
limited equipments and human resources. FEvaluations are
required to ensure that these tests are suitable for diagnosis and
clinical management or epidemiclogical surveillance and outbreak
investigations. Different methodologies can be used: laboratory-
based evaluations (or retrospective evaluations) and field evalua-
tions (or clinical-based/prospective evaluations) [14]. Retrospec-
tive evaluations are easy to perform but tend to overestimate tests
accuracy. Prospective evaluations allow determination of PPV and
NPV with tests performed on patients in the real clinical settings.
However, accuracy of diagnostic tests estimated by prospective
evaluations could be biased due to imperfect gold standard in the
prospective clinical setting. In our study we combined both
prospective and retrospective evaluations. The retrospective part
was added in order to better understand the results obtained in the
field during the prospective study.

Since the twe test kits of the SD Bicline Dengue Duc combo test
do not give exactly the same information, the NS1 assay was
initially assessed alene in the prospective as well as in the
retrospective study. If a positive NSI test can confirm a dengue
diagnosis, this is not the case for IgM and IgG tests as the
antibodies remain detectable for months and thus a positive result
obtained on a single blood specimen is only suggestive of a dengue
infection. Indeed, to confirm an acute dengue infection by
serology, an IgM seroconversion or a four-fold increase of IgG
antibody titers in paired sera must be demonstrated (which cannot
be done with the RDT kit as result is only qualitative) [1]. By
evaluating separately, but in parallel, the NS1 test and the
serclogical kit, we estimated the ability of the test to both suggest
and confirm a dengue infection.

During the prospective study, the sensitivity of the SD Bioline
Dengue Due NS1 when performed at the hospitals was only
44.5% to confirm dengue infections in children hospitalized for
dengue-like illness during the epidemic season. The tests were
carried out in laberatories equipped for reutine medical biology.
Qut of the 127 patients included in the prospective evaluation, 70
{54.7%) had an HI titer =640 which could probably explains such
a poor sensitivity. The retrespective study helps to understand why
the sensitivity was limited. It suggested that the presence of high
level of anti-DENV HI antibodies in the sample was a major factor
for sensitivity decrease. Indeed, while a sensitivity >80% was
obtained with samples containing no or low HI antibodies titer
{<640), the sensitivity dropped to 37% when the HI titer was
=640. Almost 86% of the samples with a high HI titer issued from
patients with a secondary infection. Since HI titer reflects mainly
IgG response, the poor sensitivity observed during secondary
infections is prebably directly linked to the high IgG titer. Similar
observations were already made by cther authers. In Vietnam, the
same INSI test demenstrated a sensitivity of 24.6% for samples
positive for IgG by GAC-ELISA and a sensitivity of 77.3% in sera
negative for IgG [15]. In Colombia, Osario ¢ al. reported an even
lower sensitivity (IgG negative: 65.6%, Ig positive: 15.6%) [16].
Of note, the methods used for IgG detection in these evaluations
were all different and rather than giving the real performance of
the kit, the data indicate a global trend to a lower sensitivity when
IgG titers increase.

December 2012 | Volume 6 | Issue 12 | e1993



Field Evaluation of Dengue Rapid Diagnostic Tests

Table 5. Sensitivity of individual and combination of tests according to serotype and immune status.

Sensitivity % [C195%)]

Secondary infection

43.4 (36/83) [32.5-54.7]

79.5 (66/83) [69.2-87.6]

97.6 (81/83) [91.6-99.7]

NS1 test p-value lgM/gG test p-value NS1 and IgM/lgG tests p-value

Global 584 (97/166) [40.5-66.0] 68.1 {113/166) [60.4-75.1] 94.6 (157/166) [90.0-97.5]
Serotype

DENV-1 61.4 (35/57) [47.6-74.0] 0.129 70.2 (40/57) [56.6-81.6] 0.238 91.2 (52/57) [80.7-97.1] 0.868

DENYV-2 48.6 (17/35) [31.4-66.0] 68.6 (24/35) [50.7-83.1] 94.3 (33/35) [80.8-99.3]

DENV-3 65.4 (17/26) [44.3-82.8] 654 (17/26) [44.3-82.8] 96.1 (25/26) [80.4-99.9]

DENV-4 77.8 (21/27) [57.7-91.4] 48.2 (13/27) [25.5-64.7] 100 (27/27) [87.2-10617
Immune status

Primary infection 89.5 (17/19) [66.9-98.7] <0.091 42.1 {8/19) [20.3-66.5] 0.003 100 (19/19) [82.4-100]" 1

“one-side, 97,5% confidence interval.
doi:10.1371/journal pntd.0601993.1005

As others [16,17], we observed that the sensitivity of this test
decreased when the window of time between onset of fever and
sampling increased. This was expected since the IgG titer also
increased with the time. Finally, a higher IgG tter also
characterizes the secondary dengue infections and the better
sensitivity of the NS1 in primary infections was also already
reported [15 17].

The performances of the NS1 test reported here as well as by
other retrospectives studies are close to those observed with
other commercial NS1 RD'Ts [15,18]. A major value of the kit
marketed by SD is the combination of the NS test with an
anti-DENV antibodies detection kit. Indeed, the serclogical
results improved the sensitivity by compensating for the loss of
sensitivity usually observed with the NSI test when used alene
in the presence of specific anti-DENV antibodies. During the
prospective evaluation, we demonstrated that the addition of
IgM and IgG results to the NS1 data was only associated with a
slight non-significant decrease of the specificity. However, this
result should be interpreted with caution as the number of
negative patients included was relatively small. In additicn, the
relatively low overall performance of the IgM/IgG test could
well be partially due te imperfect gold standard tests. In the
retrospective study, we did not observed any cross-reactivity
with Chikungunya virus, Orenfia tsufsugamush or Plasmodum sp..
However when evaluating the SD Bioline Dengue Duo kit,
Blacksell et al. [18] reported 12.2% (10/82) of cross-reactivity
with Chikungunya virus, 12.5% (1/8) with Orentia tsutsugamufn
and 100% (1/1) with Plasmedem sp. When evaluating only the
IgM part of the kit, Hunsperger et al. [19] reported around
35% of IgM cross-reactivity with malaria as well as some false
positive results with leptospirosis, tuberculesis and West-Nile
infections.

During the prospective evaluation, the PPV value of the NSI
test was 98.2 %), suggesting that the probability to correctly confirm
a dengue infection was very high when the test was positive. When
the test was used in combination, the PPV decreased only very
slightly (NS1/IgM: 96.9%; NS1/IgM/IgG: 95.6%). Consequent-
Iy, the NPV ohserved when the tests were performed in the
hospitals was only 29% for the NSI test alone and 56.8% for the
combination test. In other words, the probability of truly exclude a
dengue infection when the tests were negatives was low. These
PPV and NPV results should be regarded with caution as they
depend on the dengue disease prevalence that can be extremely
different in other contexts and epidemiological situations. In this
prospective study, the prevalence of dengue infection was very
high (80.3%, 126/157) because the evaluation was performed
during the peak epidemic season and only involved dengue suspect
patients. Observing high prevalence of dengue infections in
suspect patients hospitalized is common in Cambodia 87.86% of
average between 2000 and 2008} and in neighbering countries like
Vietnam (86.2% during a DENV-4 epidemic in 2002) [20,21].

On the samples collected during the prospective study, the
comparison of the results of the tests performed by technicians in
hospital laberatories or by health workers who did not receive any
specific training for the use of the kits with the results reported by
the staff of the national reference laberatory at IPC demonstrated
a moderate agreement with the serclogical tests and an excellent
agreement with the NSI test. Indeed, 49 discordant results
between the hospitals and IPC were observed with the IgM/TgG
test out of which 34 (69.3%) were positive at IPC but negative at
the hospitals while 13 (26.5%) were negative at IPC but positive at
the hospitals. These discrepancies could be explained if the
reading was made before the recommended 15 minutes (leading to
false negative results) or after the correct time (leading to

Table 6. Sensitivity of SD Bioline Dengue Duo NS1 test according to antibodies profile.

Profile 1 (Low HI titer/lgM

negative) positive)

Profile 2 {Low HI titer/lgM

Profile 3 (High HI titer/lgi Profile 4 (High HI titer/lgi
negative) positive)

Sensitivity % [C195%] 83.7 (41/49) [70.3-92.7]

p-value 1

83.3 (25/30) [65.3-94.4]

50.0 (9/18) [26.0-74.0]
0.185%

32.8 (19/58) [21.0-46.3]

*P-value refers to the comparison between profile 1 and 2.
**P-value refers to the comparison between profile 3 and 4.
doi:10.1371/journal. pntd.0001993.t006
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Figure 1. Sensitivity of SD Bioline Dengue Duo kit. Evaluation of the sensitivity of N51 test, IgM/IgG test and combination of the two tests

depending on day of sampling after onset of fever.
doi:10.1371/journal.pntd.0001593.9001

apparition of unspecific bands) or because of problems with the
interpretation of weak signals (faint bands). To evaluate if the issue
was the interpretation of the faint bands, these data were removed
from the analysis and a better agreement percentage and Kappa
coeflicient were cbtained (82.0% vs 68.8% and 0.73 vs 0.55). A
problem of reproducibility could also have accounted for some of
the discrepancies observed. Nevertheless, in the case of bad
reproducibility an equal number of discrepancies should have
been observed in each laboratory which was not the case in our
study. Moreover all tests were from the same manufacturing lot.
During a malaria RDTs evaluation, misinterpretation of weak
signal in the field had already been reported [22]. It was also
reported that health workers in the field tend te read the results
before the time recommended by the manufacturer [22,23].
Despite its relative ease to use, the performances of the IgM/IgG
RDT are obviously partially person-dependent, hence the
importance of providing specific training or at least very clear
pamphlets which could guide the health worker in its interpreta-
tions and expose the risks of false results when the recommenda-
tions are not strictly followed. On the contrary a very good
agreement was observed with the NS1 test since the bands in this
immuncchremategraphic device almost always appear very
clearly. As the RDTs have a significant cost, promoting the use
of these kit does only make sense if the health workers can perform
the tests in good conditions, which seems to be sometimes
challenging in intensive care units and pediatric wards that are
often unable to cope during peak epidemics. Knowing these
constraints and limitations, the manufacturer should be encour-
aged to correct, if possible, the reading issues of the serological test.
The outcomes of the patients who were wrongly tested negative by
the kit was a matter of concern as RDTs are designed for rapid
diagnostic and to assist physicians in their decisions. Dengue is a
life-threatening disease that requires specific clinical care. The
analysis of the medical records demonstrated that physicians
ignored the negative results and followed their clinical instinct as
all patients who tested negative by RDT received an intravencus
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fluid therapy which is recommended in patients with warning signs
[1] but which is also often administrated in mild cases to prevent
complications. Similar observations were alsoc made in the context
of malaria RDTs use. Between 54% and 85% of the patients with
negative malaria RDT results were treated with anti-malaria drugs
in Nigeria, Tanzania, Burkina Fasc, Philippines and Laos [22 25].
There are probably several reasons that could explain that
physicians did not consider the negative results obtained with the
RDT: the habit to rely mostly on clinical intuition explained by a
frequent limited access to laboratory tests, some mistrust against a
new test, the difficulties to understand the kinetic of the immune
response during dengue infection and the significance of NS1, IgM
and IgG test results, a high confidence in clinical diagnoesis when
children present to pediatric wards with dengue-ike symptems
during the epidemic season (especially since the national
virological surveillance confirms usually more than 80% of the
dengue clinical diagnosis) [20], the fear that a misdiagnosed
dengue infection evolves towards a DHF or a DSS while these
complications are pretty easy to prevent with simple clinical
management, etc. The SD Bioline dengue Duc test could have a
better utility in smaller medical care structures, like health care
centers and dispensary where the proportion of dengue among all
febrile diseases is lower (e.g., 12% of all the febrile episedes in
Kampong Cham province, 2006 2008) [11] and where routine
hematology {e.g., hematocrit, platelet count) that could help to
crientate the diagnosis are not often available.

One of the advantages to perform a rapid confirmatory
diagnostic of dengue in the context of febrile illness is to avoid
the unnecessary use of antibictics. In the context of Cambodia, it
seemns the RDT results did not have a significant impact on the
decision to start or discontinue an antibiotic therapy.

In an endemic country, especially in the context of an epidemic,
it seems that the sensitivity of the NS1 RDT alone is too low and
that only positive results should be taken intc consideration.
Nevertheless, the performances of the combined kits are good and
these kits appear to be a useful tool for the clinicians as they can
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quickly confirm the diagnoesis of dengue and therefore contribute
to the an optimal clinical management of the cases and aveid an
unnecessary use of antibiotics or other drugs which is important in
the context of a developing country with limited resources.

In conclusion, we observed that for a patient presenting with
dengue-like symptoms in a dengue-endemic/epidemic region, a
NS positive result obtained with the SD Bioline Dengue Duo kit
confirms a dengue diagnosis, an IgM and/or IgG positive result
highly suggests dengue infection but a negative result doesn’t rule
out a dengue infection. We have also demonstrated that the
performances of the test in the field were lower than the ones
obtained in the more experienced hands of technicians working in
a national reference laboratory. This suggest that even for a point
of care test theoretically designed to be used by untrained staff,
there 1 still a significant improvement of the performance of the
test to expect if a proper training and a quality assurance program
can be implemented. With the time, the trust of the physician will
probably increase if the accuracy of the test improves. In general,
manufacturers should always bear in mind that the ultimate goal
of the RDTs is essentially to be used as a point-of-care test or in
support of epidemiological investigation and as such should be
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easy to use, stable at room temperature but alse not posing reading
difficulties unless they can provide proper training and organize
quality programs. More prospective field evaluations are still
necessary now to better assess the interest to use such point-of-care
tests in the real conditions that justified their development and to
address some of the questions and concerns raised by this study.
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Table S1. Description of the panel of positive samples used for the laboratory evaluation of SD
Bioline Dengue Duo test

Day after onset of fever

HI titer Serotype <2 3-4 5-6 27 Total

<640 (n=79) DENV-1 14 10 9 1 34
DENV-2 6 7 3 0 16
DENV-3 4 6 4 0 14
DENV-4 3 8 1 0 12
Unknown O 0 0 3 3

2640 (n=87) DENV-1 5 9 8 1 23
DENV-2 5 9 4 1 19
DENV-3 2 8 2 0 12
DENV-4 5 4 6 0 15
Unknown 3 6 4 5 18
Total 47 67 41 11 166
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4. Conclusion et perspectives

Cette premicre étude réalisée en partie sur le terrain permet de montrer que le test SD Bioline Dengue
Duo utilisé dans sa globalité, c'est-a-dire en utilisant les résultats NS1, IgM et IgG, est un outil
intéressant qui peut permettre aux médecins d’orienter le diagnostic dans de bref délais autorisant, de
ce fait, une prise en charge thérapeutique adaptée et précoce. Cependant ce diagnostic reste un
diagnostic probabiliste en 1’absence d’un résultat positif pour la détection de I’antigéne NS1. Le test,
tel qu’il est actuellement, n’est pas adapté au diagnostic de certitude en pays endémique car la
sensibilité du test NS1 pris de fagon isolée est trop faible. Ce probléme de sensibilité li¢ aux cas de
dengue secondaire est commun a tous les tests de détection de la NS1, qu’ils soient en format test
rapide ou en format ELISA [104,111,170,173]. Une solution pour remédier a ce probléme serait de
mettre au point un traitement, simple et rapide, de I’échantillon clinique permettant de dissocier les
complexes immuns NS1/IgG et ainsi libérer la NS1. Plusieurs protocoles de traitement ont été
proposés [174—177] mais aucun n’a été validé par les entreprises fabriquant et commercialisant les
tests.

Malgré les performances limitées des TDR de la dengue, ’OMS recommande leur utilisation dans
tous les types de structures médicales, des centres de soins de santé primaire aux centres de référence
[178]. Néanmoins le test ne pouvant en aucun cas étre interprété de facon binaire, i.e. test positif = cas
de dengue, test négatif = non dengue, il serait nécessaire d’encadrer 1’utilisation du test et de s’assurer
que les personnes qui I’utilisent ont une bonne compréhension du diagnostic de la dengue et de ses
limites. Pour la malaria, ’OMS a créé un site internet entiérement dédié aux TDR, donnant des
conseils d’utilisation ainsi que du matériel de formation a I’utilisation des tests. Les différentes
évaluations des tests existants sont également regroupées sur ce site. Il serait trés intéressant de faire la
méme chose pour la dengue. Deux des principaux fabricants de TDR de la dengue indiquent les
limites du test dans leur notice d’utilisation, et particulierement mentionnent qu’un résultat négatif ne
peut exclure une infection récente par le DENV. Malheureusement ces limites ne sont pas
suffisamment mises en avant et peuvent facilement étre ignorées par les utilisateurs. Il pourrait étre
utile d’exiger des fabricants qu’ils insérent dans leurs kits une notice faisant ressortir les avantages et
inconvénients de leurs tests. Dans cet objectif, ’OMS soutenue par I’UNICEF et le Dengue Vaccine

Initiative avait constitu¢ un groupe de laboratoires experts afin d’évaluer en toute indépendance et

79



transparence les performances des différents tests commerciaux de diagnostic de la dengue [173,179].
Une telle initiative devrait étre poursuivie et étendue a de nombreux autres outils de diagnostic.

Si les TDR sont un concept intéressant pour permettre le diagnostic de la dengue dans les laboratoires
peu équipés, le prix de ces outils reste souvent un probléme. La dengue touche majoritairement des
pays en développement et dans ces pays les frais médicaux sont le plus souvent a la charge des
patients. Dans un pays comme le Cambodge, ou les habitants gagnent environ 3 USD par jour, réaliser
un test qui colte entre 5 et 10 USD représente une dépense souvent trop importante, surtout s’il se
rajoute a des frais d’hospitalisation. Il est donc nécessaire de réfléchir a des solutions pour permettre
I’acces des populations les plus pauvres a ce type de technologies, de la méme fagon qu’il y a des

fonds créés pour la prise en charge des vaccins.
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TROISIEME PARTIE

L’urine et la salive pour le diagnostic biologique de

la dengue
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1. Contexte et objectifs de I'étude

A T’heure actuelle, le diagnostic biologique de la dengue nécessite un échantillon de sang veineux.
Néanmoins, réaliser une prise de sang peut s’avérer difficile, notamment chez les enfants qui
constituent la population la plus touchée par la maladie dans les régions d’endémie. L’obtention d’un
échantillon sanguin peut également représenter un frein dans les études séro-épidémiologiques et lors
des enquétes d’investigation d’épidémie. Il peut, en effet, étre difficile d’organiser ou simplement de
faire accepter des prises de sang lors des investigations de terrain. Les urines et la salive sont, sauf
chez les trés jeunes enfants, deux fluides biologiques plus faciles a obtenir puisque le prélévement ne
requiere pas de procédure invasive et peut étre réalisé par du personnel non médical. De plus, cela ne
génére pas de déchets médicaux a caractére infectieux. L utilisation de ces deux fluides biologiques a
déja été envisagée, en remplacement du sang veineux, pour le diagnostic biologique de plusieurs
autres maladies infectieuses, comme les hépatites A, B et C, la rougeole ou encore les infections par le
virus de I’immunodéficience humaine (HIV) [180—-186]. Des TDR destinés a la détection des anticorps
anti-HCV et anti-HIV dans la salive ont ét¢ développés et sont aujourd’hui commercialisés. L’urine
s’est quant a elle avérée étre un fluide biologique intéressant pour le diagnostic des infections par les

virus West-Nile (WNV) et Zika (ZIKV), deux autres flavivirus [187,188].

La possibilité d’utiliser des urines ou de la salive pour le diagnostic de la dengue a été démontrée aux
cours d’études portant sur un nombre limité d’échantillons [189-200]. L’objectif de la premicre partie
de ce travail (Article 2) était d’approfondir les résultats déja publiés en décrivant de la fagon la plus
compléte possible 1’excrétion des anticorps anti-DENV (IgG, IgM et IgA), de la protéine NS1, du
génome viral et du virus dans le plasma, I’urine et la salive, afin de déterminer si I’urine et/ou la salive
pourraient étre utilisées en remplacement du sang veineux pour le diagnostic de la dengue. Ce travail a
été réalisé¢ a partir d’un nombre important d’échantillons prélevés de fagon séquentielle chez des
enfants cambodgiens avec une infection confirmée par le DENV. Une seconde partie du travail
(Article 3) a consisté en I’évaluation de six tests rapides de diagnostic, en cours de développement par
I’entreprise Standard Diagnostics, pour la détection de 1’antigéne NS1 et des anticorps anti-DENV

(IgG, IgM et IgA) dans I’urine ou la salive.
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2. Principaux résultats

Globalement, les cinétiques d’excrétion du génome viral, de I’antigéne NS1 et des anticorps dirigés
contre le DENV dans la salive sont similaires a celles dans le plasma. Néanmoins, la proportion des
échantillons salivaires positifs demeure inférieure a celle des échantillons sanguins. L’analyse
multivariée a permis de montrer que la détection des différents marqueurs de diagnostic était
majoritairement liée a la quantité de ces mémes marqueurs dans le plasma. Ces résultats sont cohérents
puisque la salive totale contient environ 2,5% de fluide gingival qui n’est autre qu’un transudat du

sérum.

Contrairement a la salive, I’urine ne refléte pas exactement ce qui se passe dans le sang en termes de
cinétiques des différents marqueurs de diagnostic. Cela est lié aux mécanismes complexes de filtration
et de réabsorption qui interviennent au niveau des reins lors de la production de I’urine. Seule la
cinétique d’excrétion des IgA anti-DENV s’est révélée similaire a celle de cet anticorps dans le sang,
avec néanmoins des taux de détection plus faibles. Les I[gM anti-DENV n’ont pas pu étre détectées. En
effet, la taille importante des IgM (950 kDa) restreint considérablement leur passage a travers la
barriere que constituent les glomérules rénaux. S’il est parfois possible de détecter les IgM totales dans
I’urine de patients présentant des glomérulopathies sévéres, la détection d’IgM spécifiques est tres
rare. La cinétique des IgG anti-DENV excrétées dans 'urine suit celle des IgG plasmatiques mais
uniquement au cours des deux premiéres semaines suivant I’apparition de la fieévre. Aprés ces deux
semaines, alors que 1’excrétion des IgG dans le plasma reste relativement stable, celle des IgG dans
I’urine diminue significativement. Ainsi, trois mois aprés le début de la maladie, les IgG sont
détectables dans 1’urine d’un quart des patients alors que les trois quarts de ces mémes patients ont
encore des IgG dans leur plasma. Par ailleurs, une étude portant sur différentes protéines urinaires de
patients présentant une DSS, réalisée par Wills et al., a montré que la clairance des IgG totales
augmentait au cours de I’infection [201]. Nos observations suggerent que ce qui avait été¢ observé par
Wills et al chez des patients en choc circulatoire serait généralisable au moins aux patients DHF de
notre ¢tude qui ne comptait que peu de cas de DSS.

La cinétique d’excrétion de ’ARN viral dans I'urine s’est révélée bien particuliére. Alors que le

génome du DENV est détectable de fagon trés précoce dans le plasma, 1I’excrétion de I’ARN viral dans
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I’urine est retardée. La RT-PCR n’a permis de détecter le génome du DENV que dans 13,6% des
urines collectées durant les deux premiers jours de la maladie tandis qu’il était présent dans 66,6% des
urines prélevées neuf a dix jours apres le début de la fievre. L’intérét majeur de ces cinétiques décalées
serait de pouvoir détecter I’ARN viral dans I'urine lorsqu’il ne I’est plus dans le sang. De tels cas ont
déja été décrits auparavant chez un nombre limité de patients atteints de la dengue [190,192,194] ainsi
que chez des patients infectés par le WNV [187]. Dans notre étude, 32 urines provenant de patients
chez lesquels I’ARN viral n’était plus détectable dans le plasma, ont été testées. Seuls trois
échantillons d’urine (9,4%), I’un prélevé six jours apres le début de la fievre, les deux autres aprés dix
jours, se sont révélés positifs.

L’excrétion de la protéine NS1 dans 1’urine a donné des résultats peu satisfaisants. Les meilleurs taux
Séme

de détection ont été observés au cours des 4°™ et jours apres le début de la fievre mais n’ont pas

dépassé 25%.

L’utilisation combinée d’urine et de salive, prélevées au méme moment, chez un méme patient, est
apparue intéressante, tout particulierement pour la détection du génome viral. Elle permet d’augmenter

les taux de détection par rapport a ceux obtenus en utilisant 1’urine et la salive séparément.

Au cours de ce travail, les tentatives d’isolement du virus en culture cellulaire a partir d’échantillons
de salive et d’urine positifs en RT-PCR se sont révélées infructueuses. Deux autres essais d’isolement
infructueux du DENV a partir d’échantillons d’urine ont été rapportés dans la littérature [189,192]. Par
contre, le WNV ainsi que le ZIKV ont pu étre isolés a partir d’urines de patients [202,203]. Le travail
réalisé¢ sur I’isolement du WNV a montré que les chances de parvenir a isoler le virus étaient
meilleures avec des échantillons d’urine n’ayant jamais été congelés et contenant plus de 6 log;o copies
d’ADNc/ml. Dans notre étude, malgré ’utilisation de colonnes de concentration, le titre maximum
obtenu n’a pas dépassé 5,2 log)o copies d’ADNc/ml. De plus, tous nos échantillons avaient été
congelés. Il n’est donc pas possible de conclure quant a la présence ou non de virus infectieux dans les

urines a partir de ce travail.

Les tests de diagnostic rapide développés par I’entreprise Standard Diagnostics afin de détecter la
protéine NS1 et les différents anticorps dirigés contre le DENV (IgM, IgG et IgA) se sont révélés,

dans I’ensemble, peu performants. Seul le test de détection de la protéine NS1 dans 1’urine a donné de
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bons résultats, comparés a ceux du test ELISA de I'IPC. Un pourcentage de concordance de 97,1%
ainsi qu’un coefficient kappa de 0,88 ont en effet été observés. En revanche une moins bonne
concordance entre le test rapide et le test ELISA de I’IPC pour la détection de la NS1 de la salive
(74,4%) et un mauvais coefficient kappa (0,28) ont été obtenus. Concernant les tests de détection des
anticorps dans 1’urine aussi bien que dans la salive, un manque de sensibilité a été constaté. Ce
probléme de sensibilité est probablement li¢ au faible volume d’échantillon requis pour réaliser le test.
Seuls 10 ul d’urine et 5 pl de salive sont nécessaires, alors que le test lorsqu’il est réalisé a partir du
sang, qui contient une quantité bien plus importante d’anticorps que 1’urine et la salive, nécessite 10

ul.

3. Articles

Article 2: Value of routine dengue diagnostic tests in urine and saliva specimens.

