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1. INTRODUCTION

Les dysenteries et les diarrhées dues aux Shigella sont des problémes de santé publique
majeurs dans les pays en développement. Shigella est un des cimg organismes pathogénes le plus
fréguemment retrouvé chez l'enfant atteint de diarrhée ou de dysenterie aigu& (les autres
étant les rotavirus, Escherichia coli, entéropathogéne, E. coli et Campylobacter jejuni
entérotoxinogénes). Les infections & Shigella peuvent &tre 2 l'origine d'un certain nombre de
complications sérieuses et de taux de mortalité élevés. Des épidémies sévéres peuvent étre
dues & 5. dysenteriae 1 (bacille de Shiga).

La mise au point de vaccins pour prévenir les shigelloses est particuli&rement impoxtante
car les mesures actuelles de lutte contre ces infections, en particulier celles destinées au
traitement des cas et 3 la maftrise des épidémies, sont d'une efficacité limitée, Par exemple,
des souches de Shigella, en particulier les souches épidémiques de 5. dysenteriae 1, peuvent
8tre résistantes 3 la plupart des antibiotiques existants, et mdme les antibiotiques appro~
priés peuvent ne pas provoquer d'amélioration clinique rapide ou éviter la mort gquand la
maladie esl grave. Le traitement par réhydratation orale n'a également que peu d'intér8t pour
les malades alteints de dysenterie, une déshydratation n'étant pas forcément un signe parti-
culier de gravité. De plus, le traitement d'épisodes graves est coliteux en raison de la
nécessité de soins spécialisés qui peuvent exiger 1'emploi de nouveaux et coliteux snti-
biotiques. En dehors des vaccins, les mesures qui peuvent aider a prévenir les shigelloses
portent sur 1'interruption de la transmission du germe pathogéne par 1'amélioration de
l'hygitne et des conditions sanitaires individuelles, et par la fourniture de quantités suffi-
santes d'eau pour usage domestique. Il est également probable que 1'incidence ou la gravité
de 1a maladiz peut 8tre réduite par des interventions non spécifiques comme la vaccination
antirougenleuse, des mesures pour améliorer la nutrition et vraisemblablement un apport supplé-
mentaive de vitamine A.

Ce rapport examine & guoi ont abouti les efforts entrepris pour mettre au point des
vaccins contre les shigelloses et épumére les sujets de recherche qui devraient &tre priori-
taires. I} faut souhaiter que cés recommandations permettront de stimuler de nouvelles
recherches gui aboutiront finalement 2 la mise au point de vaccing anti-Shigells efficaces. Le
rappogtzest le troisizme d'une série de mises au point sur ce sujet, publiées par 1'OMS depuis
1980, "

2. FPIDEMIOLOGIE

2.1 Shigellose endémique

La shigellose endémique, due avant tout & §, flexneri (dans les pays en développement)
ot & 8. somnei (dans les pays développés), est un probldme mondial. Dans la plupart des pays
en développement, la shigellose a un taux élevé de morbidité etr, dans certains d'entre eux,
la mortalité est également importante. Les enfants entre un efb ciag ans sont particulizrement
atteints. La transmission se fait avant tout de personne i personne; elle est plus forte quand
l'nygizne personnelle et familiale est insuffisante; les aliments et 1'eau peuvent également
Ztre des sources d'infection. Les taux d'infection secondaire au sein des familles affectées
peuvent atteindre 30 & 50 7. On n’a pas découvert d'hftes animaux naturels (& 1'exclusion des
singes rhésus en captivité) ni de réservoirs situés dans 1'environnement.

Infections intestinales dues 2 Campylobacter, Yersinia, Salmonella, et Shigella.
Bulletin de 1'Organisation mondiale de la Santé, 58: 519-537 (1980).

Les diarrhées par emvahigsement : mise au point sur les diarrhées dues aux Shigella, &
Campylobacter jejuni, et & Escherichia coli entéro—envahissante. Document OMS non publié
CDD/BEI/82.4 (1082).
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2,2 Shigellose épidémique et endémique

Une pandémie de shigellose due & 5. dysenteriae 1 a commencé en 1969 en Amérique centrale
et englobe maintenant une large région d'Afrique cen*rale et des pays appartenant, ou adjacents,
au sous—coutinent indien. L'analyse des plasmides a wontré que la pandémie n'est pas due a la
diffusion d'un clone unique de §. dysenteriae 1, et les raisons pour lesquelles des foyers
étendus sont apparus dans des sites géographiques sépavés ne sont pas claires. Partout cepen-
dant, la souche est résistante 3 de nombreux antibiotiques, y compris ceux le plus frdquemment
utilisés pour traiter la shigellose; par exemple, la souche actuellement prévalente au
Bangladesh est résistante & la fois & 1'association triméchoprime-sul faméthoxazole et &
1"ampicilline.