Andries AC, Duong V, Ly S, Cappelle J, Kim KS, Lorn Try P, Ros S, Ong S, Huy R,
Horwood P, Flamand M, Sakuntabhai A, Tarantola A, Buchy P. PLoS Negl Trop Dis. 2015
Sep 25;9(9):¢0004100
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Abstract

Background

Dengue laboratory diagnosis is essentially based on detection of the virus, its components
or antibodies directed against the virus in blood samples. Blood, however, may be difficult
to draw in some patients, especially in children, and sampling during outbreak investiga-
tions or epidemiological studies may face logistical challenges or limited compliance to inva-
sive procedures from subjects. The aim of this study was to assess the possibility of using
saliva and urine samples instead of blood for dengue diagnosis.

Methodology/Principal Findings

Serial plasma, urine and saliva samples were collected at several time-points between the
day of admission to hospital until three months after the onset of feverin children with con-
firmed dengue disease. Quantitative RT-PCR, NS1 antigen capture and ELISA serology for
anti-DENV antibody (IgG, IgM and IgA) detection were performed in parallel on the three
body fluids. RT-PCR and NS1 tests demonstrated an overall sensitivity of 85.4%/63.4%,
41.6%/14.5% and 39%/28.3%, in plasma, urine and saliva specimens, respectively. When
urine and saliva samples were collected at the same time-points and tested concurrently,
the diagnostic sensitivity of RNA and NS1 detection assays was 69.1% and 34.4%, respec-
tively. IgG/IgA detection assays had an overall sensitivity of 54.4%/37.4%, 38.5%/26.8%
and 52.9%/28.6% in plasma, urine and saliva specimens, respectively. IgM were detected
in 38.1% and 36% of the plasma and saliva samples but never in urine.

PLOS Neglected Tropical Diseases | DOI:10.1371/journal. pntd.0004100 September 25, 2015
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Although the performances of the different diagnostic methods were not as good in saliva

and urine as in plasma specimens, the results obtained by gRT-PCR and by anti-DENV
antibody ELISA could well justify the use of these two bodly fluids to detect dengue infection
in situations when the collection of blood specimens is not possible.

Author Summary

Dengue is the most important arthropod-borne disease affecting humans and represents a
huge public health burden in affected countries. Symptoms are often non-specific hence
the need for an early, sensitive and specific diagnosis of dengue for appropriate manage-
ment as well as for early epidemic detection. Currently, almost all laboratory diagnostic
methods require a blood specimen that may be sometimes be difficult or inconvenient to
obtain. In this study, we assessed the possibility to use saliva and urine samples as alterna-
tives to blood specimens in dengue diagnosis. We demonstrated that the performances of
the different diagnostic methods (RT-PCR, NS1 antigen detection and anti-DENV IgM/
IgG/IgA ELISAs) were in general not as good in saliva and urine as in plasma, but that the
use of these body fluids obtained by non-invasive methods could be of value in certain cir-
cumstances such as outbreak investigations or in young children (once they are old
enough to comply to instructions), in addition to the situations when blood cannot be eas-
ily collected (e.g., lack of phlebotomist, refusal of the procedure, etc.).

Introduction

Dengue virus (DENV; family Flaviviridae, genus Flavivirus), is a mosquito-borne, enveloped,
single stranded positive-senise RNA virus, Until recently, four serologically related but antigeni-
cally and genetically distinct dengue viruses (DENV-1, -2, -3,and -4) causing disease in human
were known, but a fifth serotype was recently discovered in Malaysia [1,2].

Over the last decades, DENV has become the most important arthropod-borne virus affect-
ing humans. Several factors such as rapid urbanization, failure to control mosquitoes and rapid
progress in air transportation have contributed to the emergence of endemic dengue in 128
countries in the world [3,4]. In 2009, the World Health Organization (WHO) estimated that
2.5 billion people were living in areas at high risk for infection, among which 50 million were
infected annually [1]. However due to weak disease surveillance, low level of reporting of cases
and difficulties in diagnosis, the true incidence and burden of dengue are very likely under esti-
mated. Using new modeling approaches, Bhatt et al. estimated that approximately 3.97 billion
people were living in areas where DENV is circulating and that almost 400 million cases of
dengue occurred every year worldwide [4],

While most infections are asymptomatic or result in a mild febrile illness, the virus is capa-
ble of producing life-threatening dengue hemorrhagic fever, dengue shock syndrome, and
non-specific complication of systemic diseases (e.g. encephalitis, hepatitis) [1]. The course of
dengue illness can be divided in three main phases: the febrile phase, the critical phase and the
recovery phase. Severe clinical disease manifestations such as fluid leakage, bleeding and shock
occurs during the critical phase which begins around day 4-7 after the onset of fever, when the
temperature drops under 38°C, and lasts usually between 48 to 72 hours. During the critical
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phase, the condition of patients experiencing a severe form of the disease worsens as a result of
plasma leakage whereas the condition of patients with a non-severe disease improves.

Direct diagnosis of DENV infection is based on virus isolation, detection of the viral genome
by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) or detection of NS1 antigen.
Indirect diagnosis using serological methods to detect anti-DENV IgM and IgG is commonly
employed, while IgA tests remain less commonly used. The selection of diagnostic methods
depends greatly on the time-point of the sample collection during the course of the disease.
RT-PCR and virus isolation require a blood sample collected during the early febrile phase of
the disease (0-5 days after the onset of fever) [1]. A sample obtained during the early phase is
also preferred for NS1 detection, but in patients experiencing a primary infection the NS1 anti-
gen remains detectable for nine days or more after the onset of fever [5,6]. Serological methods
can be used later during the course of the disease. IgM and IgA, however, can persist in blood
during several weeks or even months after the infection while IgG may persist for decades. Dif-
ferentiating between an acute and a recent DENV infection by these methods may therefore be
challenging. Currently almost all laboratory diagnostic methods require a blood sample that
may be difficult to obtain in children, the population which is most commonly affected by den-
gue in endemic regions, especially in field conditions or outbreak settings. Saliva and urine
samples could be used as surrogates for blood as the collection of these body fluids is non-inva-
sive and better accepted by patients, does not require medically-trained staff and the samples
are easier to process as they require only limited laboratory facilities.

Diagnosis using urine and saliva samples has already been explored for several other viral
infections such as HIV, Hepatitis A, B and C and rubella [7-13]. Urine specimens seem suitable
for the diagnosis of infection by West-Nile virus (WNV) and Zika virus (ZIKV)-two other fla-
viviruses—as viral genome of both viruses can be detected longer in urine than in serum
[14,15] and infectious WNV and ZIKV can be recovered from urine [16-18]. Previous studies
conducted on a limited number of samples have demonstrated that urine and saliva could be
used as an alternative to blood for serological or virological diagnosis of dengue [19-29].

The purpose of this study was to describe the excretion profiles of the anti-DENV antibodies
(IgG, IgM and 1gA), the NS1 antigen, the viral genome and of the infectious virus in plasma,
saliva and urine specimens obtained from a large number of Cambodian children with a con-
firmed dengue infection. In this study, we aimed to evaluate the possibility of using saliva and
urine as alternatives to serum or plasma samples. We also aimed to assess if urine and/or saliva
specimens could contribute to predict progression towards a severe form of the disease, as sug-
gested by Chuansumrit et al. [21], or if the use of such specimens increases the time window
for DENV infection confirmation as suggested by several previous studies [20,22,24].

Materials and Methods
Clinical samples

Plasma, saliva and urine samples used in this study were collected in Cambodia in 2013, during
the DENFREE (DENgue research Framework for Resisting Epidemics in Europe) study [30].
Samples were prospectively obtained from children hospitalized with clinically-suspected den-
gue in one of the three hospitals of the Kampong Cham province participating to the DEN-
FREE study. Dengue infection was confirmed in patients through a combination of: viral RNA
detection by quantitative RT-PCR (qRT-PCR); isolation of the virus in cell culture; detection of
the NS1 protein in the blood; by evidencing a IgM seroconversion in paired plasma and/or a
fourfold increase of the antibody titer measured by hemagglutination inhibition assay (HIA) in
paired plasma collected at least seven days apart. Disease severity was assessed for each patient
according to the 1997 WHO criteria and to the 2009 WHO guidelines [1, 31] using clinical,
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biological and paraclinical examination data recorded at admission and throughout the entire
hospitalization period. Patients were classified into 2 groups: non-severe dengue (dengue fever
(DF) according to the 1997 guidelines and DF without warning signs according to the 2009 WHO
guidelines) and severe dengue (dengue hemorrhagic fever (DHF) and DSS (dengue shock syn-
drome) according to the 1997 guidelines and dengue with warning signs as well as severe dengue
according to the 2009 WHO recommendations). Urine and saliva were collected daily during hos-
pitalization and then one week, two weeks, three weeks, one month and three months after the
discharge from hospital. Plasma specimens were collected at three time-points during hospitaliza-
tion: on admission, during hospitalization and at the time of hospital discharge. If the patient or
guardians gave consent, blood was also collected 30 and 90 days after leaving the hospital.

Urine specimens were collected in 50 ml sterile tubes. Due to the large volume of saliva
required for the analyses, the saliva specimens were obtained by direct spitting into 1.8 ml ster-
ile tubes. If possible, children were asked to spit into two separate tubes, an empty one and a
pre-filled one with 100ul of viral transport medium (VTM), until minimal volumes of 100 pl
and 200 pl were reached in the empty and the pre-filled tubes, respectively. All clinical samples
were stored at -80°C prior to testing. In addition to prevent degradation of the RNA and of the
virus infectivity, the freezing process was also beneficial to reduce the viscosity of the saliva.

Only patients with well-documented medical records allowing a clear assessment of the dis-
ease severity were included in this study.

The clinical specimens obtained from 20 patients hospitalized for a non-dengue febrile ill-
ness were also used to assess the specificity of the different diagnostic methods in urine and
saliva samples. These controls showed no biological evidences of on-going DENV infection
(DENV gRT-PCR negative, NS1 test negative and no anti-DENV antibodies in paired plasma
[admission and discharge]).

Viral genome detection

The viral RNA was extracted from 140 pl of plasma, 280 pl of saliva mixed with VIM and

280 pl of concentrated urine, using the QIAmp Viral RNA Mini kit (Qiagen, Germany). Urine
samples were concentrated using the 100K Microsep ultrafiltration device (Pall, USA) to con-
vert an initial volume of 5 ml urine to a final volume of 280 yl of concentrated urine. After
extraction, the DENV nucleic acids present in plasma were detected by a serotype-specific
quantitative multiplexed real-time RT-PCR (qRT-PCR) as previously described by Hue ef al.
[32]. For urine and saliva, the multiplex qRT-PCR was replaced by a monoplex gqRT-PCR as the
serotype was already identified in the corresponding plasma. Results were expressed in equiva-
lents to complementary DNA (cDNA) copies per ml. The limit of detection in plasma was 350
copies/ml for DENV-1, 75 copies/ml for DENV-2, 350 copies/ml for DENV-3 and 715 copies/ml
for DENV-4. The limit of detection was 200 copies/ml, 50 copies/ml, 200 copies/ml and 350 cop-
ies/ml for DENV-1, -2, -3 and -4, respectively, with the qRT-PCR in urine and plasma specimens
spiked with quantified synthetic plasmids.

As DENV viremia lasts only a few days after the onset of fever (DAOF), the samples selected
for the detection of the viral genome were mainly those collected during hospitalization. Addi-
tional urine and saliva specimens collected one to three weeks after discharge from the hospital
were also added as some data previously published suggested that the DENV genome could be
detected in urine until day 16 after the onset of fever [22].

Virus isolation in C6/36 cells

C6/36 cells were used in attempt to isolate DENV from urine and saliva samples. Before inocu-
lation, urine samples were dialyzed and concentrated in PBS using the 100K Microsep
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ultrafiltration system (Pall, USA) and then filtered through 0.2-pm membrane (Nalgene
Thermo Scientific, USA). Saliva diluted in VTM as well as urine samples were diluted 1/2 with
L15 Leibovitz Medium (Sigma Aldrich, Germany) containing 2% of fetal calf serum (Gibco
Life Technology, USA). Final volumes of 300 pl of diluted specimens, or controls, were inocu-
lated into 12-well plates containing 100% confluent C6/36 cells and incubated for 1 hour at
28°C. After incubation, 1.7 ml of medium was added to each well and the plates were incubated
at 28°C. After 7 days, cells were harvested and DENV was detected by an immunofluorescence
assay using serotype-specific monoclonal antibodies as described previously [33]. For samples
that tested negative, two additional passages on C6/36 were performed before concluding that
DENYV did not replicate.

Our positive controls consisted of urine and saliva specimens obtained from healthy indi-
viduals as well as VTM spiked with infectious virus at a final concentration of 3 to 7 log10
¢DNA copies/ml. Spiked urine controls were dialyzed and concentrated as for the patient’s
urine samples.

NS1 detection by ELISA

A capture ELISA was used to detect NS1 in plasma, non-concentrated urine and undiluted
saliva. In plasma and urine, the NS1 protein was detected by the two-step ELISA method
described by Alcon et al. [6] but after replacing polyclonal antibodies by monoclonal antibod-
ies. For the saliva specimens, a one-step capture ELISA was used. All the protocols are detailed
in 51 Table. Briefly, in the one-step ELISA developed for NS1 detection in saliva, the sample
and the conjugated antibody were incubated together for 2 hours. In the two-step ELISAs
(used for plasma and urine specimens), samples were first incubated for one hour and then
after a washing step, the conjugated antibody was added and incubated for one hour.

For the patients infected with DENV-1, the NS1 protein was quantified by ELISA using
serial two-fold serial dilutions of a solution containing a known concentration of affinity-puri-
fied DENV-1 recombinant NS1 protein expressed in HEK293T cells (kindly provided by Dr.
Marie Flamand, Institut Pasteur, Paris, France). The standard curve was linear between 0.5 ng/
ml and 16 ng/ml for all three NS1 assays. A result was considered positive if the OD was greater
than twice the mean OD value measured in 20 negative controls (20 healthy children enrolled
during the community study of DENFREE project).

Two positive controls, a weak one and a strong one, and one negative control were used to
validate the results of each plate. Inter- and intra-precision of the different ELISAs are shown
in 54 and S5 Tables. The samples used for the NS1 protein detection were mainly those col-
lected between DAOF 1 and 10 in hospitalized patients. In addition, 29 urine and 7 saliva spec-
imens collected between DAOF 10 and 16 were tested.

IgM and IgA detection by MAC-ELISA and AAC-ELISA and IgG
detection by indirect ELISA

In-house capture ELISAs were used to detect anti-DENV IgM (MAC-ELISA) and IgA
(AAC-ELISA) in plasma, non-concentrated urine and undiluted saliva specimens. For plasma,
MAC-ELISA and AAC-ELISA were performed as described previously [33,34]. For urine and
saliva samples, minor modifications to MAC-ELISA and AAC-ELISA protocols were adopted.
A 100 pl/well format was used for plasma and urine samples, but as only a limited volume of
saliva was available, a 50 pl/well format was used for this body fluid. The protocols used are
detailed in 52 and 53 Tables. One negative control, one weakly positive control and one
strongly positive control were tested in each plate in order to validate each plate of tests. Inter-
and intra-precision of the different assays are shown in 54 and S5 Tables.
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Results were expressed as AODs (OD of the sample incubated in the presence of antigen—
OD of the sample incubated in the absence of antigen). A result was considered as positive
when the AOD was higher than 0.05 for the saliva-based AAC-ELISA and higher than 0.1 for
all the other ELISAs. The cut-offs were determined by testing the samples from 20 healthy chil-
dren who showed no biological evidences of a previous DENV infection (DENV qRT-PCR
negative, NS1 ELISA negative and HI titer = 0). Cut-off values are shown in 51 Fig.

In-house indirect ELISAs were used to detect anti-DENV IgG in plasma, non-concentrated
urine and undiluted saliva specimens [35]. A 100 pl/well format was used for the plasma and
urine-based ELISAs, while a 50 pl/well format was used for the saliva-based ELISA, due to the
limited volume of samples available. The protocols used here are described in S6 Table.

Results were expressed as AODs. Results were considered as negative when the AOD was
below 0.2 for the ELISA in plasma (cut-off determined by comparing ELISA results to those
obtained by HIA with the same samples) and below 0.1 for the ELISAs in urine and saliva. Cut-
off values were determined by testing the samples obtained from 20 healthy children and are
described in S1 Fig.

For the evaluation of the antibody detection assays, the samples tested were collected during
the hospitalization as well as during the follow-up period after the patient was discharged from
the hospital. The panel contained samples collected as early as the day of the onset of fever as
well as specimens obtained up to 103 days after the beginning of the disease.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using STATA version 11.0 (StataCorp, USA). A significance
was assigned at P<0.05 for all parameters and were two-sided. The statistical differences
between various categorical groups were detected using Chi-squared test. Correlation coeffi-
cients between two continuous variables were calculated using Spearman’s rank correlation
test. Uncertainty was expressed by 95% confidence intervals (CI95).

In order to identify explanatory variables associated with the detection of the viral genome,
the NS1 antigen or the anti-DENV antibodies in the three different fluids, multivariate analysis
using a boosted regression tree (BRT) approach was used. BRT is a method combining regres-
sion trees with weak individual predictive performances into a single model with higher perfor-
mance. We used BRT because it is capable of dealing with complex responses, including non-
linear relationships and interactions between explanatory variables [36)], and we were expecting
such complex relationships between our explanatory and response variables. As part of the
final model, the BRT assesses the relative importance (RI) of each explanatory variable based
on the number of times a variable is used in all trees and its contribution to the final model
improvement. A higher RI of a predictor indicates a stronger influence on the response in ques-
tion (i.e. the detection of each diagnostic marker, in this study). The effect of each explanatory
variable on the response can be visualized by the use of partial dependence plots. For each
model with a binary response variable, a Receiver-Operating Characteristic (ROC) curve was
constructed and the area under the ROC curve (AUC) was calculated. The AUC ranges
between 0.5 for random prediction to 1, the higher the AUC the better the model performance.
For models with a continuous response variable, the performance of the model was estimated
by a correlation coefficient between observed and predicted datasets. This correlation coeffi-
cient ranges between 0 (no correlation) and 1 (perfect correlation), with values superior to 0.5
suggesting a high correlation. The analysis was carried out using the “dismo” package (version
1.0-5) [37] and the “gbm” package (version 2.1) [38] under the R statistical environment (R
Foundation, Vienna, Austria). A learning rate of 0.001, a bag fraction of 0.5 and a tree complex-
ity of 3 were used. The explanatory variables used are summarized in Table 1, The dengue
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Table 1. Explanatory variables used in the different BRT models.

Name Description Variable type

daof Number of day between the onset of feverand the  Continuous
time of sampling

status Immune status of the patient determined by HIA Categorical (Primary infection /
Secondary infection / Unknown)

classif Disease severity classification according to 1997 Categorical (Non severe / Severe)®
WHO guideline

logvir Viral load measured by qRT-PCR (log10 cDNA Continuous
copies/ml)
logNS1 NS1 concentration in plasma (log10 ng/ml) Continuous

antibodies Quantity of anti-DENV antibodies in plasma Continuous
estimated by optical density in ELISA

# Non severe disease refers to dengue fever (DF) and severe disease refers to dengue hemorrhagic fever
(DHF) and dengue with shock syndrome (DSS)

dol:10.1371/journal.pntd.0004100.t001

serotype was not included in the analyses as most of the patients included in this study were
infected with a DENV-1 strain during the 2013 epidemic in Cambodia.

Ethical aspects

The children’s legal representatives signed a written consent before the enrolment of the
patient. The DENFREE project was approved by the Cambodian National Ethics Committee
for Health Research (authorization no. 063NECHR).

Results

Dengue infection was confirmed in 401 of 574 children hospitalized with clinically-suspected
dengue included in the DENFREE study between June and September 2013. In total, 913
plasma, 1555 urine and 1564 saliva samples obtained from 267 patients with confirmed dengue
infection and complete records were analyzed. The patients were 3 to 16 years old (median age:
9 years) and 57.3% (153/267) were male. Because of sample volume limitations, all patients
may not have been included in each laboratory test evaluation. For each patient, between one
to eight urine (median = 4), one to six saliva (median = 3) and one to six plasma (median = 3)
samples were collected. Among these samples, a total of 763 matched plasma, urine and saliva
samples were obtained from the individual patients at the same time-point during the course
of the disease. The number of patients as well as the number and the characteristics of the sam-
ples used to evaluate each assay are summarized in Table 2.

Viral genome detection

Overall, 85.4% (323/378, C195 = [81.5-88.8]) of the plasma specimens obtained from 144
patients with a confirmed acute DENV infection and sampled from the day of onset of fever
until the 10™ day after fever onset, tested positive. Out of the 442 urine and the 562 saliva sam-
ples obtained between the day of fever onset until the 28™ day after the onset of fever (DAOF
28) from 118 and 132 patients, respectively, 41.6% (n = 184, CI95 = [37.0-46.4]) and 39%

(n =219, CI95 = [34.9-43.1]) tested positive by qRT-PCR. The qRT-PCR results are presented
based on days of sampling after the onset of fever (Fig 1, 57 Table, S9 Table). The proportion of
urine samples positive by gqRT-PCR increased with time, starting from a minimum of 13.6%
during the first 2 days after fever onset to a maximum of 66.6% at DAOF 9-10. At the latest
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Table 2. Characteristics of the samples used in each part of the study.

Plasma Urine Saliva
Complete study
Total number of samples 913 15565 1564
Total number of patients 267 267 267
Viral genome detection
Total number of samples 378 442 562
Total number of patients 144 118 132
Immune status
Primary infection 107 139 172
Secondary infection 185 206 269
Undetermined® 86 97 121
Serotype
DENV-1 273 369 401
DENV-2 40 44 61
DENV-3 0 0 0
DENV-4 65 29 100
gRT-PCR negative 0 0 0
Disease classification®
Non severe 210 228 317
Severe 168 214 245
Sample collection
At admission and during hospitalization 378 423 551
After hospital discharge 0 19 i
NS1 detection
Total number of samples 533 859 688
Total number of patients 217 193 197
Immune status
Primary infection 157 240 201
Secondary infection 267 446 342
Undetermined® 109 173 145
Serotype
DENV-1 365 502 481
DENV-2 44 54 58
DENV-3 9 19 17
DENV-4 86 147 111
gqRT-PCH negative 29 47 21
Disease classification”
Non severe 341 542 477
Severe 192 317 21
Sample collection
At admission and during hospitalization 533 839 687
After hospital discharge 0 20 1
Antibodies detection
Total number of samples 876 1,493 1,489
Total number of patients 255 219 227
Immune status
Primary infection 253 469 425
Secondary infection 450 735 784
(Continued)
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Table 2. (Continued)

Plasma Urine Saliva
Undetermined® 173 289 280
Disease classification®
Non severe 586 1,005 1,010
Severe 290 488 479
Sample collection
At admission and during hospitalization 690 1,020 287
After hospital discharge 186 473 402

%lmmune status is undetermined when the interval between admission and hospital discharge is < 7 days and the Hl titer at the time of hospital discharge
is <2560

® non-severe dengue corresponds to dengue fever (DF) according to the 1997 guidelines and to DF without warning signs according to the 2009 WHO
guidelines. Severe dengue corresponds to dengue hemorrhagic fever (DHF) and DSS (dengue shock syndrome) according to the 1997 guidelines and
dengue with waming signs and severe dengue according to the 2008 WHO recommendations.

doi: 10.1371/journal pntd.0004100 002

time-points, the proportion of urine samples positive by qRT-PCR was approximately the
same as the proportion of RNA-positive plasma specimens (71.4% and 62.5% at DAOF 9-10,
respectively). DENV RNA remained detectable in one urine sample at DAOF 16. The detection
rate of viral RNA by gRT-PCR in saliva samples followed the decreasing curve of the RNA
detection rate observed in the plasma specimens. The highest proportion of saliva samples that
tested positive for DENV RNA was observed between the first day and the 4 day of fever
(60.5% at DAOF 0-2, 63.9% at DAOF 3 and 58.5% at DAOF 4) whereas plasma samples col-
lected at the same time-points were RNA-positive in 96% to 100% of the cases. The RNA detec-
tion rate in saliva decreased thereafter (44.2%, 30.9%, 23.9%, 9.9%, 16% and 8.3% at DAOF 5,
6,7, 8,9 and 10, respectively), and all samples tested negative after DAOF 10. By comparison
with the percentage of plasma samples positive by qRT-PCR, the sensitivity of gqRT-PCR in
saliva was on average 46.2% lower, with a minimal difference of 36.1% at DAOF 3 and a maxi-
mal difference of 55.4% at DAOF 9.

In total, 57.6% (68/118) of the patients had at least one of their urine samples that tested
positive by qRT-PCR and 68.9% of them (92/132) had at least one saliva sample that tested
positive.

When only considering the 243 matched plasma, urine and saliva samples (i.e clinical speci-
mens collected from the same patients at the same time-points) obtained between DAOF 1 and
DAOF 12, the proportion of specimens that tested positive by qRT-PCR was 90.5% (220/243,
CI95 = [86.1-93.9]), 39.9% (97/243, CI95 = [33.7-46.4]) and 49.8% (121/243, CI95 = [43.3-
56.3]) for plasma, urine and saliva, respectively (Table 3). Three urine samples that tested posi-
tive had a corresponding matched plasma sample that tested negative. These 3 urine samples
were all collected at the time of hospital discharge: one at DAOF 6 and the two others at DAOF
10. Testing by qRT-PCR the urine and the plasma specimens led to an increase of the diagnos-
tic sensitivity: 90.5% of sensitivity if the plasma was tested alone, 91.8% when both urine and
plasma specimens were tested in parallel. The diagnostic sensitivity increased from 85% for
plasma samples alone to 86.7% for the plasma and urine combination with samples collected at
DAOF 6-7 and from 70.7% to 75.6% during the second week after fever onset. All subjects
whose saliva samples tested positive also had detectable RNA levels in their corresponding
plasma samples. If both the urine and the saliva samples collected at the same time-points were
screened for DENV-RNA the diagnostic sensitivity increased to 69.1% (168/243, CI95 = [62.9~
74.9]). If saliva and urine specimens were tested in parallel instead of testing the plasma, the
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overall diagnostic sensitivity decreased by 21.4% (by 16.7% if the samples were collected at
DAQF 0-1 or at DAOF 6-7, by 22.4% at DAOF 3-4, by 23% at DAOF 4-5, and by 24.4% for
samples obtained during the 2 week after the onset of fever).

All clinical specimens obtained from 20 patients hospitalized for a non-dengue febrile illness
tested negative.

On average, 8.2 log10 cDNA copies/ml (min = 2.4 log10 and max = 9.9 log10 cDNA copies/
ml) were detected in plasma samples collected between DAOF 0 and 10, 3.5 log 10 cDNA cop-
ies/ml (min = 1 log 10 and max = 5.2 log10 cDNA copies/ml) were measured in urine speci-
mens obtained between DAOF 1 and 16, and 4.6 log10 cDNA copies/ml (min = 1.1 logl0 and
max = 6.1 lon10 cDNA copies/ml) were detected in saliva specimens collected between DAOF
1 and 10. The results from 261, 167 and 164 sequential positive plasma, urine and saliva sam-
ples collected between DAOF 1 and 10 and obtained from 103, 57 and 54 patients, respectively,
were used to estimate the mean viral load according to the DAOF. The results are presented in
Fig 2. Briefly, before the 4™ day after the onset of fever, the mean viral load in plasma was at its
maximum, at approximately 8.5 log10 cDNA copies/ml. Thereafter, the mean viral load in
those samples that tested positive progressively decreased over time. The mean viral load in
urine increased from 2.1 to 3.8 log10 cDNA/copies from the 2° day until the 5™ day after
onset of fever. Then it decreased very slowly until DAOF 9 before significantly dropping at
DAOF 10. Until DAOF 6, the mean viral load in saliva specimens that tested positive by
qRT-PCR was approximately 3.5 log10 lower than in plasma. From DAQF 7, the mean viral
load in saliva continued to only very slightly decrease and at DAOF 9 reached the same level
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Fig 2. Mean viral load measured by gRT-PCR in plasma, urine and saliva.

doi:10.1371/journal.pntd.0004 100.g002

than in plasma. The viral load measured in saliva correlated with the viral load measured in
plasma (Spearman coefficient = 0.51, p-value<0.001) whereas there was no correlation
between viral loads in plasma and in urine (p-value = 0.28).

Virus isolation in C6/36 cells

In total, 15 urine and 15 saliva samples that tested positive by QRT-PCR with a high viral load,
i.e. between 3.5 and 5 logl0 cDNA copies/ml, were inoculated onto C6/36 mosquito cells. Even
after 3 passages, all cell cultures remained negative by immunofluorescence assay. DENV was
isolated only from VTM, urine and saliva controls spiked with virus at a concentration equal to
or greater than 4 logl0 cDNA copies/ml but not when the initial virus concentration was
lower. No cell death was observed in the wells inoculated with the three different negative con-
trols i.e, cell culture medium, dialyzed urine samples and saliva samples obtained from healthy
donors.

NS1 detection by capture ELISA

A total of 856 urine and 688 saliva samples obtained from 193 and 197 patients with confirmed
dengue were tested. In total, 14.5% (n = 124, CI95 = [12.2-17.0]) of the urine samples and
28.3% (n = 195, CI95 = [25-31.9]) of the saliva samples tested positive by NS1 ELISA. By com-
parison, 63.4% (338/533, CI95 = [59.2-67.5]) of all plasma samples obtained from hospitalized
patients and included in this study tested positive for NS1 (57 Table, S Table).

The positivity rates of NS1 antigen detection in plasma, urine and saliva samples by day of
sampling after the onset of fever are presented in Fig 3 and 57 Table. The NS1 protein was
detected in 15.4% of the saliva and in 3.2% of the urine specimens at the beginning of the dis-
ease. This percentage increased to reach a maximum of 42.6% in saliva samples and 24.3% in
urine specimens at DAOF 4. The proportion of NS1-positive samples then decreased slowly

PLOS Neglected Tropical Diseases | DOI:10.1371/journal.pntd.0004100 September 25, 2015
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until DAOF 10 and no sample tested positive after that time-point. In plasma, the proportion
of samples that tested positive for NS1 was the highest (88.2%) at DAOF 3 and then progres-
sively decreased over time. At DAOF 9, the last time-point at which the plasma specimens
were tested, 22.2% of the samples tested positive by NS1 ELISA.

In total, 46.2% (91/197) and 37.8% (73/193) of the patients tested positive in NS1 capture
ELISA in at least one of their saliva and urine samples. Among the 91 patients that had at least
one NS1-positive saliva sample, the first specimen collected at admission tested positive in 67%
(n = 61) of the cases. Among the 73 patients that had at least one of their urine samples that
tested positive, only 41.1% (n = 30) had a positive urine sample at the time of hospital admis-
sion. Using the results obtained by testing the sequential biological samples collected through-
out the hospitalization, the median first day of the NS1 detection in urine was determined for
30 patients at DAOF 5 (mean = 5.1), with a minimum at DAOF 3 and a maximum at DAOF 9.
Based on a subset of 17 patients, we were able to establish that the median duration of NS1
antigen detection in the urine of a DENV-infected patient was 1 day (mean = 1.5), with a maxi-
mum of 3 days.

The NS1 antigen was detected in 70.9% (202/285), 27.4% (46/168) and 47.7% (73/153) of
the plasma, urine and saliva specimens that also tested positive by qRT-PCR. The NS1 ELISA
was also positive in 20.9% (9/43), 10.7% (21/196) and 20.7% (42/203) of the plasma, urine and
saliva samples that tested negative by qRT-PCR.
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NS1 ELISA was used to test a total of 314 plasma, urine and saliva samples obtained from
the same patients at the same time-points, between DAOF 1 and DAOF 12. The results were
positive in 69.4% (218/314, CI95 = [64.0-74.5]), 15.9% (50/314, CI95 = [12.1-20.4]) and 30.6%
(96/314, CI95 = [25.5-36.0]) of the plasma, urine and saliva samples, respectively (Table 3). An
overall diagnostic sensitivity of 34.4% (108/314, CI95 = [29.2-39.9]) was obtained by combin-
ing the NS1 results of urine and saliva, If saliva and urine samples were tested together instead
of plasma, diagnostic sensitivity decreased to 16.7%, 34.9%, 49.5%, 32.2% and 10.9%, at day
0-1, 2-3, 4-5, 6-7 and during the second week after the onset of fever, respectively, while sensi-
tivity in plasma was 83.3%, 91.6%, 79%, 55.9% and 29.1% at the same time-points. Each time a
saliva or a urine sample tested positive, the NS1 antigen was also detected in the corresponding
plasma specimen. All clinical specimens obtained from 20 patients hospitalized for a non-den-
gue febrile illness tested negative.

Between DAOF 1 and 10, the average concentration of NS1 protein detected in the clinical
specimens was 889 ng/ml (min = 0.8 ng/ml and max = 8 pg/ml) in plasma, 7.2 ng/ml
(min = 0.5 ng/ml and max = 60 ng/ml) in urine and 3.8 ng/ml (min = 0.5 ng/ml and
max = 41.5 ng/ml) in saliva. The mean NS1 concentration in the plasma specimens increased
from 800 ng/ml at DAOF 1-2 to reach a maximal mean concentration of 1.2 pg/ml at DAOF
5-6. It then decreased to reach a concentration of 400 ng/ml at DAOF 8-10 (52 Fig). The mean
NS1 concentration in urine was stable between DAOF3 and 5 (7 ng/ml) and increased at
DAOF 6 (14 ng/ml) and DAOF 7 (26 ng/ml) (52 Fig). No significant variation in NS1 concen-
tration was observed over time in saliva samples (52 Fig).

Detection of anti-DENV antibodies

A total of 100 urine specimens were initially tested by MAC-ELISA and since all of them were
negative we decided not to include additional samples to the evaluation panel. A total of 1493
and 1483 urine samples were used to evaluate the performances of the IgG and IgA ELISAs in
this biological fluid. Out of the 1489 saliva samples available for serological evaluation, 1123,
1395 and 1101 were used for the IgG, IgM and IgA assays, respectively. A total of 766, 678 and
778 plasma samples were tested by indirect IgG ELISA, MAC-ELISA and AAC-ELISA,
respectively.

Anti-DENV IgM were detected in 36% (244/678, C195 = [32.4-39.7]) and 38.1% (531/1395,
CI95 = [35.5-40.7]) of all the plasma and saliva samples, respectively, while none of the urine
specimens (0/100) tested positive by MAC-ELISA. Overall 37.4% (291/778, CI95 = [34.0-
40.9]) of the plasma, 26.8% (397/1483, CI95 = [24.5-29.1]) of the urine samples and 28.6%
(315/1101, CI95 = [26.0-31.4]) of the saliva samples tested positive by AAC-ELISA. In total,
54.4% (417/766, C195 = [50.8-58.0]) of the plasma samples, 38.5% (575/1493, CI95 = [36.0-
41.0]) of the urine samples and 52.9% (594/1123, CI95 = [49.9-55.8]) of the saliva specimens
tested positive by indirect IgG ELISA.

Fig 4 and 87 Table show the percentage of positive results obtained for anti-DENV IgM,
IgA and IgG detection in urine, saliva and plasma samples according to DAOF. The positivity
rates obtained for IgM, IgA and IgG antibodies detection in the saliva samples were slightly
lower than the ones observed for these antibodies in plasma specimens, but both kinetics were
in general very similar. MAC-ELISAs sensitivity increased until DAOF 7, to reach 86% and
73% in plasma and saliva, respectively. The sensitivity remained stable during the second week
of the disease and then decreased gradually over the following weeks. Six weeks after the onset
of the fever, 16% and 6% of the plasma and saliva samples tested positive. At three months, less
than 2% of the plasma and saliva samples still contained detectable levels of anti-DENV IgM.

PLOS Neglected Tropical Diseases | DOI:10.1371/journal.pntd.0004100 September 25, 2015 14/30
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doi:10.1371/journal pntd.0004100.9004

The profiles of the sensitivity kinetic curves for anti-DENV IgA were similar in plasma,
urine and saliva specimens. The sensitivity increased until the second week after the onset of
fever to reach a maximum of 90% in the plasma and 65% in both the urine and the saliva

PLOS Neglected Tropical Diseases | DOI:10.1371/journal. pntd.0004100 September 25, 2015
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specimens. The detections rates in urine and saliva then decreased and six weeks after the
beginning of the infection only 3% of the urine and saliva samples still tested positive. The
anti-DENV IgA antibody was detected in 30% and 10% of the plasma samples collected six
weeks and three months after the onset of fever, respectively.

All of the three kinetic curves of the anti-DENV IgG antibodies detection also had a similar
overall profile. The proportion of plasma samples that tested positive for IgG quickly increased
after the onset of the disease and between the three last collection points the values varied only
slightly from 82% at week 2 to 74% at month 3 after fever onset. The percentage of urine sam-
ples that tested positive for IgG during the first week was on average 11% lower compared to
the percentage of plasma samples that were IgG-positive. Globally both kinetic curves followed
the same trend. After a peak at 70.2% during the second week of the disease, the curve demon-
strated a regular decrease. In total, 25.9% of the samples tested positive one month after the
infection and only 10% after three months. The IgG detection rate in saliva increased continu-
ously from the 1°* day of fever until the second week when it reached a platean around 80%.
The sensitivity of the IgG test in saliva samples during the first two weeks of the disease was on
average 7% lower compared to the sensitivity of the assay in plasma specimens. From week 5,
the detection rate began to decrease and three months after the infection, 46% of the saliva
samples remained positive for anti-DENV IgG.

A total of 514 matched plasma, urine and saliva samples collected between DAOF 1 and
DAOF 103 were tested by AAC-ELISA. The results were positive in 39.9% (205/514, CI95 =
[35.6-44.3]), 23.3% (120/514, CI95 = [19.8-27.2]) and 24.1% (124/514, CI95 = [20.5-28.1]) of
the plasma, urine and saliva samples, respectively (Table 3). Concurrent testing of urine and
saliva specimens by AAC-ELISA increased sensitivity by 6.7% and 5.9% compared to testing
the urine or saliva samples alone and resulted in an overall decrease of the sensitivity to detect
anti-DENV IgA by 10%, compared to AAC-ELISA in plasma (decrease by 2.3% for samples
collected at day 2-3, by 7.5% at day 4-5, by 15.1% at day 6-7, by 7.3% during the 2™ week, by
25.8% six week after and by 5.5% three months after the onset of fever).

A total of 563 plasma, urine and saliva samples obtained from the same patients at the same
time-points, between DAOF 1 and DAOF 103, were tested by IgG indirect ELISA. Anti-DENV
1gG were detected in 56.8% (320/563, C195 = [52.6-61.0]), 32.1% (181/563, CI95 = [28.3-
36.2]) and 42.8% (241/563, CI95 = [38.7-47.0]) of the plasma, urine and saliva samples, respec-
tively (Table 3). An overall detection rate of 49.7% (280/563, CI95 = [45.5-53.9]) was obtained
by combining the IgG results of paired urine and saliva specimens. The difference between the
sensitivity of the IgG test in plasma and in urine and saliva samples varied from a minimum of
9.1% (DAOF 2-3) and 3.4% (DAOF 2-3) to a maximum of 63.6% (month 3) and 30.6%
(month 3), respectively. The difference between the sensitivity of the assay in plasma and the
one obtained by combining results of paired urine and saliva was below 10% at all time-points
(minimal difference: 0% at DAOF 6-7; maximal difference: 7.5% at DAOF 4-5), except at
DAOF 0-1 and 3 months after the onset of fever when the difference reached 18.2% and
28.4%, respectively.

BRT analyses

The BRT analyses demonstrated that the three explanatory variables (“daof”, “status” and
“classif”) used in the study had a significant effect on the detection of DENV genome in plasma
by qRT-PCR. The variable “daof” (number of days after the onset of fever) had the higher rela-
tive importance (RI = 57.4%), followed by the immunological status (primary or secondary
infection) (RI = 25.8%) and then by the severity of the disease (RI = 16.8%) (Table 4). The par-
tial dependence plots suggested that there was a higher probability of detecting DENV-RNA in
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Table 4. Results of the Boosted Regression Trees analysis for the detection of viral genome in plasma, urine and saliva.

Sample Mean Relative Importance (Standard deviation) Mean AUC* (Standard deviation)
daof status classif logvir

Plasma 57.36 (0.30) 25.80 (0.25) 16.84 (0.26) 0.853 (0.007)

Urine 26.79 (0.22) 14.44 (0.19) 6.18 (0.15) 52.60 (0.31) 0.720 (0.008)

Saliva 18.49 020) 14,05 (0.12) 322 040) 64.24 (026) 0,820 (0.005)

daof: number of days between the onset of the fever and the time of sampling

status: immune status of the patient (primary versus secondary infection) determined by HIA
classif; disease classification according to the 1997 and the 2009 WHO guidelines

logvir: viral load measured by gRT-PCR (log10 cDNA copies/ml)

*Estimate of the model performance

doi:10.1371/journal pntd 0004100 1004

the plasma specimens obtained during the early febrile phase of the infection, in the samples
obtained from patients with a primary infection and in patients presenting with a severe form

of the disease (Fig 5). Models with four variables (“daof”, “status”,

» w

classif” and “logvir” [viral

load in plasma]) were applied for the analysis of the qRT-PCR results in saliva and urine
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Fig 5. Partial dependence plots for the most influential variables explaining viral genome detection in plasma, urine and saliva.

doi:10.1371/journal.pntd 0004 100 g005
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Table 5. Results of the Boosted Regression Trees analysis for the detection of NS1 antigen in plasma, urine and saliva.

Sample Mean Relative Importance (Standard deviation) Mean AUC*(Standard deviation)
daof status classif IgG logNS1

Plasma 52.59 (0.19) 43.36 (0.30) 4.04 (0.23) » " 0.826 (0.004)

Plasma 8.02 (0.16) 5 271 (0.08) 89.27 (0.20) P 0.895 (0.003)

Urine 25.38 (0.29) 7.67 (0.28) 232 (0.15) . 64.63 (0.34) 0.751 (0.006)

Saliva 20.94 (0.75) 9.93 (0.50) 1.83 (0.24) - 67.30 (0.13) 0.730 (0.004)

daof: number of day between onset of fever and sampling

status: immune status of the patient determined by HIA

classif: disease classification according to the 1997 and the 2008 WHO guidelines
19G: anti-DENV IgG quantity in plasma estimated by optical density in indirect ELISA
logNS1: NS1 concentration in plasma (log10 ng/ml)

*Estimate of the model performance

doi:10.1371/journal.pntd.0004100.1005

samples. The variable “logvir” was the main explanatory variable (RI saliva = 64.2% and RI
urine = 52.6%) in both models, followed by “daof” (RI saliva = 18.5% and RI urine = 26.8%)
and “status” (RI saliva = 14.1% and RI urine = 14.4%) (Table 4). The model applied for saliva
specimens demonstrated a positive association between the RNA load measured in plasma and
the detection of the dengue genome in saliva. With the model used for urine specimens, a more
complex relationship with two maxima was observed: the first one for a viral load between 4
and 6 logl0 cDNA copies/ml and the second one for a viral load greater than 8 logl0 cDNA
copies/ml. The detection of the virus genome in saliva and urine samples was better during pri-
mary infections (Fig 5). The RI for the variable “classif” was only 3.2% and 6.2% in saliva and
urine specimens, respectively (Table 4). The partial dependence plots suggested a slightly better
detection of DENV-RNA in the urine of patients experiencing a severe form of the disease (Fig
5).

The best BRT model for NS1 detection in plasma was obtained by using the variables
“daof”, “classif” and by replacing the variable “status” by the continuous variable “IgG” (level
of IgG antibodies in the plasma specimens estimated by the ELISA OD value). The relative
importance of the variable “IgG” was 89.3% and the partial dependence plot demonstrated a
nearly linear decreasing association with the detection of NS1 protein (Table 5, Fig 6). The vari-
ables “daof” and “classif” had a RI of 8.0% and 2.7%, respectively. The severity of the disease
(variable “classif”) can be considered as having a negligible effect on the detection of the NS1
protein in the plasma samples. The BRT models used for NS1 antigen detection in saliva and
urine specimens were built with the variables “daof”, “status”, “classif” and “logNS1” (NS1 pro-
tein concentration in plasma). The higher RI in both models was obtained for the continuous
variable “logNS1” (RI = 67.3% and 64.6% for the saliva and urine models, respectively)

(Table 5). The partial dependence plots demonstrated a positive association between NS1 pro-
tein concentration in plasma samples and detection of NS1 antigen in saliva and urine speci-
mens (Fig 6). The second main explanatory variable identified was “daof” (RI = 20.9% and
25.4% for the saliva and the urine models, respectively) with an optimal detection of the NS1
protein being between the 3™ and the 8™ day after the onset of fever, in both the saliva and the
urine samples (Table 5, Fig 6). The contribution to the models of the variables “status” and
“classif” was very low (Table 5).

In all of the BRT models generated for anti-DENV antibodies detection in the three differ-
ent body fluids, the impact of the explanatory variable “classif” (severe versus non-severe den-
gue) was negligible. The detection of IgG in plasma specimens was explained by the variables
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Fig 6. Partial dependence plots for the most influential variables explaining NS1 antigen detection in plasma, urine and saliva.
doi:10.1371/journal pntd.0004100,g006

“daof” and “status” with a close relative importance (47.2% and 49.3%, respectively) (L'able 6).
The partial dependence plots showed that the detection of IgG in plasma was associated with
secondary infection and that IgG antibodies were detected from one week until the end of the
follow-up period (Fig 7). For the detection of IgM in plasma specimens, the variable “daof”
appeared to be the only explanatory variable and was associated with a RI of 95.4%. The Rls of
the variables “status” and “classif” were negligible at 3.3% and 1.4% (T'able 6). The detection of
anti-DENV IgA antibodies in plasma samples was mainly explained by the variable “daof”

(RI = 69.8%) and was the highest between one and four weeks after the onset of fever (Table 6,
Fig 7). The immune status of the patient (secondary infection) also contributed to explain the
ability to detect IgA antibodies (RI = 26.2%) (Table 6, Fig 7). The detection of antibodies in
saliva samples was linked mainly to the level of the corresponding class of immunoglobulin in
plasma (IgG detection: RI = 50.8%; IgM detection: RI = 68.5%; IgA detection: RI = 58.4%). Sim-
ilarly, the detection of IgA antibody in urine samples correlated with the titer of IgA in plasma
(RI = 60.2%). The relative importance of plasmatic IgG level appeared to be only 20.3% for the
detection of IgG in urine specimens. The main variables associated with the presence of IgG in
urine samples were the immunological status (Rl = 42.1% in secondary infections) and the date
of sampling (RI = 36%) (Table 6, Fig 7).
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Table 6. Results of the Boosted Regression Trees analysis for the detection of anti-DENV antibodies in plasma, urine and saliva.

Antibody Sample Mean Relative Importance (Standard deviation) Mean AUC*(Standard deviation)
daof status classif antibodies
IgG Plasma 47.26 (0.10) 49.31 (0.12) 3.43 (0.06) " 0.910 (0.002)
Urine 36.00 (0.12) 42.05 (0.18) 1.66 (0.03) 20.29 (0.16) 0.895 (0.001)
Saliva 23.49 (0.14) 24.42 (0.14) 1.33 (0.04) 50.76 (0.23) 0.908 (0.002)
IgM Plasma 95.37 (0.28) 3.26 (0.27) 1.37 (0.11) - 0.883 (0.003)
Saliva 26.49 (0.13) 4.62 (0.08) 0.39 (0.03) 68.51 (0.17) 0.878 (0.002)
IgA Plasma 69.76 (0.20) 26.24 (0.09) 4,00 (0.17) - 0.907 (0.002)
Urine 23.68 (0.03) 15.59 (0.10) 0.55 (0.07) 60.18 (0.10) 0.904 (0.002)
Saliva 26.94 (0.11) 11.54 (0.06) 3.08 (0.05) 58.44 (0.135) 0.899 (0.002)

daof: number of days between the onset of the fever and the day of sampling

status: immune status of the patient determined by HIA (primary versus secondary infection)

classif: severity of the disease according to the 1997 and the 2009 WHO guidelines
antibodies: level of the corresponding immunoglobulin isotype in the plasma estimated by the measure by ELISA of the optical density
*Estimate of the model performance

doi:10.1371/journal.pntd.0004100.t006

Two BRT models were used to identify factors influencing NS1 concentration (NS1 model,
variable “logns1”) and the RNA load (RNA model, variable “logvir”) in plasma samples during
the acute febrile phase of the disease (DAOF 0-5). Both models were built with the explanatory
variables “daof”, “classif” and “igg”. In both models the higher RI was obtained for the variable
“igg” (RI = 85.2% and 77.3% for the NS1 and the viral RNA models, respectively), followed by
the variable “daof” (RI = 8.5% and 20.9% for the NS1 and the viral RNA models, respectively)
and the variable “classif” (RI = 6.3% and 1.8% for the NS1 and viral RNA models, respectively)
(88 Table). The partial dependence plot analysis demonstrated that higher NS1 concentrations
and RNA loads were associated with very low level of anti-DENV IgG (OD <0.15) (53 Fig).

Discussion

One of the objectives of this study was to assess the possibility to use saliva or urine specimens
instead of blood for the diagnosis of dengue infections in specific situations. The evaluation
included the assays most routinely used for dengue diagnosis: viral genome detection by
gRT-PCR, virus isolation in mosquito cell lines, NS1 antigen and anti-DENV antibody detec-
tion by ELISA methods. In order to generate the strongest data possible, a large number of
samples obtained from children hospitalized in Cambodia for dengue of varying degrees of
severity were tested. This is the first study in which plasma, urine and saliva obtained from the
same patients, at the same time-points, were tested in parallel and the results compared to esti-
mate the performances of the various dengue diagnostic assays.

Saliva and urine specimens are obtained through non-invasive procedures that require the
patient’s participation. If devices for urine sampling in infants exist and if saliva can be col-
lected with small specific swabs, one may consider that in the youngest children the collection
of capillary blood on filter paper after a finger-prick could be a better alternative to venipunc-
ture than urine or saliva sampling.

This is the first study that aimed to detect the DENV genome in such a large number of
saliva samples and to comprehensively describe the kinetics of DENV genome detection in this
body fluid. Previously, Anders et al. attempted to detect the DENV genome in saliva swab spec-
imens obtained from six patients with confirmed DENV infection but all samples tested
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negative [26]. The DENV genome was successfully detected from saliva samples in only few
instances and described in some cases reports [20,23] as well as in one very recent study per-
formed on only 14 patients [19]. We demonstrated here that, as in the plasma, the sensitivity of
the genome detection in saliva specimens was the highest during the early acute phase of the
infection (i.e., 63.9% at day 3 post-fever; approximately 60% during the four first days of the
disease) and then decreased over time before the RNA became undetectable 10 days after the
onset of fever. The curves of the sensitivity of the RNA detection in plasma and saliva speci-
mens had very similar profiles over time. Nevertheless, the sensitivity of the qRT-PCR in saliva
was on average 40% lower than in plasma when the specimens were tested between DAOF0
and DAOFS8. The BRT analysis indicated that the higher the RNA load in plasma, the higher
the probability of detecting the viral RNA in saliva samples was.

Some authors showed in a limited number of patients and samples that the DENV genome
could be detected in urine specimens [19,20,22-24]. Hirayama et al. described the results
obtained with 77 urine samples collected from 53 patients and described DENV genome excre-
tion kinetics similar to the one we report here, i.e. a delayed excretion of the viral genome in
urine by comparison to blood [22]. In some cases, the DENV genome was still detectable in
urine samples while the serum already turned negative by gRT-PCR [20,22,24]. In our study,
we observed this pattern in three patients whose plasma collected at the time of hospital dis-
charge (up to10 days after onset of fever) tested negative, whereas their urine collected at the
same time was positive. The sensitivity of the confirmation of the dengue infection by viral
genome detection improved from 79.6% to 82.6% when qRT-PCR was performed in both
urine and plasma samples collected after the 5 day of fever, compared to qRT-PCR in plasma
alone. Nevertheless, even after DAOF 5, plasma remained the best biological fluid to use for
dengue diagnosis. Indeed, out of the 116 pairs of urine and plasma samples collected during
the early convalescent phase of the disease from the same patients, 63.8% were concordant (i.e,
both urine and plasma samples tested positive or both urine and plasma samples tested nega-
tive). Only three pairs demonstrated discordant results with an advantage for urine over
plasma whereas 39 pairs gave discordant results in favor of plasma (i.e. the urine sample tested
negative whereas the corresponding plasma sample tested positive). After discharge from the
hospital, the urine sample of three other patients still tested positive (two patients at DAOF 13
and one patient at DAOF 16) but the comparison with plasma was not possible as blood sam-
ples were unavailable for these time points. All patients whose saliva samples tested positive
also had detectable levels of RNA in the plasma samples collected at the same time-points.
Thus, testing saliva in addition to the plasma samples did not significantly improve diagnostic
sensitivity. When it is not possible to get blood samples, testing concurrently both urine and
saliva specimens by qRT-PCR could offer an interesting alternative as the overall diagnostic
sensitivity was 76.1% during the acute phase of the disease (DAOF 0-5) and 59.4% during the
early convalescent phase (DAOF 6-12). Alternatively, the analysis of sequential urine or saliva
specimens could also provide, in specific situations, some acceptable results as 57% of the
patients had at least one positive urine sample and almost 69% of them had a least one saliva
sample that tested positive in the course of the disease.