2.3 Mesures de lutte

Actuellement, les seules mesures qui permettent de prévenir 1'infection sont 1l'améliora-
tionm des conditioms sanitaires et 1'augmentation de }'approvisionnement en eau, qui agissent
en réduisant la transmission fécale-orale, Particulidrement importantes sont celles comme le
lavage des mains au savon et 3 1'eau apriés défécation et avant de toucher aux aliments, 1a
propreté dans la préparation et la conservation des aliments, et 1'élimination hygiénique des
excreta, L'allaitement au seim permet, semble-t-il, de réduire la gravité des infecrioms &
Shigella chez les nouveau-nész et les jeunes enfants jusqu'd trois ans,

3. FPATHOGENIE ET SIGNES CLINIQUES DES SHIGELLQSES

3.1 Pathogénie

la shigellose est la plus transmissible de toutes les maladies baetériennes intestinales :
dix germes vivants peuvent déji& provoquer la maladie chez des adultes saims, On sait peu de
chose sur la fagon dont les Shigella (4ui sont acido-sensibles) survivent dans le milieu gas-
trique, provoquent une diarrhée aqueuse, qui est un signe de la maladie dans certains cas, ou
migrent de la lumitre du gros inmtestin vers la surface épithéliale, Il est certain cependant
que, pour provoquer uné dysenterie, Shigella doit pénétrer dansg les cellules &pithéliales du
eBlon et s'y multiplier, Ce procesgus aboutit & la mort de ces cellules, 3 1'inflawmarion de la
muqueuse, & des uleérations et des hémorragies épithéliales qui caractérisent 1'anatomopatho-
logie de la maladie.

3.2 Signes cliniques

Les manifestations cliniques des shigelloses comprennent en général 1'émission fréquente
de selles contenant du sang et du mucus, de la fidvre, des douleurs abdominales et du répesme.
La maladie commence habituellement par une diarrhée aqueuse suivie aprds 24 A 48 heures par
1'apparition de sang et de mucus dans les selles, Une déshydratation est possible, mais seule-
ment dans une faible proportion de cas, Parmi les différentes complications quil peuvent sur-
veniv chex 15 2 30 % des cas hospitalisés, et particulidrement chez les enfants, il faut men-
tionner : une anerexie prelongée, ume ¢achexie nutritionnelle, une entdéropathie avec perte de
protéines, le syndwome hémolytigue et urémique, un état pseudoleucémique, des pneumonies,
conjonctivites, arthrites, un iléus paralytique, un mégacSlon toxlque, des perforations integ-
tinales, un prolapsus rectal, et une diarrhée persistaente. Les taux de mortalitd dans les cas
hospitalisés dus 2 5. dysenteriae 1 peuvent dépasser 10 % malgré un traitement par des mé&thodes
recommandées. La maladie est particulidrement grave, ¢t la mortalité élevée, guand elle se
déclare aprés la rougeole ou quand il existe une malnutrition préexistante.

4, IMMUNITE ENVERS LES SHIGELLOSES

4.1  Protection due & upe infection précédente

Il existe différents indices en faveur du caractéye immunisant de la shigellose : données
épidémiologiques, obgexvations de volontaires, et Studes chez 1'animal. Des &tudes effectudes
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dans un €tablissement de rééducation ol des infections & S, sonnel et S, flexneri 2a sévis-
saient de fagon cndémique ont montré que les enfants dont 1'bygidne personnelle &tair insuffi-
sante prégsentaient un taux d'attaque élevé de shigellose peadant les 12 & 24 mois suivant leur
admission. Ensuite, le taux d'attaque baissait brusquement et restait assez bas pendant la
durée du séjour dans 1'institution malgré une exposition continue & des enfants infectés et
malades. 11 semblair pessible d'en conclure qu’aprés une ou plusieurs infections cliniques A
Shigella les enfants étaient immunisés, au moins partiellement, envers une réinfection. De
meéme, dans des régions d endémicité, le fait que les shigelloses atteignent sugrtout les jeunes
enfants semble indiquer qu’'il existe une itmunits acquise en rapport avec 1'#ge. Des études sur
des volontaires ont montré que les jeunes adultes atteints de shigellose aprés une exposition
initiale expérimentale &taient protégés contre la maladie lors d upe réexposition & la souche
homologue (5. flexncri 2a), le taux d'efficacité protectrice de la premidre infection étant de
64 %. Cependant, il n'y avait pas de différence entre les volontaires réexposés et les témolns
en ce qui concexne le taux d'exerétion de Shigella; il est possible que plus d'une exposition
& Shipella soit nécessaire pour conférer un niveau &levé d'impunité, Finalement, des &tudes
effectuées chez des singes et des lapins ont montré 1'existence d'une forte protection envers
une réexposition homologue, 3 & 4 semaines aprés la premidre exposition virulente.