To date, DENV has never been isolated from urine or saliva. Two unsuccessful attempts to
isolate the DENV from urine and one attempt to isolate the virus from saliva were previously
reported by Hirayama et al. and Korhonen et al. [19,22]. The low RNA loads in urine and saliva
observed in our study could provide one explanation to the inability to isolate the virus after
inoculation of the samples onto C6/36 or Vero E6 cells [39]. Nevertheless, the absence of infec-
tious DENV particles from urine and saliva specimens will be attested only after unsuccessful
inoculation of the RNA-positive samples into mosquitoes, as this method is recognized as the
most sensitive for DENV isolation [40]. Direct toxicity on C6/36 or Vero E6 cells of some urine
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and saliva components could also explain the inability to isolate the virus from those samples.
In our study, urine samples were dialyzed before inoculation in order to eliminate potentially
toxic components and saliva samples were inoculated after dilution with culture media to
avoid excessive direct toxicity. Furthermore, the controls included in the series of culture plates
provided evidence that a premature cell death was not responsible for the absence of virus
detection. It rather appeared that a low viral load was at the origin of an absence of detection of
infectious virus in saliva and urine specimens. But it is also possible that the DENV RNA
detected by qQRT-PCR in urine was “free” viral RNA that was able to go through the glomeruli
while virus particles, especially those embedded in large immune complexes, were stopped.

The detection of NS1 protein in saliva and/or urine samples has already been reported in
three studies bearing on a limited number of patients [19,21,26] and recently in a larger study
including urine samples from 96 patients [41]. Here, we demonstrate that the sensitivity of
NS1 detection in saliva and urine samples follow a similar trend over time. Diagnostic sensitiv-
ity increased progressively until DAOF 4 to reach a maximum of 25% in urine and 40% in
saliva samples, and then decreased until NS1 became undetectable, ten days after fever onset.
The sensitivity NS1 antigen detection in urine and saliva samples observed in our study was
lower than the one reported previously. Anders et al. reported 64.7% (55/85) of saliva samples
positive for NS1 protein when testing patients with a positive NS1 antigenemia [26]. In our
study, only 25.8% (99/383) of the paired plasma and saliva samples tested both positive, at the
same time-point. Chuansumrit ef al., Korhonen et al. and Saito et al. previously evaluated the
sensitivity of NS1 detection in urine using the same commercial ELISA kit. Chuansumrit et al.
and Korhonen et al reported sensitivities of 65.6% and 54.2%, respectively [19,21]. Saito et al.
described a positive detection rate of NS1 ranging from 13% to 43% according to days after dis-
ease onset. The highest detection rate was obtained on days 6-10 after disease onset [41]. As
observed for the RNA load, NS1 protein concentrations measured in urine and saliva samples
were much lower than those measured in plasma specimens. The multivariate analysis using
BRT identified the NS1 concentration in plasma as the main factor explaining the possibility of
detecting the viral protein in urine and saliva. Korhonen et al. also showed that the NS1 con-
centration in urine positively correlated with the concentration in urine of the total proteins
[19]. In their study, Chuansumrit et al reported a higher NS1 detection rate in urine samples
obtained from patients with DHF than in patients presenting with a mild DF [21]. Our statisti-
cal analysis performed in a large patient series did not evidence a higher probability of detect-
ing NS1 in the urine of patients experiencing a severe form of the disease (DHF and DSS) than
in those presenting with a mild infection. We decided not to concentrate urine specimens
before testing for NS1 in order to keep the ELISA protocol as easy and cheap as possible to
meet the “real-life” conditions of most endemic countries which are also often developing
countries. Saito et al. investigated the benefit of urine concentration prior to NS1 capture by
ELISA with 37 paired concentrated and non-concentrated urine samples. Concentration
allowed the detection of NS1 antigen in three samples that tested negative before concentration
[41]. For well-equipped laboratories that may be willing to use urine as a replacement to blood
for DENV infection confirmation, it would be important to further develop of a fast and simple
method for NS1 protein concentration.

Our study also shows that 2/3 of the plasma samples that tested positive by gRT-PCR also
tested positive for NS1 detection; that half of the saliva samples that tested positive by
qRT-PCR also tested positive by NS1 capture ELISA, but that NS1 was detected in less than
30% of the urine samples that tested positive by qRT-PCR. The discrepancy between the RNA
and NS1 detection in urine samples obtained from patients with detectable viremia suggests
that these two biological markers of dengue infection are potentially released in urine through
different mechanisms that remain to be clarified.
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Similarly to Vasquez ef al., we were unable to detect anti-DENV IgM in urine specimens
[25]. The sensitivity of the IgM and the IgG assays in saliva was close to those obtained in
plasma samples. The sensitivity of the IgA serology in both urine and saliva was 65% at the
peak point when it was almost 90% in plasma. This is in agreement with the data previously
described by Vasquez et al. as well as by Balmaseda et al. [25,27,42]. Multivariate analysis dem-
onstrated that the probability of detecting antibodies in saliva specimens depended essentially
on antibodies titers in the plasma. Cuzzubbo et al. reported previously that salivary IgG levels
correlated well with serum HI titer [43]. This study also showed that IgG detection in saliva
could be used to distinguish between primary and secondary DENV infection. Our BRT analy-
sis confirms this result. Balmaseda et al. investigated the use of IgG and IgM detection in saliva
to evaluate DENV infection incidence during a serological survey and demonstrated that anti-
DENV IgG detection in saliva was a good tool to measure the incidence of dengue in a commu-
nity cohort [27]. The anti-DENV IgG antibody urinary excretion curve follows the same trend
than that of IgG in plasma during the first week of the disease. Subsequently, urinary excretion
of IgG decreases over time while it remains stable in plasma. Three months after disease onset,
76.1% of the patients had detectable anti-DENV IgG in their plasma whereas only 12.5% of
them still tested positive in their urine. The present study is the first to document the kinetics
of anti-DENV antibodies until the third month after fever onset. Multivariate analysis showed
that the detection of anti-DENV IgG in urine was not primarily associated with antibody titers
in plasma but with the immune status of the patient and with the time of sampling after the
onset of the disease. Antibodies are high-molecular-weight (HMW) proteins. In physiologic
conditions, these proteins are almost completely restricted from filtration by the glomerular
barrier and only a very small quantity of it can normally be detected in urine. The presence of
macromolecules such as IgG and IgA in urine could reflect an alteration of the glomerular bar-
rier, with or without tubular cells impairment. IgM is a pentameric immunoglobulin of very
high molecular weight (950 kDa) and its detection in urine would reflect a severe glomerular
injury [44]. This probably explains why IgM were not detected in the patients included in this
study as none of them had any record of severe renal impairment during the course of their
illness.

In this study, as in most of those reported previously, saliva specimens were collected by
direct spitting. Only Anders et al. collected saliva using swabs and reported results significantly
different from ours [26]. These authors were unable to detect DENV genome by RT-PCR but
obtained a higher sensitivity for NS1 (i.e, 64.7%). Michishige et al. demonstrated that saliva
samples collected by different methods of sampling were not equivalent in terms of total pro-
teins and secretory IgA concentrations [45]. These different methods of saliva sampling should
be compared in order to better define which one is the most suitable to perform each test.

The early identification of an ongoing DENV infection and a rapid implementation of spe-
cific clinical management procedures are key to ensure the best clinical outcome [1]. The cur-
rent lack of simple and reliable prognostic marker to predict the risk of evolution of the patient
towards a severe form of the disease makes the clinical management of the DENV infections
extremely challenging, especially during epidemics and in countries with weak health systems.
Among all the parameters evaluated within this study, the NS1 protein would theoretically be
the ideal candidate for early diagnosis as this antigen is a marker of acute dengue infection that
is easy and fast to detect. Anti-DENV antibodies usually appear only after the patient has
already progressed toward the critical phase of infection. Conflicting results have been reported
on a possible association between the concentration of free N§1 circulating in plasma and the
disease severity. Although several studies reported a positive association [46,47], other studies
have not [48-50]. In our study, which included a large number of patients experiencing pri-
mary and secondary infections, the multivariate analysis using BRT suggested that disease
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severity does not influence NS1 concentration in plasma during the acute phase of the disease
but that plasmatic titers of anti-DENV IgG was the most important factor to explain free NS1
protein concentration in blood. Indeed, undetectable or very low levels of anti-DENV IgG anti-
bodies were associated with higher concentrations of free NS1, the only fraction that is detected
by the assays, while the NS1 fraction that is trapped into the immune-complexes is not cap-
tured in the diagnostic tests.

A potential association between the DENV-RNA load measured during the acute phase of
the disease and disease severity has also been suggested, but the scientific literature reports con-
flicting findings [46,48,51,52]. Our BRT analysis suggests that the severity of infection was not
associated to the RNA load in plasma during the acute phase of the disease (DAOF 0-5). The
level of anti-DENV IgG was the main parameter explaining the RNA load in the plasma speci-
mens during the acute phase of the disease, with an inverse relationship like the one observed
for NS1. The present report is the first to investigate the relationship between the NS1 concen-
tration and the RNA load in plasma and the severity of the disease by using a multivariate anal-
ysis that included the anti-DENV IgG level. These findings require to be confirmed during
other epidemics involving more patients and other infecting serotypes as this factor may affect
both the RNA load and the NS1 concentration [53,51].

Our study shows that urine and saliva could be considered for the diagnosis of dengue infec-
tion in some situations when optimal sensitivity is not necessarily required. These two body
fluids provide different type of information. The saliva essentially mirrors what happens in the
blood, which is not surprising as approximately 2.5% of the whole saliva is composed of gingi-
val fluid, a protein-rich serum transudate, therefore reflecting the protein pattern in the serum.
Antibodies titers in saliva are thus a few orders of magnitude lower compared to those in
serum [54]. [t was estimated that the IgA, IgG and IgM levels in saliva specimens were approxi-
mately 1/10, 1/800 and 1/400 of those measured in serumn [55]. In urine, the detection of mac-
romolecules such as IgGs (150 kDa), IgAs (320 kDA) and NS1 protein (300 kDa) most likely
reflects an alteration of the glomerular filtration barrier which has three major components:
the glomerular endothelial cells (GECs), the glomerular basement membrane and the podo-
cytes. One of the characteristics of GECs is the presence of numerous fenestrations, which in
theory should allow the passage of large molecules. GECs, however, are coated by a glycocalyx
layer composed of glycosaminoglycans, which in normal conditions impedes the leakage of
macromolecules. Abnormal disruption of the glycocalyx restores the passage of big molecules
through the fenestration of the GECs [56]. High-molecular-weight proteins cannot pass
through the podocytes barrier in normal conditions, but the accumulation of such macromole-
cules probably induces an alteration of this structure, which in turn leads to a proteinuria [57].
It has been suggested that during dengue infection, impairment of the glycocalyx layer on
endothelial cells could occur. Both the virus itself and the NS1 antigen are known to fix
heparan sulfate, a major glycosaminoglycan of the glycocalyx [58,59]. Moreover Wills et al.
observed an increased urinary heparan sulfate excretion in children with severe dengue infec-
tion compared to healthy control subjects, suggesting that an alteration of the glycocalyx layer
may occur in severe dengue infections [60], The presence of circulating immune complexes
formed to eliminate the virus and the NS1 antigen may provide another possible explanation
to the alteration of the glomerular barrier, Cases of glomerulonephritis with glomerular
immune complex-type deposits have been reported during DENV infections [61]. Jessie et al.
also described the presence of viral antigen suggestive of the presence of immune complexes in
the kidney tubular cells from dengue-infected patients [62]. Further investigations are needed
on the potential interactions of dengue virus, immune complexes, and other components of
the immune response with heparan sulfate and other glycosaminoglycan of the glycocalyx but
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also with the other kidney cells to determine if subclinical kidney lesions do not occur more
often during DENYV infection.

In this study we were not able to evaluate the performances of the different diagnostic meth-
ods for all four dengue virus serotypes as it was conducted using well-characterized and
sequential clinical samples prospectively collected during a DENV-1 epidemic, when the
DENV-2 and DENV-4 were circulating at lower level and no DENV-3 was detected.

The results of our study demonstrate that the diagnosis of dengue infection in urine and
saliva specimens is possible but we believe that there is certainly still a room for improvement
of these assays. Existing commercial rapid diagnostic tests (RDTs) designed to be used with
blood samples would probably require significant adjustments, as urine and saliva specimens
are very different from whole blood, plasma or serum. One of the main differences resides in
the huge difference in protein concentration. A Singaporean group has recently developed a
rapid test for the detection of anti-DENV IgG in saliva. The device gave good results in saliva
samples spiked with IgG but requires further optimization to detect IgG from the clinical sam-
ples of dengue-infected patients [63]. Recently, saliva samples were tested using a commercial
ELISA initially developed for IgG detection in blood and demonstrated 100% sensitivity and
specificity [64].

In conclusion, although the performances of the different diagnostic methods evaluated
here were not as good in saliva and urine as in plasma, results obtained with qRT-PCR and
with antibody detection could justify the use of these two body fluids for the diagnosis of den-
gue infection for instances such as outbreak investigations or in young children (once they are
old enough to comply to instructions), in addition to the situations when blood cannot be eas-
ily collected (e.g., lack of phlebotomist, refusal of the procedure, etc.). The disadvantage result-
ing from a slight decrease in the diagnostic confirmation performances when using molecular
and serological tests in urine and saliva samples instead of blood is partially balanced by the
ease to obtain these specimens and by the better compliance of the patient or by the number of
individuals that can be investigated during studies when non-invasive sample collection meth-
ods are used. Moreover, the modest sensitivity of the test can be offset by high prevalence dur-
ing the peak of an outbreak and/or when guided by competent clinicians. It results in high
predictive positive value, making this test a useful addition for biological diagnosis in field
conditions.
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S1 Figure. Validation of the cut-off values of the saliva-based MAC-ELISA (A), AAC-ELISA
(B), the urine-based AAC-ELISA (C), the saliva- based IgG indirect ELISA (D) and the urine-
based IgG indirect ELISA (E). OD values for the different assays in saliva and urine specimens are
divided into negative control and three other groups (low, medium, high) based on the titer of the
corresponding antibody that was measured in the plasma of the patients. Cut-off values are indicated
by the horizontal red line.
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S2 Figure. Mean NS1 concentration measured by capture ELISA in plasma, urine and saliva.
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S3 Figure. Partial dependence plots for the most influential variables explaining NS1
concentration and RNA load in plasma.
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S1 Table. Protocols of the NS1 capture ELISAs designed for the testing of plasma, urine and
saliva specimens.

Step Details Plasma Urine Saliva
Coating Reagent In house monoclonal | In house monoclonal | In house monoclonal
anti-NS1 antibody anti-NS1 antibody anti-NS1 antibody
Dilution 2 ug/ml in PBS 2 ug/ml in PBS 2 ug/ml in PBS
Plate Maxisorp (Nunc, Maxisorp (Nunc, Maxisorp (Nunc,
Denmark) Denmark) Denmark)
Incubation 4 hours/room 4 hours/room 4 hours/room
(duration/temperature) | temperature temperature temperature
Volume per well 100 pl 100 pl 100 pl
Blocking Reagent Dilution buffer Dilution buffer Dilution buffer
(PBS-M-T) (PBS-M-T) (PBS-M-T)
Incubation 30 minutes/room 30 minutes/room 30 minutes/room
(duration/temperature) | temperature temperature temperature
Samples Dilution Non quantitative: 1/2 | 1/2 in PBS-M-T 1/2 in PBS-M-T
in PBS-M-T ;
Quantitative : 1/2,
1/10 and 1/100 in
PBS-M-T
Volume 100 pl 100 pl 50 pl
Incubation 1 hour/37°C 1 hour/37°C -F
(duration/temperature)
Conjugated | Reagent Peroxidase- Peroxidase- Peroxidase-
antibody* conjugated in house | conjugated in house | conjugated in house
monoclonal anti- monoclonal anti- monoclonal anti-
NS1 antibody NS1 antibody NS1 antibody
Dilution 2 pg/ml in dilution 2 pg/ml in dilution 2 pg/ml in dilution
buffer (PBS-M-T) buffer (PBS-M-T) buffer (PBS-M-T)
Volume 100 pl 100 pl 50 pl
Incubation 1 hour/37°C 1 hour/37°C 2 hour/37°C
(duration/temperature)
Substrate Reagent TMB (KPL, USA) TMB (KPL, USA) TMB (KPL, USA)
Incubation 10 min 10 min 10 min
StOp HzSO4 IN HzSO4 IN H2SO4 IN
solution

Dilution buffer (PBS-M-T): PBS containing 3% of skimmed milk and 0.1% of Tween 20
Between each step: 4 washes with a PBS solution containing 0.05% Tween 20

* For saliva testing, samples and conjugated antibody are distributed at the same step.
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S2 Table. Protocols of the plasma-, urine- and saliva-based anti-DENV IgM capture ELISAs
(MAC-ELISAs).

Step Details Plasma* Urine* Saliva**

Coating Reagent Goat anti-human Goat anti-human Goat anti-human
IgM IgM IgM
immunoglobulins immunoglobulins immunoglobulins
(Sigma Aldrich, (Sigma Aldrich, (Sigma Aldrich,
Germany) Germany) Germany)

Dilution 1 pg/ml in PBS 2 pg/ml in PBS 2 pg/ml in PBS
Plate Maxisorp (Nunc, Maxisorp (Nunc, Maxisorp (Nunc,
Denmark) Denmark) Denmark)
Incubation 4 hours/room 4 hours/room 4 hours/room
(duration/temperature) | temperature temperature temperature

Blocking Reagent Dilution buffer Dilution buffer Dilution buffer

(PBS-M-T) (PBS-M-T) (PBS-M-T)
Incubation 30 minutes/room 30 minutes/room 30 minutes/room
(duration/temperature) | temperature temperature temperature

Samples*** | Dilution 1/100 in PBS-M-T 1/5 in PBS-M-T 1/5 in PBS-M-T

Antigen Reagent Positive antigen : Positive antigen: Positive antigen:
sucrose-acetone sucrose-acetone sucrose-acetone
extracted DENV-1, extracted DENV-1, extracted DENV-1,
DENV-2 and DENV-2 and DENV-2 and
DENV-3 antigens; DENV-3 antigens; DENV-3 antigens;
Negative antigen: Negative antigen: Negative antigen:
brain of non infected | brain of non infected | brain of non infected
mice mice mice

Dilution 16 Hemagglutination | 16 Hemagglutination | 16 Hemagglutination
units in dilution units in dilution units in dilution
buffer (PBS-M-T) buffer (PBS-M-T) buffer (PBS-M-T)

Incubation Overnight/4°C Overnight/4°C Overnight/4°C

(duration/temperature)

Antibody 1 | Reagent Mouse hyper- Purified Mouse anti- | Purified Mouse anti-
immune ascitis Pan Dengue Pan Dengue

envelope protein, envelope protein,
Clone D1-11 (ICL, Clone D1-11 (ICL,
USA) USA)

Dilution 1/1000 in dilution 2 pg/ml in dilution 2 pg/ml in dilution
buffer (PBS-M-T) buffer (PBS-M-T) buffer (PBS-M-T)

Incubation 1 hour/37°C 1 hour/37°C 1 hour/37°C

(duration/temperature)

Antibody 2 | Reagent Peroxidase- Peroxidase- Peroxidase-
conjugated Fab anti- | conjugated Fab anti- | conjugated Fab anti-
mouse IgG H+L mouse IgG H+L mouse IgG H+L
(supplier) (supplier) (supplier)

Dilution 1/5000 in dilution 1/15000 in dilution 1/15000 in dilution
buffer (PBS-M-T) buffer (PBS-M-T) buffer (PBS-M-T)

Incubation 1 hour/37°C 1 hour/37°C 1 hour/37°C

(duration/temperature)

Substrate Reagent ABTS (KPL, USA) | TMB (KPL, TMB (KPL,

USA)##+* USA)##**
Incubation 10 min 10 min 10 min

Dilution buffer (PBS-M-T): PBS containing 5% of skimmed milk and 0.5% of Tween 20
Between each step: 4 washes with a PBS solution containing 0.05% Tween 20

*Distribution of 100 pl/well at each step
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** Distribution of 50 pl/well at each step

*** Each sample is tested twice: in one well with positive antigen and in one well with negative
antigen

**%%k Addition of H,SO, IN at the end of the incubation
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S3 Table. Protocols of the plasma-, urine- and saliva-based anti-DENV IgA capture ELISAs
(AAC-ELISAs).

Step Details Plasma* Urine* Saliva**

Coating Reagent Goat anti-human Goat anti-human Goat anti-human
IgA IgA IgA
immunoglobulins immunoglobulins immunoglobulins
(Sigma Aldrich, (Sigma Aldrich, (Sigma Aldrich,
Germany) Germany) Germany)

Dilution 2 pg/ml in PBS 2 pg/ml in PBS 2 pg/ml in PBS
Plate Maxisorp (Nunc, Maxisorp (Nunc, Maxisorp (Nunc,
Denmark) Denmark) Denmark)
Incubation 4 hours/room 4 hours/room 4 hours/room
(duration/temperature) | temperature temperature temperature
Blocking Reagent Dilution buffer Dilution buffer Dilution buffer
Incubation 30 minutes/room 30 minutes/room 30 minutes/room
(duration/temperature) | temperature temperature temperature

Samples*** | Dilution 1/100 in PBS-M-T 1/5 in PBS-M-T 1/5 in PBS-M-T

Antigen Reagent Positive antigen : Positive antigen : Positive antigen :
sucrose-acetone sucrose-acetone sucrose-acetone
extracted DENV-1, extracted DENV-1, extracted DENV-1,
DENV-2 and DENV-2 and DENV-2 and
DENV-3 antigens; DENV-3 antigens; DENV-3 antigens;
Negative antigen: Negative antigen: Negative antigen:
brain of non infected | brain of non infected | brain of non infected
mice mice mice

Dilution 16 Hemagglutination | 16 Hemagglutination | 16 Hemagglutination
units in dilution units in dilution units in dilution
buffer (PBS-M-T) buffer (PBS-M-T) buffer (PBS-M-T)

Incubation Overnight/4°C Overnight/4°C Overnight/4°C

(duration/temperature)

Antibody 1 | Reagent Mouse hyper- Mouse hyper- Mouse hyper-
immune ascitis immune ascitis immune ascitis

Dilution 1/1000 in dilution 1/1000 in dilution 1/1000 in dilution
buffer (PBS-M-T) buffer (PBS-M-T) buffer (PBS-M-T)

Incubation 1 hour/37°C 1 hour/37°C 1 hour/37°C

(duration/temperature)

Antibody 2 | Reagent Peroxidase- Peroxidase- Peroxidase-
conjugated Fab anti- | conjugated Fab anti- | conjugated Fab anti-
mouse [gG H+L mouse IgG H+L mouse [gG H+L
(supplier) (supplier) (supplier)

Dilution 1/5000 in dilution 1/15000 in dilution 1/15000 in dilution
buffer (PBS-M-T) buffer (PBS-M-T) buffer (PBS-M-T)

Incubation 1 hour/37°C 1 hour/37°C 1 hour/37°C

(duration/temperature)

Substrate Reagent ABTS (KPL, USA) | ABTS (KPL, USA) | TMB (KPL,

USA)##**
Incubation 10 min 10 min 10 min

Dilution buffer (PBS-M-T): PBS containing 5% of skimmed milk and 0.5% of Tween 20
Between each step: 4 washes with a PBS solution containing 0.05% Tween 20

*Distribution of 100 pl/well at each step
** Distribution of 50 ul/well at each step
*#* Each sample is tested twice: in one well with positive antigen and in one well with negative

antigen

**%* Addition of H,SO4 1IN at the end of the incubation
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S4 Table. Protocols of the plasma-, urine- and saliva-based Indirect ELISAs for anti-DENV-

ELISA.
Step Details Plasma* Urine* Saliva**
Coating Reagent Positive antigen: Positive antigen: Positive antigen:
mixture of the 4 mixture of the 4 mixture of the 4
serotypes of DENV | serotypes of DENV | serotypes of DENV
cell culture lysate cell culture lysate cell culture lysate
antigens; antigens; antigens;
Negative antigen: Negative antigen: Negative antigen:
non-infected cell non-infected cell non-infected cell
culture lysate culture lysate culture lysate
Dilution 1/8000 in PBS 1/8000 in PBS 1/8000 in PBS
Plate Polysorp (Nunc, Polysorp (Nunc, Polysorp (Nunc,

Denmark) Denmark) Denmark)
Incubation Overnight/4°C Overnight/4°C Overnight/4°C
(duration/temperature)

Blocking Reagent Dilution buffer Dilution buffer Dilution buffer
(PBS-M-T) (PBS-M-T) (PBS-M-T)

Incubation 30 minutes/room 30 minutes/room 30 minutes/room
(duration/temperature)) | temperature temperature temperature

Samples*** | Dilution 1/100 in PBS-M-T 1/5 in PBS-M-T 1/5 in PBS-M-T

Antibody Reagent Peroxidase- Peroxidase- Peroxidase-
conjugated anti- conjugated anti- conjugated anti-
human IgG goat IgG | human IgG goat IgG | human IgG goat IgG
(Sigma Aldrich, (Sigma Aldrich, (Sigma Aldrich,
Germany) Germany) Germany)

Dilution 1/8000 in dilution 1/8000 in dilution 1/15000 in dilution
buffer (PBS-M-T) buffer (PBS-M-T) buffer (PBS-M-T)
Incubation 1 hour/37°C 1 hour/37°C 1 hour/37°C
(duration/temperature)
Substrate Reagent ABTS (KPL, USA) | TMB (KPL, USA) TMB (KPL,
Incubation 10 min 10 min 10 min

Dilution buffer (PBS-M-T): PBS containing 5% of skimmed milk and 0.5% of Tween 20
Between each step: 4 washes with a PBS solution containing 0.05% Tween 20

*Distribution of 100 pl/well at each step

** Distribution of 50 pl/well at each step

*#* Each sample is tested twice: in one well with positive antigen and in one well with negative

antigen

*#*%* Addition of H,SO,4 1N at the end of the incubation
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S5 Table. Intra-assay precision of the different ELISAs used in the study. Intra-assay precision
(repeatability) was assessed by testing one negative sample and three positive samples 10 times during
the same assay.

Negative sample Positive sample 1 Positive sample 2 Positive sample 3
NS1 plasma
Mean OD 0.033 0.322 1.224 2.539
SD 0.001 0.017 0.031 0.045
NS1 urine
Mean OD 0.030 0.220 1.074 2.523
SD 0.003 0.008 0.024 0.043
NSI1 saliva
Mean OD 0.024 0.130 0.495 1.260
SD 0.001 0.014 0.015 0.081
MAC-ELISA plasma
Mean OD 0.009 0.299 0.816 0.956
SD 0.002 0.009 0.028 0.015
MAC-ELISA saliva
Mean OD 0.015 0.099 0.698 1.063
SD 0.002 0.003 0.020 0.014
AAC-ELISA plasma
Mean OD 0.001 0.450 0.631 1.094
SD 0.002 0.007 0.016 0.015
AAC-ELISA urine
Mean OD 0.005 0.354 0.558 0.714
SD 0.003 0.023 0.036 0.020
AAC-ELISA saliva
Mean OD 0.004 0.110 0.952 1.420
SD 0.003 0.004 0.018 0.018
IgG indirect ELISA plasma
Mean OD 0.002 0.249 0.517 0.574
SD 0.002 0.017 0.016 0.015
IgG indirect ELISA urine
Mean OD 0.015 0.194 0.511 1.826
SD 0.001 0.004 0.009 0.035
IgG indirect ELISA saliva
Mean OD 0.014 0.141 0.222 0.481
SD 0.002 0.004 0.009 0.022

SD: Standard Deviation

124



S6 Table. Inter-assay precision of the different ELISAs used in the study. Inter-assay precision
(reproducibility) was assessed by testing one negative sample and three positive samples in 5 times
different assays.

Negative sample Positive sample 1 Positive sample 2 Positive sample 3
NS1 plasma
Mean OD 0.066 0.364 1.211 2.476
SD 0.020 0.027 0.043 0.051
NS1 urine
Mean OD 0.090 0.240 1.082 2.486
SD 0.037 0.006 0.042 0.088
NSI1 saliva
Mean OD 0.034 0.132 0.488 1.255
SD 0.009 0.010 0.017 0.077
MAC-ELISA plasma
Mean OD 0.008 0.247 0.780 0.913
SD 0.003 0.044 0.120 0.123
MAC-ELISA saliva
Mean OD 0.017 0.103 0.677 1.091
SD 0.004 0.005 0.054 0.113
AAC-ELISA plasma
Mean OD 0.002 0.465 0.665 1.151
SD 0.001 0.039 0.056 0.117
AAC-ELISA urine
Mean OD 0.003 0.372 0.571 0.818
SD 0.002 0.068 0.067 0.087
AAC-ELISA saliva
Mean OD 0.004 0.093 0.905 1.330
SD 0.004 0.011 0.063 0.078
IgG indirect ELISA plasma
Mean OD 0.009 0.267 0.472 0.588
SD 0.015 0.042 0.050 0.089
IgG indirect ELISA urine
Mean OD 0.016 0.167 0.433 1.517
SD 0.004 0.015 0.044 0.162
IgG indirect ELISA saliva
Mean OD 0.012 0.150 0.229 0.497
SD 0.002 0.020 0.020 0.049

SD: Standard Deviation
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S7 Table. Detection rate of viral genome, NS1 protein, anti-DENV antibodies in plasma, urine and saliva by time of sampling after onset of fever.

PCR plasma PCR urine PCR saliva lljli:ma NS1 urine | NS1 saliva ;glggﬁgG/IgA IgG/IgA urine IgM/IgG/IgA saliva
36% (244/678); : : .
Total | 854% 41.6% 39.0% 63.4% 14.5% 28.3% 54.4% ?587'55//;493), ggéé"ggiﬁgg
(323/378) (184/442) (219/562) (338/533) | (124/856) | (195/688) | (417/766); 26 3% (30r/1483) | 28.6% G181 101
37.4% (291/778) e e
D<2 | 100% (37/37) | 13.6% (322) | 60.5% (23/38) | 247 3.2% 15.4% 14707/?’/(1(/1509/)6;8)' 3.9% (3/78); 0% | 1.6% (1/63); 8%
= ° e e (56/68) (2/63) (8/52) 0% (00/70) > | (0/78) (4/50); 0% (0/48)
(1)
7.6% (6/19);
88.2% 15.1% 33.3% 7.3% (8/110); 8% (8/100); 12.7%
0 o, 0, 0 .
D3 | 100% (54/54) | 23.8% (10/42) | 63.9% (39/61) | 7525 (14/93) 27/81) é59'09A)/°(6(/1§7/§2)’ 0.9% (1/110) (9/71); 1.4% (1/72)
22% (20/91); 20.4% (297142
0, o, 0 0 .
D4 | 96.0% (72/75) | 41.1% (30/73) | 58.5% (55/94) Z§6?1/86) 5343'?1/;’6) ?59'?1/;5) 36.5% (39/107); ;06'3/‘&1(2/31/2)3)’ 20.9% (24/115);
18.2% (20/110) | 567 7.6% (8/106)
43.8% (28/64); 42.1% (72/171);
o, 0, 0, 0 0 .
D5 | 91.2% (52/57) | 48.2% (40/83) | 4427 62.3% 23.5% 31.1% 47.2% (34/72), | 33200 (OUI84) 35 40/ (461136):
(46/104) (48/77) GaI4s) | @3 |t | 212%06918) | 335 )
65% (39/60); 54.6% (83/152);
0, 0, 0 0 .
D6 | 75.0% (36/48) | 50% (38/76) | 30.9% (30/97) (531(')75/8°) (125(')(/)1/5’3) (2370'?1/;’0) 59% (46/78); ;‘?Zé’ Eg;ﬁ;g; 50% (63/126);
56.3% (45/30) A% 51.2% (65/127)
85.7% (54/63); 73 3% (96/131);
o, o, 0 () .
D7 | 72.9% (35/48) | 43.9% (25/57) | 23.9% (17/71) ?396}6/1)) 21251/89) (2263'}8@) 65.2% (45/69); Zz;ﬁ’g?ﬂgg; 65.4% (68/104):
72.7% (51/70) 2% 53.3% (57/107)
82.2% (83/101); 72% (144/200);
0, o, 0 ) .
W2 | 62.7% (37/59) | 49.3% (37/75) | 10% (9/90) ?149"/‘7/83 ?7'}1/;2) (1157"/‘1/;’0) 82.3% (93/113); Zggé’giggigg 78.9% (131/166);
88.7% (102/115) | 427 65.1% (110/169)
55.1% (48/37);
0, . )
W3 | NA 71% (1/14) | 0% (0/3) NA 0% (0/5) | NA NA gﬁé’gjggg; 79.1% (53/67);
e 30.9% (21/68)
28.4% (25/38);
o, . >
w4 | NA NA 0% (0/4) NA NA NA NA ‘2‘2;;/(“2(3‘%100)1)’ 86.6% (58/67): 14%
° (10/71)
37.9% (22/58); | 25.8% (17/66):;
W5 | NA NA NA NA NA NA NA 10.5% (6/57) 78.7% (37/47): 18%
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(9/50)

16% (12/75);

25.9% (22/85);

6.3% (6/95); 67.1%

W6 | NA NA NA NA NA NA 81.3% (65/82); . /95);
32.1% (25/78) | 0% (3184 (57/85); 3.7% (3/82)
1.2% (1/86);
’ 11.5% (11/96); 2% (2/100); 46.3%
M3 | NA NA NA NA NA NA 74.2% (72/97); > 00,
10% (9/90) 1.1% (1/90) (44/95); 0% (0/68)

D: day after the onset of the fever; W: week after the onset of the fever; M: month after the onset of the fever

NA: No sample Available
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S8 Table. Results of the Boosted Regression Trees analysis for factors associated with NS1
concentration and viral RNA load.

Mean Relative Importance (Standard deviation) Mean correlation
daof classif 1gG coet:ﬁc.lent (Standard
deviation)
NS1 model
(logns1) 8.51(1.03) 6.30 (0.54) 85.19 (1.49) 0.505 (0.014)
Viral RNA model
(logvir) 20.87(0.31) 1.81(0.19) 77.32(0.37) 0.618 (0.002)

daof: number of days between the onset of the fever and the time of sampling
classif: classification of the severity of the disease according to 1997 WHO guidelines
IgG: anti-DENV IgG quantity in plasma estimated by optical density in indirect ELISA
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Absfract: Background
Rapid diagnostic tests (RDTs) have been commercialized in order to help physicians in
dengue diagnosis. Until recently, only blood samples were used for those tests but it
has been shown in several studies that urine and saliva can also be employed for
dengue diagnosis. RDTs for the detection of NS1 antigen and anti-dengue 1gG, IgM
and IgA in urine and saliva specimens have thus been developed by Standard
Diagnostics. The aim of this study was to evaluate the performances these new
commercial assays.
Methods
Two panels of clinical specimens were used: one for the evaluation of the NS1-
detection devices and the second for the evaluation of the antibody-detection kits.
Each panel consisted of urine and saliva specimens collected sequentially from 86
patients with a confirmed dengue infection. A total of 291 saliva and 440 urine samples
were included in the NS1-evaluation panel and 530 saliva and 528 urine specimens
constituted the antibody-evaluation panel. All samples were tested in parallel by in-
house ELISAs and by the commercial RDTs.
Results
Compared fo the in-house NS1 ELISA, the results obtained with the NS1 RDT
demonstrated a good correlation with urine samples (kappa coefficient: 0.88) but not
with saliva samples (kappa coefficient: 0.28). RDTs designed for antibody detection in
saliva and urine were exiremely specific (100%), but less sensitive than the in-house
ELISAs (e.g. reduction of overall sensitivity by 12.2% for the RDT designed for 1gG
detection in urine and by 23.7% for the RDT detecting anti-DENV IgM in saliva). IgM
were not detected in urine, either by RDT or ELISA.
Conclusions
Although the RDTs evaluated here offer an attractive approach for dengue diagnosis,
this study suggests that these new commercial kits would benefit from further
improvement.
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Abstract

Background

Rapid diagnostic tests (RDTs) have been commercialized in order to help physicians in dengue diagnosis.
Until recently, only blood samples were used for those tests but it has been shown in several studies that
urine and saliva can also be employed for dengue diagnosis. RDTs for the detection of NS1 antigen and
anti-dengue IgG, IgM and IgA in urine and saliva specimens have thus been developed by Standard

Diagnostics. The aim of this study was to evaluate the performances these new commercial assays.
Methods

Two panels of clinical specimens were used: one for the evaluation of the NS1-detection devices and the
second for the evaluation of the antibody-detection kits. Each panel consisted of urine and saliva
specimens collected sequentially from 86 patients with a confirmed dengue infection. A total of 291
saliva and 440 urine samples were included in the NS1-evaluation panel and 530 saliva and 528 urine
specimens constituted the antibody-evaluation panel. All samples were tested in parallel by in-house

ELISAs and by the commercial RDTs.

Results

Compared to the in-house NS1 ELISA, the results obtained with the NS1 RDT demonstrated a good
correlation with urine samples (kappa coefficient: 0.88) but not with saliva samples (kappa coefficient:
0.28). RDTs designed for antibody detection in saliva and urine were extremely specific (100%), but less
sensitive than the in-house ELISAs (e.g. reduction of overall sensitivity by 12.2% for the RDT designed
for IgG detection in urine and by 23.7% for the RDT detecting anti-DENV IgM in saliva). IgM were not

detected in urine, either by RDT or ELISA.

Conclusions
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Although the RDTs evaluated here offer an attractive approach for dengue diagnosis, this study suggests

that these new commercial kits would benefit from further improvement.

Key words

Dengue, Diagnostic, Rapid Diagnostic Test. Saliva, Urine, NS1, Antibodies
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Background

Dengue is the most common arboviral disecase worldwide, with almost 130 countries of tropical or
subtropical regions for which there is good evidence of dengue occurrence [1]. Dengue illness begins with
undifferentiated symptoms, common to several other infectious diseases such as malaria, influenza or
other arboviral diseases. After a few days, most patients begin to recover but some progress to severe
hemorrhagic disease forms that can result in death without proper medical care. Early clinical
management based on accurate rehydration can prevent life-threatening complications [2]. Hence, the

need for an early diagnosis of dengue infection.

Direct diagnosis of dengue is based on dengue virus (DENV) isolation, or detection of the viral genome
or NS1 antigen. Indirect diagnosis using serological methods to detect anti-DENV IgM and IgG is
commonly employed. Anti-DENV IgA are also detectable during a DENV infection but tests to detect
this immunoglobulin isotype are not often used in routine diagnosis [3-5]. Rapid diagnostic tests (RDTs)
for NS1 and anti-DENV antibody detection in blood have been developed in order to help physicians
make rapid and informed decisions about adapted clinical management. Until recently, only blood
samples were used for dengue diagnosis but it has been shown in several studies that urine and saliva can

also be employed [6-11].

Standard Diagnostics (SD; Kyonggi-do, South Korea) has developed RDTs able to detect markers of
dengue infection in urine and saliva specimens. They designed a NS1 RDT, a combined anti-DENV
IgM/IgG RDT and an anti-DENV IgA RDT adapted for testing both urine and saliva clinical specimens.
The aim of this study was to evaluate the performances of these diagnostic tools. The results obtained

with the RDTs were compared with those of in-house ELISAs.
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Methods

Clinical samples

Two panels of clinical specimens were used: the first one for the evaluation of the NS1 test and the
second for the antibody detection assays. Each panel consisted of urine, saliva and plasma specimens
collected sequentially from 86 patients with a confirmed dengue infection. A confirmed dengue case was
defined by the detection of viral RNA by RT-PCR and/or the detection of the NS1 protein and/or an IgM
seroconversion and/or a fourfold antibody titer increase measured by hemagglutination inhibition assay
(HIA) in paired plasma of patients presenting with symptoms suggestive of a dengue infection. Patients
were classified in two categories according to disease severity that was assessed for each patient
following the 1997 WHO criteria [12]. Fifty patients presenting with mild symptoms defined WHO as
classical dengue fever (DF) were classified as “non-severe” cases and 36 patients with severe symptoms
compatible with the diagnostic of dengue hemorrhagic fever (DHF) and dengue shock syndrome (DSS)
were placed in the “severe” disease group. The immune status of 73 patients was determined by HIA: 24
patients experienced a primary infection whereas 49 had a secondary infection. The NS1 panel consisted
of samples collected during hospitalization (i.e. from day 1 to 12 after onset of fever), whereas samples
collected during a weekly follow-up until three months after discharge were also included in the second
panel designed for the evaluation of the antibody-detection RDTs. Four to ten urine and saliva specimens
and two to five plasma samples obtained from each patient were included in these panels. A total of 241
plasma, 291 saliva and 440 urine samples were included in the NS1-evaluation panel and 292 plasma, 530
saliva and 528 urine specimens constituted the antibody-evaluation panel. The samples of the antibody
panel were classified into three categories based on whether the corresponding plasma sample collected at
the same time point was weakly, medium or highly positive in antibody based on the optical density (OD)
measured by ELISA. Similarly, the samples included in the NSI panel were classified into weakly,
medium or highly positive based on the concentration of NS1 measured by ELISA in the corresponding

5

136



W~ s ) =

VRS I Y IO TE T e e R S s O S N 0 S §

S oA WO @ I G W

o g W

L
o

39

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

plasma specimen. The NS1 quantification was only performed for samples obtained from patients
infected by a virus from serotype 1 (DENV-1) as only quantified recombinant NS1 protein from DENV-1
was available in our laboratory. The three categories were defined arbitrarily by calculating the 1+ and 3
quartile of 300 OD/concentration values of antibodies and NS1 protein obtained with 300 positive plasma
samples. Weakly, medium and highly positive plasma samples corresponded to samples with a result
lower than the 1% quartile, between the 1* and the 3' quartile and greater than the 3" quartile,
respectively. Twenty-five specimens obtained from healthy controls recruited during a community-based
study were also added to the panels in order to assess the specificity. These negative controls were
obtained from household members of some of the patients identified during the hospital-based study and
who did not experience any symptoms and had no biological evidence of DENV infection (DENV RT-

PCR negative, NS1 RDT negative and absence of HI antibody ).

The study was approved by the National Cambodian Ethics Committee. A patient’s enrollment was
subject to obtaining written consent signed by the participant or by a legal representative for participants

under 16 years of age.

In-house ELISAs

In-house ELISAs served as reference tests for the purpose of these evaluations and we will refer to them
as “Institut Pasteur Cambodia (IPC) ELISAS” throughout the manuscript. A capture ELISA was used to
detect NSI in plasma, urine and saliva. Anti-DENV 1gG were detected in plasma, urine and saliva by an
indirect ELISA whereas anti-DENV IgM and IgA were detected by capture ELISAs (MAC-ELISA and

AAC-ELISA, respectively). These ELIS As were previously described in details by Andries et al. [11].

137



e
HOwWwmdo s WP

3

Py
oo W

16

110

111

112

113

114

115

116

117
118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

~ 130

131

Rapid diagnostic tests

In this study, prototype immunochromatographic kits developed by Standard Diagnostics for NS1 and
anti-DENV IgG, IgM and IgA detection were evaluated. Anti-DENV IgG and IgM were detected by the
same device, whereas NS1 and anti-DENV IgA were detected by two other distinet devices. Each kit was
either designed for saliva or urine specimen analysis. The characteristics of the six different devices are
summarized in the Additional File 1. All tests were strictly performed according to the manufacturer’s

instructions provided with the kits.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using STATA version 11.0 (StataCorp, USA). Significance was
assigned at P<0.05 for all parameters and were two-sided. Uncertainty was expressed by 95% confidence
intervals (CI95). Statistical differences between various categorical groups were detected using Chi-
squared test or McNemar’s test. Agreement between IPC ELISAs and RDTs was measured by agreement

percentage and kappa coefficient.

Results

DENYV NS1 RDTs

A specificity of 100% (25/25) was obtained for the NS1 RDT in urine, whereas the specificity of the

saliva-based RDT was 84% (21/25).

The RDT and the TPC ELISA detected NS1 in 15.5% (68/440, CI195=[12.2-19.2]) and 14.3% (63/440,

C195=[11.2-17.9]) of the urine samples, respectively. The agreement between the two urine-based tests
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was 97.1% with a kappa coefficient of 0.88. The NS1 RDT and ELISA tested positive in 20.4% (59/289,
CI95=[16.2-25.9]) and 24.7% (72/291, CI95=[19.9-30.1]) of the saliva specimens, respectively. An
agreement of 74.4% was obtained between both tests with a kappa coefficient of 0.28. Two saliva
samples were excluded because an invalid result (no control line) was obtained with the RDT. In total,
66% (159/241, CI95=[59.6-71.9]) of the plasma samples collected at the same time points from the same

dengue-confirmed patients as the urine and saliva specimens tested positive by NS1 IPCELISA.

The NSI1 detection rate by ELISAs and RDTs was systematically higher in urine and saliva samples
obtained from patients with high NSI concentration in the plasma specimens obtained at the same time

points (Table 1).

The sensitivity of urine- and saliva-based NS1 tests was highest in samples collected 4-7 days after the
onset of fever (DAOF) from patients experiencing a primary infection (Table 2). IPC ELISA and RDT
demonstrated both a maximal sensitivity for NS1 detection of 21.5% (17/79, CI95=[13.1-32.2]) in the
urine samples collected during the 4 to 7 first days of the disease in patients experiencing a primary
infection. A sensitivity of 46.7% (28/60, CI95=[33.7-60]) was observed with the saliva-based IPC ELISA
whereas the RDT’s sensitivity only reached a maximum of 33.9% (20/59). In comparison, 93.9% (31/33,
CI195=[79.8-99.3]) of the plasma collected at DAOF 4-7 from the same patients experiencing a primary

infection tested positive for NS1.
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Anti-DENV antibody RDTs

All 25 urine and 25 saliva samples obtained from the healthy controls tested negative for IgG, IegM and IgA
by RDTs.

Anti-DENV IgG were detected in 27.9% (145/520, CI95=[24.1-32]) and 40.4% (210/520, CI95=[36.1-44.7])
of the urine samples by RDT and IPC ELISA, respectively. An agreement of 86.7% was obtained between

the two assays and the kappa coefficient was 0.71.

A total of 10.7% (56/522, CI95=[8.2-13.7]) and 27.2% (142/522, CI95=[23.4-31.2]) of the urine samples
tested positive by RDT and IPC ELISA for anti-DENV IgA detection. Results were concordant for 81.2% of
the urine specimens with a kappa coefficient of 0.42. The sensitivity of IgG and IgA antibody detection in
urine by the ELIS As was significantly higher than the sensitivity of the RDTs (p-value <0.001 for IgG and

IgA).
Anti-DENV IgM were not detected in urine specimens, either by RDT or by IPC ELISA.

The overall detection rates of anti-DENV IgG, IgM and IgA in saliva samples were respectively 34.8%
(181/520, CI95=[30.7-39.1]), 11% (57/520, CI95=[8.4-14]) and 6.2% (32/520, CI95=[4.2-8.6]) with the
RDTs, and 51.5% (268/520, CI95=[47.1-55.9]), 34.8% (181/520, CI95=[30.7-39.1]) and 22.7% (118/520,
CI95=[19.2-26.5]) with IPC ELISAs. Percentages of agreement between RDTs and IPC ELISAs for IgG,
IgM and IgA detection in saliva were 81%, 75.8% and 82.3%, respectively. The corresponding kappa
coefficients were 0.62, 0.36 and 0.32. Saliva-based ELISAs were significantly more sensitive than saliva-
based RDTs (p-value <0.001 for all antibodies).

In comparison, IPC ELISAs for IgG, IgM and IgA detection in the plasma specimens obtained at the same
time point from the same patients demonstrated sensitivities of 53.3% (152/285, CI95=[47.4-59.2]), 34.6%
(97/280, CI95=[29.1-40.5]) and 40.1% (116/289, CI95=[34.4-46]), respectively. The antibody detection rates
obtained in plasma samples by IPC ELIS As were significantly higher than those obtained in saliva and urine

specimens by RDTs and IPC ELISAs (p-value <0.001 for all parameters).
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For each of the three different antibody isotypes, there was a direct relationship between the level of
antibodies in the plasma samples and the percentage of positive urine and saliva samples tested by IPC
ELISAs and RDTs (Table 3).

The IgG saliva-based tests performed better with samples collected between DAOF 8-43. The RDT reached
a maximum sensitivity of approximately 60% (61.5% at DAOF 8-14; 59.6% at DAOF 15-28; 57.1% at
DAOF 29-43) and the IPC ELISA a sensitivity of 78% (79.5% at DAOF 8-14; 78.9% at DAOF 15-28,
75.7% at DAOF 29-43) (Table 4). A total of 85% of the plasma samples collected between DAOF 8-43
tested positive. Three months after the onset of fever, the sensitivity dropped to 56.7% with the saliva-based
ELISA and 10.8% with the saliva-based RDT, whereas IgG were detected in 66.7% of the corresponding
plasma specimens (Table 4). The sensitivity of the IPC and RDT IgG urine-based tests peaked at DAOF 8-14
(ELISA: 72.2%, RDT: 63.3%). Then, the sensitivity of the ELISA and the rapid test decreased gradually. At
DAOF 90-103, only 12.1% and 2.9% of the urine samples still tested positive by ELISA and RDT,
respectively (Table 4).

The second week after the beginning of the disease was the optimal time to detect IgM in both saliva and
plasma samples. The IgM detection rates in saliva samples by ELISA and RDT reached a maximum of
69.2% and 24.4%, respectively, whereas 80.5% of the corresponding plasma samples tested positive by

MAC-ELISA (Table 4)

AllIgA tests demonstrated a maximal sensitivity at DAOF 8-14 (saliva: 64 4% with ELISA and 17.1% with
RDT; urine: 67.1% with ELISA and 31.6% with RDT; plasma ELISA: 90.7%). No positive results were
obtained with RDTs at DAOF 29-43 whereas 5.4% of the saliva, 5.7% of the urine and 41.7% of the plasma
samples tested positive by IPC ELISA. Three months after the onset of fever, anti-DENV IgA were not

detected by saliva- and urine-based tests but 12.1% of the plasma samples still tested positive (Table 4).

Regardless of the diagnostic test, ELISA or RDT, and the biological fluid tested, the detection rates of anti-

DENV IgG and IgA isotypes were higher in samples collected from patients experiencing a secondary

10
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infection (Table 5). With IPC and RDT tests designed for IgM detection in saliva and in plasma, no

significant differences were observed between primary and secondary infections (Table 5).

The antibody RDT was designed to concomitantly detect anti-DENV IgM and IgG. The combination of IgM
and IgG results allowed an increase of the overall diagnostic sensitivity in saliva from 34.8% with the IgG
results alone to 39.4% when both IgG and IgM were tested. This improvement in sensitivity was best for
samples collected at DAOF 8-14 (9% increase) and DAOF 4-7 (7.1% increase). In comparison, 63.8% of the
plasma samples tested positive for dengue when IPC MAC-ELISA and IPC IgG indirect ELISA results were

combined (Table 4).

Discussion

The epidemiology of dengue is very dynamic both in terms of geographical spread and intensity.
Transmission is emerging or reemerging in areas where the disease was absent and it is also intensifying in
some regions where dengue was already endemic, with both an increase in the number of cases and an
increase in severity of the disease [13]. This dramatic increase in the global burden of dengue has lead to the
willingness to develop easy tools for the disease diagnosis, to help in the early detection of new epidemics
and assist physicians to provide accurate treatment and management of patients as early as possible. The
ability to rapidly confirm acute dengue infection for patients presenting to a clinical setting could also avoid
the unnecessary use of antibiotics and other drugs.

Saliva and urine specimens provide interesting advances for dengue diagnosis as their collection is non-
invasive and thus well accepted by patients. In addition, it does not require medically-trained staff and the
samples are easy to process as it does not require on-site laboratory for centrifugation. In a previous study,
we demonstrated that urine and saliva samples were interesting alternatives to venous blood specimens for

dengue diagnosis in all situations when blood collection was difficult [11]. In this recent study, in-house

11
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ELISAs for NS1 antigen and anti-DENV antibodies detection were developed and used as reference tests to
assess the value of urine and saliva specimens for dengue diagnosis. Good salivary- and urinary-based RDTs
could be valuable tools for dengue diagnosis as they combine easy sampling methods with rapid, equipment-
free testing. Such kits could be used by nurses, at the patient’s bedside, in hospital settings but also by

general practitioners in private clinics or by epidemiologists during outbreak investigations and field studies.

Some oral fluid RDTs have already been marketed for wiral infection diagnosis. One
immunochromatographic assay designed for anti-hepatitis C virus (HCV) antibody detection in saliva and at
least two anti-human immunodeficiency virus (HIV) antibody detection kits have been commercialized. The
anti-HCV antibodies device showed very good performances [14,15] and seemed to be an interesting tool for
field work with people at risk of HCV infection [16,17]. The anti-HIV antibody oral fluid devices also
demonstrated good performances but slightly lower than RDTs used for antibody detection in blood [18-20].
There is currently no rapid test designed for the diagnosis of viral infection in urine but good RDTs have
been developed for bacterial antigen detection in urine, e.g. for Legionella pneumophila serogroup 1 and
Streptococcus preumoniae [21-23]. A rapid immunochromatographic test for Plasmodium falciparum HRP2
antigen detection in urine is currently in clinical development and a preliminary evaluation reported a
sensitivity of 83.8% compared to blood smear microscopy, with a lower sensitivity in urine from patients

with a low parasitemia [24].