4,2 Mécanismes de 1'immunité envers les shigelloses

L'immunité envers les shigelloses semble reposer, largement ou totalement, sur des méca-
nismes imnunitaires locaux. L'immunisation parentérale provoque 1 apparition de titrec élevés
d"anticorps circulants mais elle n'est pss en général protectrice. La plupart des exemples de
protection par lmmunisation supposent la présentation des antipglnes par voie orale ou enté-
rique. Les mécanismes exacts de protection me sont pas connus et peuvent dépendre d anticorps
locaux, d'une immunité muqueuse 3 médiation cellulaire, ou des deux, I1 est vraisemblable que
ces deux mécanlsmes s'opposent & la multiplication du petit inoculum imgéré primitivement,
bien qu'on ne sache pas & quel niveau ceci se produit. Des anticorps envers la toyxine Shipga
vnt-ils un r8le protecteur, particulilrement en cas d'infection par 5. dygenterfae 1, ceci
n'est pas certain,

4.3 Modéleg animaux pour 1'étude de la protectiom immunitaire
P

Parmi les modéles animgux qui omt été utilisés pour étudier 1'immmité protectrice, 1l
faut menticuner la kératoconjonctivite du cobaye (test de Séreny), l'exposition par voie orale
de singes rhésus, et un modéle récemment mis au point d'exposition par voie orale du lapin.

Ces deux modéles d'exposition par volc orale semblent préférables car ils impliquent 1'exis—
tence d'une infection intestinale. Le moddle chez le singe a été extrémement utilisé dans des
érudes sur les vaccing. Ses avantages en sont la similitude de la maladie du singe et celle de
1'homme, le fait que les singes captifs sont fortement sensibles aux infections par Shigella,
et 1'aptitude du medéle 2 mettre en évidence une protection induite par le vacein. Ses incon-
vénients en sont le codt élevé des singes Thésus, les problimes pratiques que pose leur manipu=

lation, et 1'effet possible, pritant 4 confusion, d'une infection préalable & Shigella non
Yeconnue.

Un modéle chez le lapin adulre a été mis au point pour les infectioms & 5. flexneri: il
nécessite un prétraitement des animsux par la tétracycline, 1'administration par voie orale de
bactéries résistantes & la tétracycline aprés neutralisation de 1'acide gastrique, et 1'admi-
nistration intrapéritonéale d'une dose unique d'opium. Avec ce modéle, une colonisation dans
le petit intestin peut €tre observée aprés ineoculation de 106-109 bactéries viables et la mort
a licu aprds inoculation de 1010 bactéries. Une colonisation initiale confére une forte protec-
fion envers une colonisation ultérieure ou une exposition létale, Ce modéle devrait se monirer
utile pour d'autres études sur 1'immunité envers Shigella flexneri; mais il ne permet pas
d'étudier 1'immunité envers S. dysenteriae 1, car les souches testées ne colonisent que faible-
ment et te provogquent pas la maladie.

4.4  Sérologie des infections & Shigella

Les shigelloses peuvent induire des réponses iwmunitaires 3 la fois humorales et 4 média-
tion cellylaire, et ces dernidres peuvent &tre soit muqususes soit générales. Jusqu'a présent,
seules les réponses humorales ont éré érudides de facon approfondie. Les anticorps mesurés
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ont été ceux dirigés contre le lipopolysaccharide (antigéne-0) et la toxine Shiga. Les
réponses aux protéines de la membrane externe (codédes par le plasmide de virulence 140 Mdal)
rn'ont éré érudides que de fagon limitée en utilisant la méthode 4'imtuno—transfert (Western

blot).
4.4.1 Recherche des anticorps envers le LPS deg Shigella

Les antigénes lipopolysaccharidiques (LP5) peuvent &tre préparés sous upe forme pure et
utilisés dans des tests immuno—-enzymatigques (ELA) pour les déterminations d'anticorps spéei-
fiques de classe, sensibles. Cependant, la plupart des antigénes=-0 de Shigella, & 1'exception
de ceux de 5. somnei, dompent des réactions croisées avec ceux de certains E. coli, ce gui
diminue leur spécificité.