This study was the first evaluation of rapid diagnostic tests designed by the Standard Diagnostics company to
detect NSI antigen and anti-DENV IgG, IgM and IgA in urine and saliva specimens. The present study
demonstrates differing performances of these kits in comparison to the in-house ELIS As that we previously
developed. The RDT designed for the detection of NS1 in saliva lacked sensitivity and specificity compared
to the in-house ELISA, resulting in a very low kappa coefficient (0.28). The results obtained by the NS1
RDT with urine specimens were close to those observed with our reference ELISA with sensitivities of
15.5% and 14.3%, respectively, and a kappa coefficient of 0.88. The slightly better performance observed

with the RDT in comparison to the ELISA can be explained by a reduced sensitivity of the IPC in-house

12
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ELISA for the detection of NS1 protein from serotype 2 dengue viruses. Indeed all of the nine urine samples
that tested positive with the RDT but negative with IPC ELISA were obtained from patients infected by
DENV-2. The reduced specificity observed with the RDT in saliva specimens could be a consequence of a
non-specific adhesion of the conjugate to the nitrocellulose membrane. This phenomenon has been described
with saliva but not with other body fluids. Indeed, mucin and other proteinaceous and viscous substances
present in high concentration in saliva are believed to adhere to the membrane and aggregate with the
conjugates causing non-specific reaction [25]. The IgG RDT demonstrated a good agreement with the in-
house reference IgG indirect ELISAs, in both saliva (kappa coefficient: 0.62) and urine (kappa coefficient:
0.71) specimens. IgM and IgA RDTs performed less well in saliva and urine with sensitivities lower than
50% even in patients with high levels of the corresponding antibody isotype in the plasma specimens
collected at the same time-points. As previously described by Vasquez et al., anti-DENV IgM were not
found in urine, either by in-house ELISA or by RDT [7]. The combination of IgG and IgM detection in the
same device was thus not useful to test urine samples. In saliva specimens, the combination of IgM and IgG
tests in the same device provided a slight improvement of the overall diagnostic sensitivity compared to the
sengitivities of IgG and IgM tests taken separately (39.8% for the combination, 35.2% for IgG alone and
10.8% for IgM tested separately). Urine and saliva are biological fluids that contain very low levels of
antibodies compared to blood [26,27]. It was estimated that the IgA, IgG and IgM levels in saliva specimens
were approximately 1/10, 1/800 and 1/400 of those measured in serum [26]. RDTs designed by SD company
only required 5 pl of saliva and 10 pl of urine. These volumes ensure correct performances of the kits for the
detection of anti-DENV antibodies in blood [28,29] but could be sub-optimal for the detection of antibodies
present in lower concentrations in other body fluids. Indeed, Zhang et al. developed a rapid test for the

detection of anti-DENV IgG in saliva but this assay required a volume of 100 pl [25].

The high viscosity of some saliva specimens was a interfering with the migration of the sample on the strip
test. Invalid results with RDTs were obtained because of the non-appearance of the control line. The use of a

dilution buffer enabling to reduce the saliva viscosity could eventually prevent these migration issues as even
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a freeze-thaw cycle that in theory should break down the mucopolysaccharides responsible of the viscosity

did not provide any improvement.

This study has several limitations. Saliva and urine samples were frozen for several months at -80°C before
the evaluation and it is not known if this process could have altered the stability of the NS1 antigen or the
antibodies. Additionally, the performances of these diagnostic kits were not evaluated for all four dengue
virus serotypes as this study was conducted using well-characterized and sequential clinical samples
prospectively collected during a DENV-1 epidemic, when the DENV-2 and DENV-4 were circulating at
lower level and no DENV-3 was detected. Specificity results should also be interpreted with caution as they

were generated from a limited number of available negative controls.

Conclusions

Although urine and oral fluid-based rapid diagnostic tests offer an attractive alternative option to blood for
dengue diagnosis, this evaluation suggests that this first series of diagnostic tools developed by a commercial
company would benefit from some further improvement especially in a context where the body fluids
explored are already known to perform less well compared to blood specimens for the diagnosis of dengue
infection. As for any other diagnostic test evaluation, additional independent study would be beneficial in
order to provide a better overview of the performances of these kits in different settings and epidemic

situations.
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401 Table 1: Detection rate of NS1 in urine and saliva samples
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]1-2403 The detection rates of NS1 in urine and saliva samples are presented according to the NS1 level in the corresponding
1 21404 plasma samples

15
16 Urine Saliva

17 -

% gﬁsi'f’l capture | \igy RDT aﬁg[fl capture | 1 RDT
1S Weakly positive o o o

20 olasma | 10:3% (/29) 10.3% (3/29) 13.3% (2/15) 20% (3/15)
21

290  Averagely |, ¢ 200 0/54) 16.7% (9/54) 48.5% (16/33) | 18.2% (6/33)
3 pc:.51t1ve pla_srpa

24 Highly pl:’f;::x: 50% (17/34) 50% (17/34) 64.7% (11/17) | 47.1% (8/17)
2

- 2 p-value * | <0.001 <0.001 0.011 0.094

57405

> 5406 @ Comparison of NS1 positive rate in urine or saliva from patients whose corresponding plasma tested weakly, averagely
2 4407 or highly positive by NS1 ELISA
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409 Table 2: Sensitivity of the different diagnostic tools for NS1 detection in plasma, urine and saliva

o O s W

7'410 The sensitivity of the different diagnostic tools for NS1 detection in plasma, urine and saliva of DENV -infected patients
8411 is presented according to the time of sampling after the onset of the fever and the immune status of the patients.
G

10412

1 }‘ Total Primary infection Secondary infection
5 Plasma | ELISA | All samples | 66% (159/241) 95.7% (66/69) 51.1% (69/135)
E DAOF <3 94.4% (67/71) 100% (29/29) 88.6% (31/35)
16 DAOF 4-7 66.7% (82/123) 93.9% (31/33) 51.4%(36/70)
ig DAOF 812 | 21.3% (10/47) 85.7% (6/7) 6.7% (2/30)

19 Urine | ELISA | All samples | 14.3% (63/440) 18.3% (23/126) 8.1% (20/246)
;g DAOF <3 9.9% (8/81) 15.6% (5/32) 2.4% (1/41)

22 DAOF 4-7 19.2% (52/271) 21.5% (17/79) 12.3% (19/154)
; 3 DAOF 812 | 3.4% (3/88) 6.7% (1/15) 0% (0/51)

g 2 Urine | RDT | Allsamples | 15.5% (68/440) 18.3% (23/126) 10.6% (26/246)
27 DAOF < 3 11.1% (9/81) 15.6% (5/32) 4.9% (2/41)

;g DAOF 4-7 21% (57/271) 21.5% (17/79) 15.6% (24/154)
30 DAOF 8-12 2.3% (2/88) 6.7% (1/15) 0% (0/51)

g % Saliva | ELISA | Allsamples | 24.7% (72/291) 43.5% (37/85) 15.5% (27/174)
23 DAOF <3 25.5% (12/47) 41.2% (7/17) 19.2% (5/26)

g g DAOF 4-7 29.9% (55/184) 46.7% (28/60) 19.4%(21/108)
;g DAOF 8-12 8.3% (5/60) 25% (2/8) 2.5% (1/40)

38 Saliva | RDT | Allsamples | 20.8% (60/280) ** | 31% (26/84) * 16.2% (28/173) *
33’ DAOF <3 14.9% (7/47) 23.5% (4/17) 11.5% (3/26)

41 DAOF 4-7 25.7% (47/183) * 33.9% (20/59) * 19.4%(21/108) *
4 g DAOF 8-12 10.2% (6/59) * 25% (2/8) 10.3%0(4/39) *
44413

32414 DAOF: Day After Onset of Fever

17415

48216 * One invalid result

g 3417 ** Two invalid results
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Table 3: Detection rate of antibodies in urine and saliva samples

The detection rates of antibodies in urine and saliva samples are presented according to the level of the immunoglobulin

in the corresponding plasma samples.

Urine Saliva
IPC ELISA RDT IPC ELISA RDT

IgG Weakly positive | 48.1% (13/27) 29.6% (8/27) 48.1% (13/27) 29.6% (8/27)
plasma
Averagely 50% (41/82) 36.6% (30/82) 74.4% (61/82) 48.8% (40/82)
positive plasma
Highly positive | 72.1% (31/43) 62.8% (27/43) 93% (40/43) 67.4% (29/43)
plasma
p-value * 0.041 0.006 <0.001 0.008

[eM Weakly positive | 0% (0/25) 0% (0/25) 40% (10/25) 8% (2/25)
plasma
Averagely 0% (0/54) 0% (0/54) 83.3% (45/54) 22.2% (12/54)
positive plasma
Highly positive | 0% (0/18) 0% (0/18) 100% (18/18) 44.4% (8/18)
plasma
p-value * 1 1 <0.001 0.019

IgA Weakly positive | 18.2% (6/33) 0% (0/33) 12.1% (4/33) 0% (0/33)
plasma
Averagely 50%(31/62) 27.4% (17/62) 62.3% (38/61) * 13.1%(8/61) *
positive plasma
Highly positive | 100% (21/21) 71.4% (15/21) 81% (17/21) 23.8% (5/21)
plasma
p-value ® <0.001 <0.001 <0.001 0.021

& Comparison of antibodies positive rate in urine or saliva from patients whose corresponding plasma tested weakly,

averagely or highly positive for the same biomarker

* One invalid result
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Table 4: Sensitivity of the different diagnostic tools for I1gG, IgM and IgA detection

The sensitivity of the different diagnostic tools for IgG, IgM and IgA detection in plasma, urine and saliva is presented

according to the time of sampling after the onset of fever.

DAOF (Day after onset of fever)
1-3 4-7 8-14 15-28 29-43 90-103 Total
Plasma | IgG 3.8% 48.2% 85.7% NA 84.4% 66.7% 53.3%
ELISA (2/53) (54112) | (36/42) (38/45) (22/33) (152/285)
TegM 3.9% 49.1% 81% NA 13.6% 0% (0/31) 34.6%
(2/51) (55112) | (34/42) (6/44) (97/280)
IgG or IgM | B.2% 64% 100% NA 82.9% 78.6% 63.8%
(4/49) (71111) | (42/42) (34/41) (22/28) (173/271)
IgA 3.8% 47% 90.5% NA 40.4% 9.4% 40.1%
(2/53) (54/115) | (38/42) (19/47) (3/32) (116/289)
Saliva IeG 5.4% 38.2% 79.5% 78.9% 75.7% 55.9% 51.5%
ELISA (3/56) 86/225) | (62/78) | (45/57) (53/70) (19/34) (268/520)
IsM 3.6% 44.4% 69.2% 35.1% 7.1% 0% (0/34) | 34.8%
(2/56) (100/225) | (54/78) | (20/57) (5/70) (181/520)
IgGorIgM | 8.9% 56.9% 92.3% 94.7% 77.1% 55.9% 63.8%
(5/56) 28/225) | 72/78) | (54/57) (54/70) (19/34) (332/520)
IgA 0% (0/57) | 24.8% 64.4% 18.2% 5.4% 0% (0/36) | 22.7%
(55222) | (@976) | (10/53) (4/74) (118/520)
Saliva TeG 0% (0/56) | 24.9% 61.5% 59.6% 57.1% 8.8% 34.8%
RDT (56225) | (4878 | (34/57) (40/70) (3/34) (181/520)
TeM 0% (0/56) | 15.6% 24.4% 3.5% 1.4% 0% (0/34) | 11%
(35/225) | (19/78) (2/57) (1/70) (57/520)
IgG or IgM | (% (0/56) | 32% 70.5% 61.4% 57.1% 8.8% 39.4%
(720225) | (55/78) (35/57) (40/70) (3/34) (205/520)
IgA 1.8% 8.1% 17.1% 0% (0/55) | 0%/(0/74) | 0% (0/36) | 6.2%
(1/57) asr2) [ a3nme (32/520)
Urine TeG 3.3% 41.3% 71.8% 58.5% 34.3% 12.1% 40.4%
ELISA (2/61) (93/225) | (56/78) (31/53) (24/70) (4/33) (210/520)
TgA 0% (0/61) | 25.7% 67.1% 50.9% 5.7% 0% (0/33) 27.2%
(58/226) | (53/79) (27/53) (4/70) (142/522)
Urine IeGG 0% (0/61) | 25.8% 62.8% 45.3% 18.6% 3% (1/33) 27.9%%
RDT (58225) | (49/78) | (24/53) (13/70) (145/520)
IgA 0% (0/61) | 11.5% 31.6% 9.4% 0%(0/70) | 0% (0/33) | 10.7%
(26/226) | (25/79) (5/53) (56/522)

DAOF: Day After the Onset of Fever
NA: no sample available
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Table 5: Sensitivity of the different tools for IgG, IgM and IgA detection

The sensitivity of the different tools for 1gG, IgM and IgA detection in plasma, urine and saliva is presented according

to the patients’ immune status

Plasma Saliva Urine
IPC ELISA IPC ELISA RDT IPC ELISA RDT
IeG | Primary 16.1% (13/81) | 13.2% (19/144) | 8.3% (12/144) | 5.6% (8/143) 1.4% (2/143)
Secondary 72.9% (124/170) | 68% (208/306) 48% (147/306) 56.8% (171/301) | 39.2% (118/301)
p-value ° <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
IeM | Primary 31.29 (24/77) | 33.3% (48/144) | 11.1% (16/144) | 0% (0/143) 0% (0/143)
Secondary | 37.1% (62/167) | 34% (104/306) | 7.5% (23/306) | 0% (0/301) 0% (0/301)
p-value ® 0.365 0.891 0.206 1 1
IgA | Primary 12.7% (10/79) | 2.9% (4/140) 2.1% (3/140) 4.2% (6/143) 4.2% (6/143)
Secondary | 53.2% (91/171) | 30.5% (92/302) | 6.6% (20/302) | 38.5% (116/301) | 14.3% (43/301)
p-value * <0.001 <0.001 0.049 <0.001 0.002

o Comparison of sensitivity between primary and secondary infection
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Additional file 1. Characteristics of the rapid diagnostic tests for NS1, anti-DENV IgG/IgM and anti-DENYV IgA detection in saliva and urine according to
the manufacturer.

Test 1 Test 2 Test 3 Test 4 Test 5 Test 6
Marker NS1 IgM and IgG IgA NS1 IgM and IgG IgA
Biologic fluid Saliva Saliva Saliva Urine Urine Urine
Volume of sample 100 pl Sul Sul 100 pl 10 pl 10 pl
Volume of diluent | no diluent ~ 120 pl ~ 120 pl no diluent ~ 120 ul ~ 120 ul
Reading time 20 minutes 20 minutes 20 minutes 15 to 20 minutes 15 to 20 minutes 15 to 20 minutes
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4. Résultats complémentaires

Le travail sur la détection de la NS1 dans I’urine a été approfondi. L’étude des paires plasma/urine
(échantillons de plasma et d’urine prélevés chez le méme patient, le méme jour) montre que lorsque le
plasma est positif, la NS1 est détectée dans 23% (49/213) des urines provenant de patients avec une
dengue non sévere alors qu’elle est détectée dans 31,7% (32/101) des urines prélevées chez des
patients avec une dengue sévere. La différence n’est néanmoins pas statistiquement significative (p-
value=0.101). Chuansumrit et al. avaient déja mis en évidence une telle différence et suggéré que la
détection de la NS1 dans I’urine puisse servir a identifier les patients a risque de développer une forme
grave de la maladie [191].

Une étude menée par Korhonen ef al. a montré que I’excrétion de NS1 dans 1’urine était positivement
corrélée a la concentration des protéines totales des urines [189]. L analyse du ratio protéine/créatinine
urinaire mesuré¢ dans 68 urines provenant de patients ayant de la NS1 détectable dans leur plasma
indique un UPCR significativement plus ¢levé dans les échantillons d’urine contenant de la NS1
(médiane=35,2 mg/mmol, valeurs interquartiles=[25,6-47,6]) que dans ceux qui n’en comportent pas
(médiane=26,4 mg/mmol, valeurs interquartiles=[20,2-34,6]) (figure 17), confirmant les résultats de
Korhonen et al. 11 aurait été intéressant de mesurer I’UPCR dans tous les échantillons inclus dans notre
étude et d’inclure ce paramétre dans le modele statistique. Cela nous aurait probablement permis

d’augmenter la performance du modele.

Ratio protéine:créatine urinaire (log10, mg/mmol)
2
|

Absence de NS1 Présence de NS1
Urine

Figure 17 : Comparaison du ratio protéine/créatinine urinaire dans les urines
contenant ou ne contenant pas de NS1
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5. Conclusion et perspectives

Bien que les performances des différentes méthodes de diagnostic ne soient pas aussi bonnes avec
I’urine et la salive qu’avec le plasma, les résultats obtenus pour la détection du génome viral et des
anticorps anti-DENV démontrent I’intérét que peut avoir ’utilisation de ces deux fluides biologiques
pour le diagnostic de la dengue dans des situations au cours desquelles il est compliqué d’obtenir du
sang. Cela est particuliérement vrai pour les études épidémiologiques. En effet, le désavantage causé
par la diminution de sensibilité est en partie compensé par la facilité d’obtention de 'urine et de la
salive, par une meilleure acceptabilité de la part des populations ainsi que par une logistique
simplifiée. Un premier exemple d’utilisation de la salive au cours d’une étude sur I’impact de la
mobilisation communautaire sur le controle vectoriel et la prévention de la dengue a récemment été
publié [204]. Au cours de ce travail, une enquéte séro-¢pidémiologique (détection des IgG anti-
DENYV) a ét¢ menée chez les enfants agés de trois a neuf ans avec uniquement des échantillons de
salive. Seul 0,4% (37/9536) des enfants ont refusé de donner un échantillon et les résultats de 1’étude
se sont révélés concluants. Cet exemple d’étude qui ne requiere pas forcément un test avec une
sensibilité maximale illustre tout a fait I’intérét de ’utilisation de la salive. L utilisation de la salive en
remplacement du sang pour la détection des anticorps, et plus particulierement des IgG comme I’ont
montré Balmaseda ef al. [197] , pourrait permettre d’aider a la mise en place d’étude épidémiologique
pour mesurer l’incidence réelle de la dengue et d’évaluer I’importance des infections
asymptomatiques. L’étude récente de Bhatt er al. a en effet révélé une tres large sous-estimation de
I’incidence de la dengue [4]. Alors qu’en 2009 I’OMS estimait que plus de 50 millions d’individus
étaient touchés annuellement par la maladie, 1’estimation de Bhatt et al. fait état de 390 millions
d’infection par an parmi lesquels 96 millions s’accompagnent de manifestations cliniques. Concernant
les infections asymptomatiques, les différentes études réalisées afin de chiffrer ce phénoméne donnent
des pourcentages tres différents, allant de 42% a 93% [48]. Des ¢études épidémiologiques de grande
ampleur sont nécessaires pour parvenir a estimer au plus juste I’incidence réelle de la dengue et le
pourcentage des infections asymptomatiques. Néanmoins a cause des colts logistiques importants
pour réaliser les collectes de sang, de nombreux pays ne sont pas en mesure de mettre en place de

telles études. L utilisation de salive permettrait de réduire sensiblement ces cofits.
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Dans notre étude, nous ne sommes pas parvenus a isoler le virus, probablement en raison d’une charge
virale trop faible. Il serait donc intéressant de tester a nouveau la présence de virus infectieux en
inoculant des moustiques avec des échantillons d’urine positifs en PCR. Ce systéme d’isolement est
plus sensible que I’isolement sur cellules C6/36 ou Vero E6 [205]. D’autres techniques de
concentration du virus pourraient aussi étre envisagées. Il est en effet possible de concentrer le DENV
a I’aide de billes magnétiques recouvertes de polymeres anioniques [206] ou de nanoparticules d’or
couvertes de polysaccharides sulfates [207]. Le DENV possédant des propriétés agglutinantes, une
concentration avec des globules rouges pourrait également étre tentée. Cette approche a déja été

utilisée pour concentrer les virus de la grippe a partir d’importants volumes d’eau [208].

L’¢évaluation des différents tests rapides développés par I’entreprise Standard Diagnostics a montré
que 'urine et la salive ne peuvent pas étre utilisées de la méme fagon que le sang avec leurs tests
rapides. En effet, les kits développés ont des caractéristiques semblables a celles des tests utilisés pour
le sang, aussi bien en termes de volume d’échantillon requis que de temps d’incubation, mais des
problémes de sensibilité et de spécificité ont été observés. Néanmoins 1’idée de mettre au point des
TDR a utiliser avec des échantillons d’urine ou de salive est trés prometteuse car de tels tests

combineraient facilité¢ d’obtention de I’échantillon et facilité technique du test.
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QUATRIEME PARTIE

La protéinurie : un potentiel marqueur de sévérité?
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1. Contexte et objectifs de I'étude

A I’heure actuelle, lorsqu’un patient se présente dans un centre de soin avec une fievre qui dure depuis
quelques jours et que le médecin suspecte ou diagnostique une infection par le DENV, il est
impossible de prédire cliniquement ou biologiquement si le patient va évoluer vers une forme sévere
de la maladic au moment de la défervescence thermique ou s’il va guérir spontanément sans
complication. Il est donc difficile pour les cliniciens de déterminer quels patients doivent étre
hospitalisés. Un marqueur ais¢ a tester, permettant de distinguer les deux populations de patients serait
d’une grande utilité clinique et permettrait notamment lors des épidémies de grande ampleur d’aider a
trier les patients et d’éviter au maximum de surcharger les hopitaux. Un article publié récemment,
décrivant la situation a Delhi en Inde, expose trés bien le probléme de surcharge qui survient lors de
flambées épidémiques. L’article fait état de deux enfants décédés d’une dengue suite a I’impossibilité
des hopitaux publics, surchargés par 1’affluence massive de cas de dengue, a les prendre en charge.
Issus de familles trop pauvres pour payer une hospitalisation dans une clinique privée, les patients sont

restés sans soins et sont décédés [209].

Les formes sévéres de la dengue sont caractérisées par une fuite plasmatique, avec ou sans
hémorragies. Le(s) mécanisme(s) responsable(s) de cette fuite ne sont, a I’heure actuelle, pas
clairement identifié(s). Une altération du glycocalyx endothélial pourrait étre une explication a
I’augmentation de la perméabilité vasculaire [54,55,201]. Cette matrice anionique, située a la surface
apicale de toutes les cellules endothéliales, permet de retenir et de concentrer les protéines
plasmatiques dans le compartiment vasculaire, créant ainsi une pression oncotique responsable de la
réabsorption des liquides interstitiels. L’altération du glycocalyx entraine une fuite protéique, une
modification de la pression oncotique dans les vaisseaux et une accumulation liquidienne dans le
troisiéme compartiment, sous forme par exemple d’épanchement pleural ou d’ascite. Au niveau des
glomérules rénaux, I’endothélium est spécialisé et comporte des fenestrations afin d’assurer la
filtration du sang et 1’¢élimination des déchets. La présence du glycocalyx permet d’empécher la fuite
des macromolécules et des protéines chargées négativement, comme 1’albumine. Une altération du
glycocalyx liée a I’infection par le DENV pourrait donc se traduire par une plus forte excrétion de

protéines dans 'urine. Une étude menée par Wills ef al. a montré 1’ augmentation de la clairance de
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plusieurs protéines (albumine, transferrine, antithrombine et IgG) dans I'urine de patients atteints
d’une dengue séveére, en état de choc [201]. La protéinurie pourrait donc constituer un marqueur de

sévérité de la dengue.

Dans cette étude, l'utilit¢ de bandelettes urinaires pour la détection des protéines dans 1’urine afin
d’assurer un meilleur triage des patients avant leur admission a I’hopital a été étudiée. Afin de
caractériser au mieux la protéinurie qui a lieu lors de ’infection par le DENV, une analyse quantitative
par mesure du ratio protéine/créatinine (UPCR) avec des échantillons prélevés a différents moments
lors de I’hospitalisation a été réalisée. Quelques électrophoréses des protéines urinaires ont aussi été

faites.

Au cours de cette étude rétrospective, nous avons montré que 49,2% (39/91) des patients avec une
dengue confirmée ont une protéinurie détectable par bandelette urinaire lorsqu’ils se présentent a
I’hopital. La protéinurie est plus fréquemment observée chez les patients présentant les formes les plus
séveres de la maladie (dengue sévere selon la classification OMS de 2009 ou DSS selon la
classification OMS de 1997). Les probabilités de détecter une protéinurie par bandelette chez un
patient sans signes d’alertes (38,1%) et avec signes d’alertes (32%) ainsi que chez un patient DF
(36,4%) et chez un patient DHF (29,6%) ne sont pas significativement différentes. Le ratio
protéine/créatinine a ét¢ mesuré dans 43 des échantillons testés par bandelette. En définissant une
protéinurie significative par un UPCR > 45 mg/mmol [210], une concordance de seulement 67,4% a
été obtenue entre les résultats des deux techniques. Les discordances sont majoritairement observées
parmi les échantillons positifs par bandelette urinaire. En effet, seuls 10 des 23 (43,5%) échantillons

positifs par bandelette ont une valeur d’UPCR dépassant 45 mg/mmol.

En prenant en compte toute la durée de I’hospitalisation, 30,4% (21/69) des patients avec une infection
par le DENV présentent une protéinurie significative, estimée par mesure de I’"UPCR, durant leur
hospitalisation. Parmi ces patients, 33,3% ne présentent pas de signes d’alerte, 23,3% ont des signes
d’alerte et 47,1% ont été admis a 1’hopital pour une dengue sévere. En n’incluant que les échantillons

prélevés au moment de la premiére consultation médicale a I’hdpital, aucun patient sans signes
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d’alerte ne présente de protéinurie significative alors qu’un UPCR > 45 mg/mmol existe chez 16,1% et
50% des patients avec signes d’alerte et avec une dengue sévere, respectivement. Cela démontre une
bonne spécificité de I’'UPCR a détecter les patients nécessitant une hospitalisation mais la sensibilité

est par contre faible.

Nous nous sommes intéressés au lien entre protéinurie et hypoprotéinémie — signe de fuite plasmatique
— mais nous ne sommes pas parvenus a montrer une corrélation entre UPCR et concentration sérique
en protéines totales. Une protéinurie a néanmoins €té¢ plus fréquemment observée chez les patients
présentant une hypoprotéinémie que chez les patients avec une concentration sérique en protéines

totales normale (38,1% versus 10%).

L’étude multivariée a montré que I’'UPCR augmente au cours de la maladie pour atteindre un pic sept
jours apres le début de la fievre. Le ratio diminue ensuite et un mois aprés la phase aigué de la maladie
les patients ont des valeurs d’UPCR normales. Quelle que soit la forme de la maladie, les valeurs
médianes d’UPCR mesurées durant la phase aigu€ ou de convalescence précoce (jusqu’au onzieme
jour aprés le début de la fievre) chez les patients avec une dengue sont plus élevées que celles

obtenues chez des contrdles sains.

L’analyse par électrophorése des protéines de 27 urines prélevées au moment de I’admission des
patients a I’hopital a permis de mettre en évidence un profil normal pour 11,1% des échantillons, une
protéinurie de type tubulaire pour 51,9% des échantillons, de type glomérulaire dans 22,2% des cas, et

une protéinurie mixte pour 14.8% des échantillons.

Article 4: Proteinuria in paediatric dengue fever cases

Andries AC, Duong V, Cappelle J, Ong S, Kerleguer A, Ly S, Tarantola A, Horwood P,
Dussart P, Buchy P.

Soumis a BMC Infectious Diseases en décembre 2015.
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Background

One of the major challenges for dengue diagnostic and clinical management is to
predict which patients are likely to develop complications and a severe form of the
disease. Simple, effective and cheap tests are needed to identify patients at risk. A rise
in urinary protein excretion due to dengue-related increase in vascular permeability has
been described. Simple tests for the detection of protein excretion in urine may
therefore be useful to identify patients at risk for severe dengue.

Methods

In this refrospective study, 91 urine samples collected at the time of admission to
hospital in patients presenting with a dengue infection and 15 samples from healthy
contirols were screened for proteinuria using a dipstick test. Proteinuria was also
quantified by urine protein:creatinine ratio (UPCR) in 168 urine samples collected
during the course of hospitalization from 69 patients with confirmed dengue infection.
Additionally, urine protein electrophoresis was performed in 27 samples obtained from
dengue patients.

Resuits

The dipstick tested positive in 32.0% and 38.1% of the patients presenting at hospital
with laboratory-confirmed dengue with or without warning signs, respectively. A total of
20.0% of the healthy control individuals also tested positive by dipstick. Among dengue
patients, UPCR increased during the critical phase of the disease; peaking
approximately one week after the onset of fever then decreasing as the patients
recovered. Patients with a dengue infection with warnings signs and patients with
severe dengue were more likely to present with significant proteinuria defined by a
UPCR 245 mg/mmol at the time of hospital admission compared to patients without
warning signs. The sensifivity of this biological marker, however, was limited as only
16.1% of the patients with warning signs had a UPCR 245 mg/mmol. Urine protein
electrophoresis showed that both tubular and glomerular proteinuria could oceur during
dengue infection.

Conclusions

Simple point-of-care urine dipstick and UPCR tests do not seem to be very valuable for
the triage of the patients at the time of the initial medical consultation but the
observation of a decrease of the UPCR during the course of the iliness appears to
indicate a favorable evolution towards recovery.
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This is a well-written paper describing a potentially clinically useful application of this
simple test in resource-limited, dengue hyperendemic counfries - and | note the various
teams working (and competing) in this field.

A few points for the authors:

- Please change the title to show this is a study in children, e.g. "Proteinuria in
paediatric dengue fever cases” - this will help to distinguish this from the other
competing studies.

We agree with the Reviewer's suggestion and have modified the title accordingly.

Also children have slightly different patterns of clinical outcomes than adults from
dengue infection, which leads me to my second point:

- Were any dengue 1gG/IgM tests performed? If yes, they should be included in Table 1
together with the daof indicated - this is useful to see if the current dengue acute
infection is on the background of any pre-existing immunity/past-infection to dengue,
which may affect the clinical progress and outcomes - and have a potential impact on
the proteinuria analysis

We would like to thank the Reviewer for this excellent suggestion. In this work, we
actually did not use IgG/IgM ratios but Hemagglutination Inhibition Assay to classify the
patients into primary or secondary infections (please see the Material and Method
section and Table 1). We conducted the analysis suggested and the result and
discussion sections have now been updated. Basically, we observed that the
occurrence of proteinuria episodes and their magnitude, estimated by UPCR, were not
associated with the immune status of the patients.

- The authors need to exclude any other potential causes of proteinuria that may
confound their findings - including any other possible primary viral infections, like CMV,
EBV, enterovirus and adenovirus infections (not uncommon in this age group), which
may also impact on their findings/interpretations. If these other tests were not or could
not be done, the authors should note this as a possible limitation to their study.

We fully agree with the Reviewer. We initially planned to conduct some additional
virological tests but unforfunately, because of the limited volume of blood that could be
obtained in young children with the consent of the parents and in the frame of the
authorization delivered by the National Ethics Committee, we had only small volumes
of plasma left, and only for few children. We have acknowledged this limitation in the
revised version of the manuscript: “Another limitation of the study is that we were not
able to explore potential confounding factors as number of other etiology of proteinuria
do exist, including primary viral infections that are not uncommon in children (e.g.,
adenovirus, cytomegolavirus, Epstein-Barr virus, enterovirus, etc.).”
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Abstract

Background

One of the major challenges for dengue diagnostic and clinical management is to predict which patients
are likely to develop complications and a severe form of the disease. Simple, effective and cheap tests are
needed to identify patients at risk. A rise in urinary protein excretion due to dengue-related increase in
vascular permeability has been described. Simple tests for the detection of protein excretion in urine may
therefore be useful to identify patients at risk for severe dengue.

Methods

In this retrospective study, 91 urine samples collected at the time of admission to hospital in patients
presenting with a dengue infection and 15 samples from healthy controls were screened for proteinuria
using a dipstick test. Proteinuria was also quantified by urine protein:creatinine ratio (UPCR) in 169 urine
samples collected during the course of hospitalization from 69 patients with confirmed dengue infection.
Additionally, urine protein electrophoresis was performed in 27 samples obtained from dengue patients.
Results

The dipstick tested positive in 32.0% and 38.1% of the patients presenting at hospital with laboratory-
confirmed dengue with or without warning signs, respectively. A total of 20.0% of the healthy control
individuals also tested positive by dipstick. Among dengue patients, UPCR increased during the critical
phase of the disease; peaking approximately one week after the onset of fever then decreasing as the
patients recovered. Patients with a dengue infection with warnings signs and patients with severe dengue
were more likely to present with significant proteinuria defined by a UPCR >45 mg/mmol at the time of
hospital admission compared to patients without warning signs. The sensitivity of this biological marker,
however, was limited as only 16.1% of the patients with warning signs had a UPCR >45 mg/mmol. Urine
protein electrophoresis showed that both tubular and glomerular proteinuria could occur during dengue

infection.
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Conclusions
Simple point-of-care urine dipstick and UPCR tests do not seem to be very valuable for the triage of the
patients at the time of the initial medical consultation but the observation of a decrease of the UPCR

during the course of the illness appears to indicate a favorable evolution towards recovery.

Keywords

Dengue, proteinuria, urine, dipstick UPCR, biomarker

Background

Dengue is the most prevalent mosquito-borme viral disease worldwide, occurring in almost 130 tropical or
subtropical countries [1]. A majority of the infections caused by one of the four dengue viruses (DENV)
are asymptomatic or result in a mild febrile illness, but the virus is also capable of producing a life-
threatening disease. The main form of severe dengue is characterized by plasma leakage with or without
bleeding, which may lead to circulatory collapse, called dengue shock syndrome. Non-specific
complications of systemic diseases — such as encephalitis, hepatitis or myocarditis — can also occur. The
course of dengue illness can be divided into three main phases: the febrile phase, the critical phase and the
recovery phase. Severe clinical disease manifestations such as fluid leakage, bleeding and shock occur
during the critical phase which begins around day 4-7 after the onset of fever, when the body temperature
returns below 38°C, and lasts usually between 48—72 hours. During the critical phase, the condition of
patients can improve or worsen rapidly; requiring careful monitoring by care givers. Early clinical
management based on fluid replacement therapy reduces the morbidity and mortality associated with
severe dengue [2].

The major obstacle for an effective clinical management of dengue is the inability to accurately predict, at

an early stage of infection, which patients are likely to develop a severe form of the disease. There is a
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need for simple, effective and cheap tests to identify patients at risk and guide triage. Wills ef al. observed
an increase of urinary protein clearance due to the increase in systemic vascular permeability that occurs
in severe dengue. Subsequently, it has been proposed that a simple urine protein excretion screening test
could be indicative of the severe form of dengue and therefore guide the triage and monitoring of the
patients with suspected dengue infection [3].

The first objective of this study was to assess whether a simple urinalysis strip for protein detection could
benefit the triage of patients with suspected dengue at the point of initial medical consultation. The
second objective was to characterize proteinuria occurring during dengue disease by analyzing the urine
protein:creatinine ratio (UPCR) and conducting a urinary protein electrophoresis on sequential samples

from a limited number of hospitalized patients.

Methods

Clinical samples
A total of 241 spot urine samples obtained from 108 patients with laboratory confirmed dengue virus
infection (DVI) were randomly selected from a biobank created in 2013 during the DENgue research
Framework for Resisting Epidemics in Europe (DENFREE) study. A confirmed dengue case was defined
by the detection of viral RNA by RT-PCR and/or the detection of the NS1 protein and/or an IgM
seroconversion and/or a four-fold antibody titer increase measured by hemagglutination inhibition assay
(HIA) in paired plasma of patients presenting with symptoms suggestive of DVI. Most urine samples
(93.4%; n=225/241) were collected during hospitalization 1-11 days after the onset of fever. An
additional 16 samples were collected one or three months after discharge from hospital. Patients were
categorized as experiencing dengue “with” or “without” warning signs or severe dengue based on the
2009 case definitions established by the World Health Organization (WHO) [2]. The immune status of

patients (primary or secondary infection) was determined by HIA according to WHO criteria [4].
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A further 15 samples collected from healthy children recruited during a community-based study were also
added to the panel. These controls were household members of some of the patients identified during the
DENFREE hospital-based study that did not experience any symptoms and had no biological evidence of

DVI (DENV RT-PCR negative, NS1 negative, no anti-DENV IgM or increasing IgG titer).

Ethical statement
The DENFREE project was approved by the Cambodian National Ethics Committee for Health Research
(authorization no. 063NECHR). The children’s legal representatives signed a written consent before the

enrolment of the patient.

Urine analysis

The presence of protein in urine collected at the time of patient admission at hospital was checked using
semi-quantitative Mission urine dipsticks (Acon, San Diego, USA). The test was performed according to
the manufacturer’s instructions. Results were graded as: no protein; 150 mg/L (trace); 300 mg/L; 1000
mg/L; 3000 mg/L; and 20,000 mg/L. Presence of protein at any concentration was considered as a
positive result. Total protein and creatinine concentrations were measured in samples collected during the
course of hospitalization using a Cobas integra 400 plus analyzer (Roche Diagnostics, Germany). UPCR
was obtained by dividing the total protein concentration expressed in mg/L by the creatinine
concentration measured in mmol/L. Proteinuria was defined as a UPCR =45 mg/mmol and a high
proteinuria as a UPCR =100 mg/mmol [5].

Urine protein electrophoresis (UPEP) was performed with a MINICAP capillary electrophoresis platform
(Sebia, France). Following the manufacturer’s instructions, only samples with a total protein
concentration >1 00 mg/L were tested. Urine samples were processed before electrophoresis following
manufacturer’s instructions. Sample processing consisted of a concentration step using a size exclusion
column (10K Macrosep ultrafiltration device, Pall, USA) followed by dialysis in Sebia buffer (Dialysis

buffer Capillarys/Minicap Urine, Sebia, France). Four electrophoresis patterns were defined for results
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analysis: pattern 1 for normal profile; pattern 2 for dominant alpha-1 and/or alpha-2 fractions; pattern 3

for a dominant albumin fraction, pattern 4 for a serum-like profile (Additional file 1).

Statistical analysis

Statistical tests were performed using STATA version 11.0 (StataCorp, USA). The statistical differences
between categorical groups were detected using the Fisher's exact test. The Kruskal-Wallis rank test and
the Mann Whitney U test were used for continuous independent variables and the Wilcoxon test was used
for continuous dependant variables. The correlation between two continuous variables was assessed by
Spearman’s rank correlation test.

A Generalized Additive Mixed Model (GAMM) was used to evaluate factors independently associated
with the UPCR values and with the occurrence of proteinuria. A Poisson GAMM was used to model
UPCR values, whereas the occurrence of proteinuria was modeled with a binomial GAMM. Five
explanatory variables were included in the model: age, gender, sampling day after onset of fever (DAOF),
immune status (primary or secondary infection) and 2009 WHO disease classification (dengue without
warning signs, dengue with warning signs, severe dengue). A GAMM was used instead of a Generalized
Linear Mixed Model because a non-linear relationship between the response variables (UPCR or
proteinuria occurrence) and both “daof” and “age” explanatory variables were expected. A mixed model
was used with patient ID as a random effect explanatory variable to take into account the non-
independence of samples collected from the same patients and potential random individual variations
between patients. The analysis was performed using the “gammd4™ package (version 0.2-3) under the R
statistical environment (R Foundation, Vienna, Austria).

Significance was assigned at p <0.050.

Results

A total of 108 patients were included in this study. A summary of the patients’ characteristics, clinical and

virologic data is presented in Table 1. In brief, 24 (22.2%) patients presented with dengue without
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warning signs, 62 (57.4%) with dengue with warning signs and 22 (20.4%) with severe dengue. Patients
were aged between 4 and 15 years (median age = 8, interquartile range (IQR) = [7-12]). Males were
slightly overrepresented (62%). The median age in the control population was 6 years (interquartile range
= [5-8]), and 10 out of 15 (66.7%) were males. A secondary infection was diagnosed in 64 (59.2%)

patients.

Protein detection by dipstick in urine specimens collected at admission

Proteinuria was assessed by dipstick in 21 patients without warning signs, 50 patients with warning signs
and 20 patients with a severe dengue (Table 2). Urine samples were collected from each patient at the
time of admission to the hospital (median day after onset of fever =4, IQR = [3-4]). A total of 39 patients
(42.9%) tested positive for proteinuria. Most of the positive samples (71.8%, 28/39) only contained traces
of protein (150 mg/L). Nine patients (23.1%) had an approximate protein concentration of 300 mg/L and
two (5.1%) an approximate concentration of 1000 mg/L. A positive dipstick result was observed for 32%
(16/50) and 38.1% (8/21) of the patients admitted at hospital for a dengue with and without warning
signs, respectively. The difference between the two groups was not statistically significant (Fisher’s exact
p-value = 0.784). Proteins were detected in the urine sample of 75% (15/20) of the patients presenting
with a severe dengue. Three samples of the control group (20%, 3/15) tested positive for proteinuria, with
an approximate concentration of 150 mg/L. The prevalence of proteinuria in dengue patients with and
without warning signs was not significantly different from the one obtained for the control group
(Fisher’s exact P = 0.295 and 0.522, respectively). When considering the immune status of the patients,
53.2% (25/47) of those with a secondary infection and 26.9% (7/26) of the patients with a primary

infection tested positive for proteins in the urine (Fisher’s exact P = 0.048).

Proteinuria determined by the UPCR during the course of hospitalization
The UPCR was tested at admission in 52 patients (median daof =4, IQR = [3—4]) and was significant in
23.1% (n=12) of the cases. No dengue patients without warning signs had a significant proteinuria

7
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detected at admission compared with 16.1% (5/31) of cases with waming signs and 50% (7/14) of
patients with severe dengue (Table 3). The prevalence of proteinuria cases detected at admission was not
significantly different between primary and secondary dengue infections (13.6% vs 28.6%, Fisher’s exact

P=0.281) (Table 3).

The UPCR was also measured during the course of hospitalization in 178 urine samples collected from
nine dengue patients without warning signs, 43 patients with warning signs and 17 patients with a severe
dengue. Nine samples were excluded from the analysis due to very low creatinine concentration (<1
mmol/L) that led to an overestimation of the UPCR. Proteinuria was observed in 33.3%, 23.3% and
47.1% of the patients without wamning signs, with warning signs and severe dengue, respectively (Table
3). Differences between the three groups of patients were not statistically significant. A total of 13% of
the patients presented a high proteinuria (UPCR =100 mg/mmol) during the course of hospitalization
(Table 3). This includes mostly patients with severe dengue (23.5%) but also dengue patients with and
without warning signs (9.3% and 11.1%, respectively). When analyzing by immune status, 26.1% of the
primary dengue cases and 33.3% of the secondary cases experienced at least one episode of proteinuria
with a UPCR >45 mg/mmol during the period of hospitalization (Fisher’s exact P = 0.768). None of the
controls had a UPCR =45 mg/mmol. The proteinuria mainly detected between DAOF5-7 (Table 3), when

UPCR values were the highest (Figure 1).

Sixteen patients included in the study were tested for UPCR one (n=4) or three (n=12) months after

discharge from hospital. None had a UPCR >45 mg/mmol.

UPCRs according to the day of sampling after the onset of fever are shown in Figure 1. No significant
difference was observed in UPCR wvalues between the different groups of patients. UPCR values were
significantly higher in each category of dengue patients at each time-point compared to controls. UPCR

values measured one or three months after the disease (median=12.8 mg/mmol, IQR =[10.0-15.07) were
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significantly lower than the minimal (median=20.43 mg/mmol, IQR = [17.2-31.4]) values measured in

the same patients during the disease (Wilcoxon P <0.001).

Modeling factors independently associated with UPCR values in dengue cases

A GAMM was used to assess factors independently associated with the UPCR values measured in dengue
patients. The day of sampling after the onset of the fever (“daof” variable) and the age of the patient had a
significant effect on UPCR values (P < 0.001) (Table 4). The GAMM-estimated relationships between
UPCR and both “age” and “daof” variables are shown in Figure 2. The model predicted higher UPCR in
urine samples collected from older children (=13 years) and between DAOF 6-8. The immune status of
the patient had no effect on UPCR values. A GAMM was also used to assess factors independently
associated with the occurrence of significant proteinuria (UPCR of 245 mg/mmol) in dengue patients,

using the same variables. No significant association was found (Additional file 2).

Comparison of dipstick results and UPCR values

UPCR was measured in 20 and 23 urine samples that tested negative and positive by dipstick,
respectively.. The median UPCR was 36.1 mg/mmol (IQR = [19.7-85.17) for patients with a positive
result by dipstick and 25.1 mg/mmol (IQR = [17.7-29.3]) for patients with a negative dipstick test. Ten
(43.5%) patients whose urine sample tested positive by dipstick had a UPCR >45 mg/mmol. Only one

patient with a negative dipstick result tested positive for proteinuria after calculating the UPCR.

Association between serum total protein and UPCR

Serum total protein levels and UPCRs were assessed in parallel in 51 dengue patients. UPCRs tended to
be higher in patients with hypoproteinemia (median = 31.6 mg/mmol, IQR = [22.1-48.9]) compared to
patients with a normal serum protein concentration (median = 25.9 mg/mmol, IQR = [18.3-32.1]) but the
difference was not statistically significant (Mann Whitney P = 0.096). A total of 38.1% (8/21) of the
patients with hypoproteinemia had a UPCR =45 mg/mmol, whereas 10% (3/30) of the patients with a

normal total protein concentration presented such a significant proteinuria (Fisher’s exact P = 0.035).
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Finally, there was no correlation between the total protein concentration in serum and the UPCRs in the

urine samples collected for the same patients at the same time points (Spearman P = 0.267).

Association between the occurrence of proteinuria and the length of stay at hospital

The median length of stay at hospital was five days for the patients with and without significant
proteinuria during the course of the disease but interquartile ranges differed. Two-thirds of patients with a
UPCR 245 mg/mmol in at least one sample were hospitalized 5-7 days whereas 75% of the patients with
a UPCR <45 mg/mmol stayed 4-5 days at hospital. Univariate statistical analysis demonstrated a
significant difference in the length of stay between the two groups of patients (Mann Whitney P = 0.010).
When the analysis was conducted with a cut-off value for UPCR >20 mg/mmol (as defined by the US
National Kidney Foundation), the patients with a proteinuria at the time of hospital admission tended to
have a subsequent longer period of hospitalization than the patients with a UPCR <20 mg/mmol.
However, this difference was not statistically significant (Mann Whitney P = 0.089) possibly due to the

relatively small sampling size.

Urine protein electrophoresis

UPEP was performed on 27 admission samples in which the total protein concentration was >100 mg/L.
Results are presented in Table 5. A normal profile was obtained with three samples: two were collected
from dengue patients with warning signs and one from a patient presenting with a severe dengue disease.
All three samples had a UPCR <45 mg/mmol. Slightly more than half of the samples (14/27)
demonstrated a pattern with dominant alpha 1 and/or alpha 2 fractions (alpha 1/2 pattern). Those samples
were obtained from two patients without warning signs, seven patients with warning signs and five
patients with severe dengue. Five samples (one patient with warning signs and four patients with severe
dengue) showed a pattern characterized by a dominant albumin fraction (albumin pattern) and a “serum-

like’ pattern was observed in five samples collected from three patients with warning signs and two
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patients with severe dengue. Out of the 14 samples with an alpha 1/2 pattern, five had a UPCR >45
mg/mmol. Three of the five samples with an albumin pattern had a UPCR >100 mg/mmol and two a
UPCR <45 mg/mmol. UPCR was greater than 45 mg/mmol in all five samples with a ‘serum-like’ pattern

including four with a UCPR =100 mg/mmol.

Discussion

The symptoms of dengue disease are typically non-specific unless complications develop, usually at the
time of fever defervescence, approximately five or six days after the onset of fever. One of the major
issues in dengue diagnosis is the lack of good biomarkers predictive of an evolution towards severe
disease, which would improve the triage of dengue cases and help to prioritize the hospitalization of those
patients at highest risk of complications.

Increased urinary excretion of protein in patients infected by DENV is thought to be a hallmark of
vascular endothelial cells defect and plasma leakage associated with complicated forms of dengue and is
considered a possible prognostic marker [3]. Proteinuria has been reported in up to 74% of patients with
dengue hemorrhagic fever (DHF) [6] and cases of self-limiting nephrotic-range proteinuria in patients
with DHF presenting no manifestations of renal damage have been described elsewhere [7, 8]. The
mechanism underlying the hypothesis of increased protein excretion in urine is that during DVI the
glycocalyx of the endothelial cells is disrupted either by direct action of the virus or by the NS1 antigen
[3, 9, 10], causing plasma leakage. At the kidney level, alteration of the glycocalyx layer that coats the
glomerular endothelial cells enables the passage of macromolecules in the primary urine. In normal
conditions, this passage is restricted in order to maintain the intravascular albumin concentration. As
macromolecules cannot be reabsorbed by tubules, a glomerular proteinuria, mainly characterized by the
presence of albumin in the final urine, occurs. Increased clearance of proteins in urine due to disruption of
the glycocalyx has been described during diabetes mellitus [11], childhood nephrotic syndrome [12] and

meningococcal septicemia [13].
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We first investigated the presence of proteinuria by using a dipstick, one of the easiest, most widely
accessible and cheapest methods for the detection of proteins in urine. We observed that urinary dipstick
used on samples collected at the time of initial medical consultation before admission to the hospital was
not areliable tool for the triage of dengue patients. The proportions of positive tests in controls (20%) and
among patients diagnosed with dengue without (38.1%) and with (32%) warning signs were not
statistically different. Similar results were obtained when the patients were classified according to the
1997 WHO guidelines (data not shown). Vasanwala ef al. as well as Lumpaopong et al. also assessed the
prognostic value of urine dipstick and demonstrated that this rapid test was not able to discriminate
between dengue fever (DF) and DHF [14, 15]. In the present study, the comparison of the dipstick results
with the UPCR results indicated that only 43.5% of the patients who tested positive for proteinuria by
dipstick had a proteinuria considered as significant as defined by a UPCR =45 mg/mmol. A proteinuria
detected by dipstick that was associated with a UPCR <45 mg/mmol was probably moderate and/or the
result of a urine concentration associated with a mild dehydration caused by fever or vomiting. Indeed,
Marks et al. reported a high incidence of false positive proteinuria detected by dipstick in children with
various febrile illnesses [16]. The UPCR is actually a better tool to assess the proteinuria than simple
dipstick as it intends to adjust for fluctuations in fluid intake and hydration status.

The gold standard to determine the proteinuria is provided by the measurement of total protein or albumin
in urine over a 24-hour period (timed urine). However, this method is time-consuming and cumbersome,
especially in young children who represent a large proportion of the patients in dengue hyper-endemic
countries like Cambodia. As timed urine would not be collected in real field situations during dengue
epidemics when pediatric wards are at full capacity, we instead decided to investigate the value of direct
spot urine specimens, which could be more easily collected. Measurement of urine albumin:creatinine or
protein:creatinine ratios in random spot urine samples has been demonstrated to be an acceptable
alternative to timed urine samples [17, 18]. Since Hanh Tien ef al. already determined that urine
albumin:creatinine ratios in dengue patients were not useful tools to predict the evolution towards severe

dengue and the need for hospitalization [19], we instead evaluated the potential value of the UPCR.
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UPCR in dengue adult patients was previously investigated by Vasanwala and colleagues [14]. Our study
differed from that of this author because we only included children and used a different definition for a
‘significant proteinuria’ based on UPCR measurement for which there is no real consensus. Vasanwala et
al. used the value of 20 mg/mmol as the cut-off following the US National Kidney Foundation
recommendations [20], whereas we used a more conservative definition of 45 mg/mmol as recommended
by the Royal College of Physicians of London [5]. Indeed, this value appeared more appropriate as 80%
(135/169) of the urine samples obtained from pediatric dengue patients had a UPCR >20 mg/mmol in our
study. Using the 2009 WHO case definition to classify patients, we demonstrated that patients with
warnings signs and severe dengue were more likely to have a UPCR 245 mg/mmol at the time of hospital
admission compared to patients without warning signs. Nevertheless, the sensitivity of this marker was
limited as only 16.1% of the patients with warning signs had such significant proteinuria.

The UPCR values were systematically higher in dengue patients compared to healthy controls. This was
confirmed at all the time-points at which urine specimens were collected during the course of the disease.
The increase in UPCR was transient and associated with the acute and early convalescent phase of the
disease.

Our multivariate analysis of UPCR during the course of the disease indicated that this ratio was
significantly higher six to eight days after the onset of fever. This observation is in agreement with the
findings of Vasanwala ef al. who described that UPCR. peaked approximately on the 7" day of illness [14,
21]. Hanh Tien et al. also reported a UPCR peak at a median time of five days after the onset of
symptoms [19]. Rather than being a marker that could be used for patient triage at the time of first
medical consultation, UPCR measurement seems to be more useful for monitoring patients during the
course of the disease. Indeed, the peak UPCR usually occurred at the end of the critical phase of the
disease and the decrease in the ratio seemed to correspond with the beginning of the recovery phase.

Two studies conducted by Vasanwala ef al. demonstrated that adults patients with DHF or dengue shock
syndrome (DSS) had significantly higher median peaks of urine protein:creatinine ratios at days 6-7 after
onset of disease than patients experiencing DF [14, 21]. We did not observe this difference in the present
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study that exclusively included children. UPCRs measured in children with DF were not significantly
different from the ratios obtained in children with DHF or DSS at any point of time during the course of
the disease (data not shown). We were also not able to demonstrate differences in UPCR levels between
patients without warnings, patients with warning signs and patients with severe disease. In this work, we
also showed that the occurrence of proteinuria episodes and their magnitude, estimated by UPCR, were
not associated with the immune status of the patients.

Khalil et al. previously reported that the occurrence of acute kidney injury during dengue was
independently associated with an increased length of stay in hospital [22]. In this study, children who
experienced a significant proteinuria during the course of the disease and patients with a UPCR >20
mg/minol at the time of the first medical consultation were more likely to be hospitalized for a longer
period of time.