L'antigéne-{ de 5. dvsenterise | est apparenté au groupe 1 d'E, coli 0, mais i1 semble ne
1'&tre que faiblement avec d'autres E. ¢oli ou d'autres entérobactéries. Il a été mis au point
un EIA sensible et spéeifique quil peut &tre utilisé i des fins séroépidémiologiques et pour
édtudier 13 réponse ilmmunitaire aux vaccins candidats.

§. flexneri a une certaine parenté antigénique-0 avec d'autres entérobactéries, mals 1l
existe également une réaction ¢reisée trés prononcée entre les sérotypes 1 &4 5. De ce fait,
les recherches d'anticorps spécifiques de sérotypes basés sur les antigénes LPS sont, & de
rares exceptioms prés, impessibles. Cependant, un EIA pour 5. flexneri a été mis au point; il
est sensible et décéle facilement des réponses en anticorps aprés des infections naturelles.
Cette méthode peut Etre utile pour évaluer 1'immunogénicité de vaccins candidats contre
5. flexneri.

5. soonel a un antigéne—0 unique qui jusqu'd présent ne semble &tre partagé que par un
seul sérotype de Plesiomonas shigelloides. Il existe un EIA sensible et spécifique permettant
d'évaluer 1'immunogénicité de vaccins candidats et qui peut &tre utilisé dans des études
séroépidémiologiques.

4.4.2 Réponges en anticorps circulants et intestinaux

Les études portant sur la classe Ig des anticorps sérigues envers le LPS de Shigella chez
1'homme montrent que la réponse en IgA présente un pic aprés deux & trois semaines ef reste
élevée pendant 3 peu prés deux mois; la répomse en IgM suit une courbe semblable. A itopposé, la
réponse en IglG présente un pic aprés trois & six semaines et reste dlevde pendant =ix 4 12 mois
aprés 1'épisode diarrhéique.

Les réponses en anticorps intestinaux envers Shigella n'ont pas été trds étudides che:
l'homme. Cependant, i1 a été montré chez le lapin que 1'inceculation de 5. flewmeri vivant au
d'hybrides E. coli/§. flexneri dans les anses jéjunales Thiry—Vella induit une réponse marquée
en IgA anti-LPS. Le fait que catte réponse puisse &tre rapidement renforcée par réinoculation
aprés plusieurs mols est une autre preuve gue le systéme intestinal deg IzA posséde une
memelre.

Peu d'études ont été effectudes sur la réponse en antitoxine Shiga aprés des infections
par Shigella. Des investigations préliminaires, effectuées en wrilisant un EIA pout déceler
1'antitoxine Shiga, ont montré des réponses en anticorps dans le sérum de malades infectés par
3. dysenteriae 1, mais pas dans celui de malades infectéds par §, flexneri au 5. sonnei. Cepen~
dant, une autre étude effectude en utilisant un test sensible ot spécifique pour les anti-
toxines, basée sur la neutralisation de 1ésions de cellules Hela en couche unique induites par
des toxines, a montré la présence d'anticorps neutralisant les toxines dans le sérum des
malades convalescents d'infections dues & §. flexneri et §. sommei. La raison de cetrte diseor—
dance n'est pas connue et de nouvelles dtudes sont nmecessaires pour évaluer 1Tutilité de ces
différents tests.
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5. DETERMINANTS DE LA VIRULENCE AYANT UN INTERET POSSIBLE POUR LA MISE AU POINT DE VACCINS

Une tres bonne commaissance des mécanismes de virulence de Shipella, et des antigenes spé-
cifiques impliqués devrait faciliter la mise au point ratiomnelle de vaccins contre Shigella.
Les événements ¢lés de la pathogénie des shigelloses sont 1'invasion cellulaire épithéliale,
la multiplication intracellulaire des shigella, la mort de 1'épithélium suivie par la diffusion
bactérienng dans la muqueuse, et finalement la destruction tissulaire assoclée & ume séveére
inflammation locale. Ce que l'on salt actuellement de ces événements et du rBle pathogénique

possible de la toxine Shiga est résumé ci-degsous.

5.1  Invasion des cellules épithéliales

Les données actuelles montrent qu'une variéte de plasmides et de génes chromosomiques
déterminent l'aptitude de Shigella & emvahir les cellules épithéliales intestinmales, 3 s'y mul-
tiplier et finalement les détruire., Un gros plasmide (d'une taille de 120 & 140 Mdal, désigné
comme le plasmide de virulence) est indispemsable & tous les sérotypes de Shigells pour induire
leur propre phagocytose par les cellules épithéliales et pour favoriser la rapide prolifération
intracellulaire de la bactérie. Les mécanismes moléculaires impliqués dans la phagocytose de
Shipgella par les cellulez épithéliales ne sont pas encore comnnus) cependant, plusieurs protéines
de Ta membrane externe codées par le plasmide de virulence ont éré identifiées et peuvent jouer
des v8les olés dans le processus. Des faits récents montrent que le méme plasmide code pour une
activité hémolytique de contact qui provogue la lyse de la membrame de la vacuole phagocytique,
libérant ainsi les bactéries dans le cytoplasme ol elles sont capables de se multiplier rapide=
ment et d'échapper 3 l'attague des enzymes lysosomiques.

3.2  bEnvahisgement bactérien de la muqueuse

Pour que les shigella envahissent la muqueuse, 11 faut que les bactéries survivent et se
multiplient dans la lamina propriz, processus gui conduit & une inflammation aigu€ et a la des=
truction des tissus. On a identifié plusieurs segments chromosomiques qui codent particuliire-
ment pour les fonctions bactériennes que 1'on suppose Etre impliqués dans ces processus. Ces
régions ont é1¢é assocides A : 1) la formation de 1l'antigéne-Q, {i) des systbmes de captage du
fer de forte affinité, ou 1ii) la capacité d'induire une kératoconjenctivite chez le cobaye.

Deux locus chromogomiques détermiment la biosynthise compléte de l'antigéne=0 chez
8. flexneri. Par ailleurs, 17antigime~0 de §. sompel est codé par le gros plasmide de virulence.

aﬂEEWEE;EQEEREEEEEE i, l'expression complére de l'antigéne-0 nécessite & la fois un petrit plas-
mide de 6 Mdal et un locus chromosomique. Le r8le de ''antigéne—0 de Shigella dans la virulence
bactériennc n'a pas été totalement &lucidé, mais les LPS lisses peuvent jouer un rdle important
4 la fols dans la survie intraluminale de Shigella et dans la protection de la bactérie, loca-
lizée dans les tissus, cnvers llactivité bactéricide du sérum.

5.3 La toxﬂpe Shiga

5. dysenteriae 1 tend & provoquar des dysenteries plus graves que les autres sérotypes de
Ehigella et produit également des taux élevés de toxime Shigaj on ne salt pas si ces deux caracs
téristiques de . dysenteriae 1 ont une relation causale. La production de toxine Shiga n'a pas
toujours été mise en évidence chez les autres ShiEella, et lorsque cecl a été ohservé (pour
certaines souches de §. flexneri 2a et de 8. sonnei), le taux de toxine érair 10 000 & 100 000
fois inférieur A celul mesuré avec §. dysenterise 1.

La toxine Shipa produite par 5. dysenteriae 1, qui inhibe la synthése des protéines dang
les cellules eucaryotiques, a été purifide jusqu'i homopénéité et partiellement caractérisée.
Elle cst composée d'une sous—unité contemant un composant enzymatiquement actif et 5 ou 6 copiles
d'une sous-unité B d'un site de liaison; elle a trois activités biolegiques : 1) cytetoxicité
pour certaines cellules cucaryotigues, ii) activité paralytique ou létale chez diverses espéces
animales, et iii) entérotoxicité dans 1'intestin gréle du lapin. Ces activités biologiques
pourraient expliguet la plus grande sévérité de la maladie provoquée par §. dysenterlae 1, la
diarrhée aqueuse qui peut se produire pendant les shigelloses, et les lésions de 1Tendothélium
vasculaire du rein qui caractdrisent le syndrome hémolytique et urémique qui complique parfois
les shigelloses.
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G. VACCINS CONTRE LES SHIGELLA
6.1 Historigque