Hypoproteinemia in dengue cases usually indicates a plasma leakage [4]. Here we observed that
significant proteinuria was more fiequent in patients with hypoproteinemia but a UPCR =45 mg/mmol
was observed in only 38.1% of the patients with hypoproteinemia. These results may suggest that the
plasma leakage does not necessarily always cause very significant proteinuria. It is possible that in a
number of cases the leakage is too limited or quickly compensated that evidence of proteinuria is not
detected or that the protein leakage mainly occurs through vessels from tissues other than the kidneys.
Three main categories of proteinuria can be distinguished: the overflow proteinuria, the tubular
proteinuria and the glomerular proteinuria [23]. UPEP is a useful tool to determine the type of proteinuria.
Overflow proteinuria is a pre-renal proteinuria. The increased concentration of small proteins in the
plasma, which can be filtered in the glomerulus, leads to an increased protein concentration in the primary
urine and a failure of the complete reabsorption by the tubular cells. It is characterized by an abnormal
peak of one of the five protein fractions. UPEP in tubular proteinuria demonstrates alpha and/or beta
globulin peaks, with or without a minor fraction of albumin. UPEP analysis of glomerular proteinuria
shows either a dominant albumin fraction in selective glomerular proteinuria or a pattern similar to serum
proteins in non-selective glomerular proteinuria. We did not observe any case of overflow proteinuria in
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the limited number of cases included in our study. Patterns compatible with a tubular proteinuria, a
selective glomerular proteinuria and a non-selective glomerular proteinuria, were observed in 51.9%,
22.2% and 14.8% of the samples tested by UPEP, respectively. The glomerular proteinuria was associated
with a high value of UPCR and we showed in this study that a UPCR >75 mg/mmol was 100% specific of
a glomerular proteinuria. If we set a value of 75 mg/mmol for the UPCR as a hallmark of a glomerular
proteinuria, 12 patients beyond the 21 that experienced a significant proteinuria could have been
classified in that group. Among those 12 patients, one was classified as dengue without warning signs, six
as dengue with warning signs and five as severe dengue. By using the 1997 WHO dengue classification,
three, four and five patients were classified as DF, DHF and DSS, respectively. The initial hypothesis that
the proteinuria in dengue disease was solely the result of disruption of the glycocalyx is likely to be only
partially true as we detected both tubular and glomerular proteinuria cases in almost the same proportions.
Renal impairments associated to both glomerular and tubular syndromes have already been described.
Lizarraga et al. reviewed various types of glomerulonephritis including those associated with the
formation of immune complexes in the glomeruli [6]. Kidney biopsies from patients with dengue of
varying degrees of severity revealed acute tubular necrosis resulting in tubular impairments [24-28].
Ischemic processes, which are common in patients with severe hypovolemic shock, have been suggested
as an explanation to tubular necrosis in DSS patients [25]. Interstitial edema and mononuclear infiltration
can also contribute to tubular necrosis in patients without shock syndrome [24, 27].

A limitation of our study was the small number of patients without warning signs as clinical specimens
were only collected from hospitalized children and not from ambulatory cases. This resulted in an
underrepresentation of the mildest form of dengue disease and may explain why we did not observe
differences in proteinuria between patients with or without warning signs. Another limitation was the
absence of daily UPCR measurement for each patient: the median number of samples tested for each
patient was only two for a median length of hospitalization of five days. It is therefore possible that the
occurrence of more significant proteinuria episodes were not captured in some patients. Another
limitation of the study is that we were not able to explore potential confounding factors as number of
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other etiology of proteinuria do exist, including primary viral infections that are not uncommon in
children (e.g., adenovirus, cytomegolavirus, Epstein-Barr virus, enterovirus, etc.).

The kidney is one of the major organs affected during dengue but the mechanism and the prevalence of
renal involvement in children with dengue fever remains unclear. Renal function is not routinely assessed
in patients hospitalized for suspected or confirmed dengue and thus the impact of dengue infection on the
kidneys could well be under-recognized. This is a third limitation of our study as the proteinuria was
measured retrospectively and the renal function was not assessed by the clinicians. There is a clear need,
for a future study, to assess simultaneously the various parameters associated with a renal dysfunction as
the hematuria, the proteinuria, an electrolyte disturbance, the glomerular filtration rate, and eventually to

conduct renal biopsies.

Conclusions

This study indicates that protein excretion in urine, estimated by UPCR, increases during the course of
dengue disease to reach a maximum level approximately one week after the onset of fever. We found that
neither urine dipstick nor UPCR measurement were useful for patient triage at the time of first visit to
hospital. Monitoring the urinary protein excretion during the course of the disease, however, might be a

factor indicating the evolution towards disease recovery.

List of abbreviations

DAOF: day after onset of fever
DENV: dengue virus

DF: dengue fever

DHF: dengue hemorrhagic fever
DSS: dengue shock syndrome
DVTI: dengue virus infection
IQR: interquartile range
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UPCR: urine protein:creatinine ratio
UPEP: urine protein electrophoresis
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Figures

Figure 1: UPCR according to time of sampling and disease severity.
Horizontal solid lines represent the median value measured in control patients. Horizontal dash lines
represent the quartiles. UPCR: Urine protein:creatinine ratio, DAOF: Day After Onset of Fever, WS-:

dengue without Warning signs, WS+: dengue with Warning signs, SD: Severe dengue
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Figure 2: Relationship between UPCR and day of sampling after fever onset (A) or patient age (B).
A GAMM-model was used to estimate the relationship. The figure in the y-axis is the effective degrees of

freedom of the smooth function terms. daof: day after onset of fever

Additional files

Additional file 1. Examples of urine protein electrophoresis profiles obtained by capillary

electrophoresis.

(1) Normal Profile. (2) Profile with dominant alpha-1 peak. (3) Profile with a dominant albumin peak. (4)

“Serum-like” profile.

Format: PDF

Additional file 2. Model estimates of the effects of various parameters on the occurrence of

proteinuria.

Format: PDF
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Table 1. Summary of demographic, clinical and virologic information of the patients.

Dengue without Dengue with warning Severe dengue
warning signs signs
Number of patients | 24 (45) 62 (143) 22 (53)
(number of samples)
Median age in years | 7 [6-12] 8.5[7-12] 9 [7-11]
liqr]
Sex (Male) 15 (62.5%) 37 (59.7%) 15 (68.2%)
Median day of fever at | 2 [2-3] 4 [3-4] 4 [4-5]
hospital admission [iqr]
Median length of stay at | 5 [5-5.5] 5 [4-6] 5 [4-5]
hospital [iqr]
Dengue diagnostic
RT-PCR and NS1 19 (79.2%) 46 (74 2%) 9 (40.9%)
positive
RT-PCR positive and 5 (20.8%) 11 (17.7%) 8 (36.4%)
NSI negative
RT-PCR negative and | 0 (0%) 3 (4.8%) 1 (4.5%)
NSI positive
Other * 0 (0%) 2 (3.2%) 4 (18.2%)
Immune status
Primary infection 10 (41.7%) 20 (32.2%) 0 (0%)
Secondary infection 11 (45.8%) 32 (51.6%) 21 (95.5%)
Undetermined ** 3 (12.5%) 10 (16.1%) 1 (4.5%)
Clinical manifestations at admission
Dry bleeding *** 4 (16.7%) 15 (24 .2%) 6 (27.3%)
Wet bleeding **** 1 (4.2%) 10 (16.1%) 7 (31.8%)
Abdominal pain 0 (0%) 52 (83 .9%) 22 (100%)
Persistent vomiting 0 (0%) 39 (62.9%) 22 (100%)
Lethargy/restlessness 1 (4.2%) 19 (30.6%) 15 (68.2%)
Hepatomegaly 0 (0%) 29 (46 .8%) 15 (68.2%)
Ascites 0 (0%) 15 (24 .2%) 8 (36.1%)
Pleural effusion 0 (0%) 12 (19 4%) 6 (27.3%)
Facial edema 0 (0%) 2 (3.2%) 3 (13.6%)
Cold extremities 0 (0%) 1 (1.6%) 19 (86.4%)
Cyanosis 0 (0%) 0 (0%) 11 (50%)
Hypotension, weak or | 0 (0%) 0 (0%) 12 (50.5%)
undetectable pulse
Narrow pulse pressure 0 (0%) 0 (0%) 16 (72.7%)
Delayed capillary refill | 0 (0%) 0 (0%) 14 (63.6%)
time

iqr: interquartile range

* JeM seroconversion in paired plasma and/or fourfold increase of the antibody titer measured by
hemagglutination inhibition assay (HIA) in paired plasma

** Immune status is undetermined when the interval between admission and hospital discharge is < 7 days and the
HI titer at the time of hospital discharge is <2560

*#% Petechiae, purpura and/or ecchymosis

ook Nose, gums bleeding, hematemasis, melena and/or conjunctival hemorrhage
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Table 2. Results of urinary protein dipstick test performed at the time of admission to hospital.

Positive dipstick, | Positive dipstick, | Positive dipstick, | Positive dipstick,
total 150 mg/L (trace) | 300 mg/L 1000 mg/L
Control (n=15) 3 (20.0%) 3 (20.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
Total dengue (n=91) 39 (42.9%) 28 (30.8%) 9 (9.9%) 2 (2.2%)
2009 WHO dengue classification
Dengue without 8 (38.1%) 6 (28.6%) 2 (9.5%) 0 (0.0%)
warning signs (n=21)
Dengue with warning | 16 (32.0%) 12 (24.0%) 4 (8.0%) 0 (0.0%)
signs (n=50)
Severe dengue (n=20) | 15 (75.0%) 10 (50.0%) 3 (15.0%) 2 (10.0%)
Immune status
Primary infection 7 (26.9%) 7 (26.9%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
(n=26)
Secondary infection 25 (53.2%) 16 (34.0%) 7 (14.9%) 2 (4.3%)
n=47)
Undetermined® (n=18) | 7 (38.9%) 5(27.8%) 2 (11.1%) 0 (0.0%)

* Immune status is undetermined when the interval between admission and hospital discharge is < 7 days and the HI
titer at the time of hospital discharge is <2560
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Table 3.UPCRs in samples collected at the time of admission and during the course of
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hospitalization.
2009 WHO disease Immune status
classification
Total Dengue | Dengue | Severe | Primary | Seconda | Undeter
dengue | without | with dengue | infectio |ry mined*
warning | warning n infectio
signs signs n
Hospital admission
Number of patients tested 52 7 31 14 22 21 9
Number of patients with an | 12 0 5 7 3 6 3
UPCR > 45 mg/mmol (23.1%) | (0.0%) | (16.1%) | (50.0%) | (13.6%) | (28.6%) | (33.3%)
All samples (admission and
during hospitalization)
Number of patients included | 69 9 43 17 23 33 13
Number of patients with an | 21 3 10 8 6 11 4
Egg%nf S‘;fn;‘llff mmol in al | 30 400y | (33.3%) | (23.3%) | (47.1%) | (26.1%) | (33.3%) | (30.8%)
Number of patients with a | 9 1 4 4 2 6 1
}ig;%fe ;a‘igp‘;;g/ mmol in at | 13 gopy | (11.19%) | (93%) | (23.5%) | (87%) | (18.2%) | (7.7%)
Median UPCR (mg/mmol) | 30.0 308 28.5 343 29.6 293 331
[irq] [22.1- [[205- |[21.6- |[25.7- |[221- |[[21.6- |[23.6-
42.2] 43.0] 38.5] 48 8] 43.3] 48.8] 40.9]
Median day of illness when | 6 [5-7] |6 [5-|6[4-7] |6[5-7] |55 [4-|6[4-8] |6[57]
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UPCR: Urine protein:creatinine ratio

iqr: interquartile range

* Immune status is undetermined when the interval between admission and hospital discharge is < 7 days and the HI

titer at the time of hospital discharge is <2560
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Table 4. Effects of age, gender, disease classification, ilmmune status and day of disease on UPCR.

Linear terms Estimate p-value
Male reference

Female 0.141 0.454
dengue WS- reference

dengue WS+ 0.146 0.604
severe dengue 0.269 0417
primary dengue reference

secondary dengue | -0.029 0.899
Non linear terms | edf p-value
s(daof) 4.921 <0.001
s(age) 3.414 <0.001

edf: effective degrees of freedom of the smooth function terms (edf >1 indicate nonlinear relationships)
F value is an approximate F-test
daof: day after onset of fever
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Table 5. Urine protein electrophoresis profiles in dengue patients.
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Number of observation
Pattern Total WS- WSt SD Mean UPCR
(n=27) (n=2) (n=13) (n=12)
Pattern 1 : Normal 3(11.1%) 0(0.0%) |2 1(83%) | 27.3 (min=17.;
(15.3%) max=33.10)
Pattern 2 : Alpha-1/Alpha-2 | 14 (51.9%) | 2 (100%) | 7 3 38.8 (min=18.5;
(53.8%) | (41.7%) | max=73.5)
Pattern 3 ; Albumin 6 (22.2%) 0(0.0%) |2 4 85.2 (min=27.7 ;
(15.3%) | (33.3%) | max=130.2)
Pattern 4 : “Serum-like” 4 (14.8%) 0(0.0%) |2 2 298.12 (min=114.5 ;
(15.3%) | (16.7%) | max=664.4)
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UPCR: Urine protein;creatinine ratio
WS-: Without warning signs; WS+: With warming signs; SD: Severe Dengue
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Additional file 1. Examples of urine protein electrophoresis profiles obtained by capillary
electrophoresis. (1) Normal Profile. (2) Profile with dominant alpha-1 peak. (3) Profile with a
dominant albumin peak. (4) “Serum-like” profile.
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Additional file 2. Model estimates of the effects of various parameters on the occurrence of
proteinuria.

Linear terms Estimate p-value
Male reference

Female -0.155 0.824
dengue WS- reference

dengue WS+ 0.295 0.778
severe dengue 1.181 0.334
primary dengue reference

secondary dengue | -0.233 0.780
Non linear terms | edf p-value
s(daof) 1.812 <0.277
s(age) 1 0.176

edf: effective degrees of freedom of the smooth function terms (edf >1 indicate nonlinear
relationships)

F value is an approximate F-test

daof: day after onset of fever
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Cette étude n’a pas démontré 1’utilité de la détection de la protéinurie, soit par bandelette, soit par
UPCR, comme aide au triage des patients atteints de dengue avant leur admission a I’hopital. Une
protéinurie a été observée aussi bien dans les cas les moins sévéres de dengue, sans signe d’alerte, que
chez les patients un peu plus séveres présentant des signes d’alertes ou classifiés DHF. Néanmoins, la
mesure de ’'UPCR semble étre intéressante comme outil de suivi de I’évolution des patients au cours
de la maladie. En effet, nos résultats et ceux de Vasanwala et al. [211,212] indiquent que I’excrétion
de protéines dans I’urine augmente lors de la phase critique de la maladie, phase qui commence entre
quatre et cing jours apres le début de la fivre et dure deux a trois jours (figure 18), atteint un pic une
semaine apres ’apparition des symptomes puis diminue alors que le patient entre dans la phase de
convalescence de la maladie. La fin de la phase critique et 1’entrée dans la phase de convalescence
marquent la fin des fuites plasmatiques. Une réabsorption progressive des liquides présents dans le
milieu extracellulaire se produit alors. A ce stade de la maladie, il est nécessaire d’arréter les apports
liquidiens par voie intraveineuse afin d’éviter une hypervolémie et la survenue d’cedémes pulmonaires
(figure 18). A I’heure actuelle, le paramétre biologique recommandé pour le suivi de 1’évolution du
patient au cours de la maladie est la mesure de I’hématocrite qui augmente au cours de la phase
critique et doit se stabiliser ou voire méme diminuer du fait de la réabsorption des fluides au moment
de la phase de convalescence. Pouvoir suivre 1’évolution du patient avec un échantillon d’urine a la
place d’un échantillon sanguin représenterait une amélioration pour le confort des patients,
particuliérement pour les enfants auxquels il peut étre plus difficile de faire accepter une prise de sang.
Il serait trés intéressant de comparer, quotidiennement, en paralléle, et a partir d’une large cohorte de
patients, la contribution de I’hématocrite et du ratio protéine/créatinine urinaire de patients hospitalisés

pour une infection par le DENV afin de confirmer I’intérét du suivi de I’'UPCR au cours de la maladie.

Ce travail a confirmé que les reins sont fréquemment affectés lors d’une infection par le DENV. En
effet, prés d’un tiers des patients inclus dans notre étude ont présenté une protéinurie significative au
cours de leur hospitalisation. L affection des reins semble multifactorielle puisque nous avons montré
que les protéinuries pouvaient &tre tubulaires, glomérulaires ou mixte. Ce travail nécessite d’étre

approfondi afin mieux comprendre la pathogénése de la dengue au niveau des reins et évaluer
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I’incidence réelle des lésions rénales aigués au cours des infections par le DENV. Une étude
permettant d’évaluer de facon compléte la fonction rénale avec réalisation de biopsie chez un nombre

significatif de patients serait nécessaire.

Phase fébrile
Rique de déshydratation, et
chez le jeune enfant risque de
convulsions fébriles liées a la

| | | | | | | | | | | | | | Jours

Figure 18 : Différentes phases et complications possibles au cours de la dengue
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Conclusion générale et perspectives

Au cours de la derni¢re décennie, la dengue n’a cessé¢ de prendre de I’ampleur. Elle représente
aujourd’hui une menace de santé pour plus de 50% de la population mondiale et constitue un fardeau
pour les services de santé et les économies des pays les plus touchés. Depuis 1970, le nombre de pays
affectés ainsi que le nombre de cas déclarés se sont considérablement accrus. On estime que le nombre
de cas a doublé a chaque décennie jusqu’en 2000 puis entre 20000 et 2010 un quasi doublement tous
les 5 ans a été enregistré. Depuis quelques années, les épidémies de dengue se sont intensifiées dans
les zones urbaines des régions endémiques et tendent a gagner les régions rurales. De plus en plus de
régions, jusque la indemnes de la maladie, déclarent leurs premicres épidémies (Tokyo, 2014 ;
Madeére, 2012 ; etc.) ou leur premiers cas autochtones (France, Croatie). Face au peu d’efforts
cohérents et coordonnés entrepris pour contenir la progression de la maladie et inverser les tendances
observées, I’OMS a ¢élaboré une stratégie de lutte contre la dengue pour la période 2012-2020. Cette
stratégie a pour but de réduire le fardeau de la dengue a 1’échelle mondiale, avec pour objectifs
spécifiques de faire baisser la mortalité d’au moins 50% et la morbidité d’au moins 25% d’ici 2020.
Elle repose sur cinq éléments techniques, a savoir : (i) le diagnostic et la prise en charge des cas ; (ii)
la surveillance intégrée et la préparation aux flambées épidémiques ; (iii) la lutte anti-vectorielle
durable ; (iv) I’introduction des futurs vaccins; (v) la recherche fondamentale opérationnelle et
pratique, notamment dans les domaines du diagnostic et de la lutte anti-vectorielle. Ce travail de these,
qui a porté sur le diagnostic de la dengue, est donc tout a fait en adéquation avec la stratégie 2012-

2020 de ’'OMS.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a la fois a 1’aspect clinique et a 1’aspect santé publique
du diagnostic de la dengue. D’un point de vue clinique, I’enjeu du diagnostic biologique est double.
D’une part des tests performants pour identifier les cas de dengue sont nécessaires et d’autre part des
tests permettant de détecter les patients susceptibles d’évoluer vers une forme grave de la maladie
seraient d’une grande aide pour les cliniciens. En pratique, le diagnostic biologique de la dengue n’est

peu ou pas réalisé¢ dans les structures de soins des pays en voie de développement, pays les plus
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touchés par la maladie, qui ne disposent souvent que de laboratoires de biologie rudimentaires et
aucun marqueur biologique permettant d’identifier les patients a risque de développer une forme
sévere de la maladie n’est disponible pour aider les cliniciens dans le triage des patients. Dans le cadre
des actions de santé publique, le diagnostic biologique de la dengue est nécessaire pour assurer une
surveillance correcte de la maladie, la mise en place d’un contrdle vectoriel dans les zones ou des cas
de dengue sont détectés, les études séro-épidémiologiques ou encore les investigations d’épidémie. Le
prélevement de sang lors d’études épidémiologiques de terrain est logistiquement lourd puisqu’il
nécessite la présence de personnel expérimenté en nombre important. De plus, le caractére invasif et
parfois douloureux du prélévement limite le nombre de volontaires lors des études de masse. Ce travail
de thése a été mené afin d’étudier plusieurs solutions envisageables pour faciliter et rendre le
diagnostic de la dengue plus accessible.

Dans une premiere partie du travail de thése, nous nous sommes intéressés aux tests de diagnostic
rapides, outils récemment développés pour faciliter le diagnostic de la dengue. Ces tests ont I’avantage
de donner un résultat en moins d’une demi-heure et d’étre simple d’utilisation. Ils peuvent étre réalisés
dans tous les types de structures médicales, des plus rudimentaires au mieux équipées. L’OMS
recommande aujourd’hui leur utilisation comme outil de diagnostic de premicre intention afin
d’identifier le plus précocement possible les cas de dengue. Notre travail sur 1’évaluation d’un des
tests rapides commercialisés a néanmoins montré que les performances du test variaient en fonction du
type de structure dans laquelle ils étaient réalisés. En effet, avec les mémes échantillons, de moins
bonnes performances ont été obtenues dans les laboratoires de biologie rudimentaires rattachés a deux
hopitaux provinciaux du Cambodge par rapport a ceux obtenus dans un laboratoire de référence dans
la capitale du Cambodge. La simplicité d’utilisation du test est donc a relativiser. Notre travail a aussi
montré les limites du test a fournir un diagnostic de certitude dans les régions ou la dengue est
endémique. Le diagnostic de certitude se fait par la détection de 1’antigéne NS1 et malheureusement a
I’heure actuelle les TDR disponibles présentent un manque de sensibilité important pour les cas de
dengue secondaire, majoritaires en régions endémiques. La détection des anticorps dirigés contre le
DENV (IgM et IgG) permet néanmoins d’orienter le diagnostic vers une dengue. Globalement, en

période d’épidémie de la dengue, le test rapide évalué, qui associe détection de ’antigéne NSI1, des
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IgM et des IgG anti-DENV, permet de prédire 85,7% des cas de dengue lorsqu’il est réalisé au chevet
du malade, et est donc un test tout a fait acceptable.

Une seconde partic de ce travail a été consacrée a I’utilisation des urines et de la salive en
remplacement du sang pour les différentes techniques les plus fréquemment utilisées pour le
diagnostic de la dengue. Bien que les performances des différentes méthodes de diagnostic ne soient
pas aussi bonnes avec de ’urine et de la salive qu’avec du plasma, les résultats obtenus par PCR en
temps réel et avec les ELISAs pour la détection des anticorps anti-DENV ont démontré 1’intérét
potentiel de ces deux fluides biologiques pour détecter les infections par le DENV, particuliérement
pour des études épidémiologiques afin de mesurer par exemple I’incidence de la maladie ou des
formes asymptomatiques.

Une derniére partie du travail a été consacrée a I’é¢tude de la protéinurie comme marqueur pronostic
potentiel de sévérité de la dengue. En effet, il avait déja été démontré que la fuite capillaire qui se
produit dans les formes séveres de la dengue se traduit par une excrétion accrue des protéines
plasmatiques dans 1’urine [201]. Ce marqueur biologique ne s’est pas révélé étre utile pour
diagnostiquer précocement les formes séveéres de la maladie mais semble plutét €tre un outil
intéressant afin de suivre 1’évolution du patient au cours de la maladie. Notre travail a aussi permis de
confirmer qu’au cours de la dengue, les reins sont affectés puisque nous avons détecté une protéinurie
significative chez un prés d’un tiers des patients inclus dans notre étude. Nous espérons que ce travail
sur la protéinurie contribuera a attirer 1’attention des médecins et des chercheurs sur I’importance de
surveiller la fonction rénale au cours des infections par le DENV et sur la nécessité d’investiguer plus
en profondeur la survenue des atteintes rénales chez les patients atteints de dengue et leur conséquence

sur I’évolution du patient.

Au cours de cette thése, plusieurs approches pour améliorer le diagnostic de la dengue ont été
envisagées mais le travail réalisé n’est évidemment pas exhaustif tant la problématique du diagnostic
de la dengue est vaste.

Nous nous sommes intéressés a 1’urine et la salive comme échantillons alternatifs au sang veineux
pour les techniques de diagnostic les plus couramment employées mais nous n’avons pas inclus le
sang capillaire. Ce dernier peut facilement étre prélevé en piquant avec une micro-aiguille I’extrémité

du doigt ou le talon du patient. La goutte de sang obtenue est ensuite absorbée et séchée sur du papier
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buvard. Plusieurs études ont déja été réalisées afin d’évaluer I’intérét de ce type de prélévement et de
bons résultats ont été¢ obtenus [213—220]. Il pourrait étre intéressant de comparer les performances des
différentes techniques de diagnostic réalisées avec des urines, de la salive et du sang capillaire afin de
déterminer tout au long de la maladie quels échantillons alternatifs et quelles techniques de diagnostic
permettent d’obtenir les meilleurs résultats comparés au sang veineux.

Concernant la recherche de marqueurs de sévérité, nous nous sommes penchés dans ce travail que sur
un marqueur potentiel, la protéinurie. De nombreux autres marqueurs, et particuliérement des
cytokines, ont été proposés mais aucun ne semble a I’heure actuelle satisfaisant. Il est possible que la
recherche d’un marqueur unique ne soit pas la bonne piste mais qu’il faille plutot s’orienter vers une
combinaison de plusieurs marqueurs afin d’établir un score de sévérité. Une telle approche a, par
exemple, permis dans le cas des hépatites virales de mettre au point des tests permettant d’évaluer, en
combinant les résultats de six paramétres sanguins, la sévérité de la fibrose (Fibrotest) et le niveau
d’activité inflammatoire (Actitest). Dans le cas de la dengue, on pourrait envisager une combinaison
des différents marqueurs qui ont été¢ associés avec la sévérité¢, comme la NS1, le TNF-a, I’'IL-10,
I’ASAT, la ferritine ou encore la LDL. Le dosage des différents marqueurs pourraient &tre réalisé en
une seule étape grace a la technologie Luminex. Des ¢études protéomiques pourraient aider a
I’identification d’autres protéines dont 1’expression est différente entre des patients présentant
différents niveaux de sévérit¢ de la maladie. Une telle étude a été menée par Kumar et al. et 25
protéines ont ét¢ identifiées comme marqueurs potentiels de DHF a partir d’un mélange de plusieurs
échantillons [221]. 1l serait maintenant intéressant de doser chaque marqueur individuellement chez un
nombre de patients conséquent afin de confirmer ou non leur réle prédictif.

Un probléme important que nous n’avons pas abordé dans ce travail est le manque de spécificité des
tests sérologiques pour le diagnostic de la dengue dans les régions ou co-circulent plusieurs flavivirus
du fait de I’existence de réactions croisées. Dans ces régions, un résultat positif en sérologie ne peut
étre utilisé pour poser un diagnostic de certitude d’infection par le DENV. La recherche d’antigénes
spécifiques a chaque flavivirus constitue un axe de recherche nécessaire pour I’amélioration du

diagnostic de la dengue.
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Brochure commerciale du test SD Bioline Dengue Duo

Annexe 1
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Procédure détaillée du test SD Bioline Dengue Duo

Annexe 2
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