Au cours d'études effectuées dans les anndes 1940 et 1950, des vaccins parentéraux & base
de cellules enridreg ruédes de Shipgella n'ont pu conférer de protection réelle lors d'exposition
expérimentale de volontaires ou d'essais contr8lés de terrain dans des zones d'endémie; quelques
essais effectués pour vacciner des singes par voie orale avec des Shigella tuées ont également
donné des résultats peu concluants. Depuis l& milieu des anndes 60, la recherche a été surtout
centede sur la mise au point de vaccins buccaux anti-~Shigella vivants, et il en a été préparé
plusieurs qui ont fait preuve d'innocuité dans des études cliniques; certains prévenaient éga-
lement la shigellose aprés exposition expérimentale de volontaires, lors &'essais sur le
terrain, ou dang leg deux cag, Cependant, aucun n'était idéal : il fallait de trop nombreuses
doses, des révertants geénériqueg apparaisgaient parfois, et dans certaines populations, des
effets secondaires {(par exemple, des vomissements) ont été observés.

Grice au génie génétique, on 2 pu analyser avec précision les déterminants importants de
la pathogénicité et de 1'immunogénicité bactérienne, & la fols zux niveaux moléculaire et
générique. Ceci devrait faciliter la création de souches bactériennes définies, ayant les pro-
priétés considérées cormme importantes pour un vaccein contre les shigelloses, at falsant preuve
édgalement d'immocuiré, de stabilité génétique et d'immunogénicitd avec un minimum de doses, et
se pr8tant A4 une production 3 large échelle et & la lyophilisation, Il gerait en particulier
souhaitable que de telles souches colonisent efficacement ou envahissent 1'épithélium intestinal
de telle maniére que les antigénes soient effectivement présentés au tissu lymphofde intestinal.
Des souches vaccinales mises au point par ces méthodes pour d'autres maladies intestinales
peuvent également se montrer des porteurs appropriés pour précenter les antigénes protecteurs
de Shigella, ce qui permettrait d'obtenir des vaccins bivalents ou méme polyvalents. Actuel-
lement, les chercheurs utilizent des techniques de génie géndétique pour mettre &u point divers
types de vaccins anti-Shigella. '

Les vaccins znti-Shigella buccaux vivants, possibles, anciens et actuels, peuvent se
répartir dans quatre grandes catégories :
1) des mutants atténués de Shigella;

ii)  "des hybrides mutants" (Shigella atténué par imcorporation de segments de génes
d'E. woli;

iii) E. coli contenant des génes de Shigella introduits;

iv)  d'autres bactéries porteuses (comme des Salmomells typhi atténuées) contenant des
génes codant pour la synthése d'antipgénes egsentiels de Shigella.

Les plus intéressants de ces vaceins candidats sont briévement décrits ci-desseous.
6.2 Mutants de Shigells atténues
6.2.1% Istrati T32

Cette souche est un mutant mis au point en Roumanie par passage répété d'une souche de
8, flexneri 2a sur gélese; il lud manque le plasmide codant pour le pouvoir imvasif et elle
semble &tre génétiquement stable. De larges essais contr5lés sur le terrain, en Roumanie et en
Chine, basés sur un schéma de vaccination comprenant 4 ouv 5 doses vontenant jusqu'd 3 x 101}
germes vivants par dose, ont montré que ce vaccin &tait dépourvu de toxicité et prévenait
efficacement la shigellose clinigque; on ne sait pas cependant si le vaccin serait efficace
aprés lyophilisation. Dans certains essais sur le terrain, une protection réelle a éré édga-
lement observée envers des sérotypes autres gue ceux de 5. flexneri 2a, par exemple d'autres
sérotypes de 5, flexneri er de 5. sonnei, Gette souche vaccinale mutante atténuée est largement
utilisée en Roumanie oit 1l'expérience montre que son efficacité peut Stre prolongée par des
doses bisannuelles de rappel. Son inconvénient majeur est qu'elle nécessite des doses élevées
multiple=s et des rappels fréquents,
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6.2.2 Mutants streptomycino~dépendsnts

Des souches streptomycino-dépendantes (5mD) de divers sérotypes de 5. flexmeri et de
5. 33223} ayant perdu leur pouwvoir invasif omt &té préparées en Yougoslavie; elles se sont
montrées dépourvues de toxicité et protectrices par voie buccale chez des volontaires et dans
des essais contrdlés de rerrvain effecrués dans ce pays sur une large échelle. Aprés 4 4 5 doses
contenant jusqu'd 5 x 1010 bactéries vivantes par dose, ces vaccins conféraient une protection
spboilique de sérotype qui duralt au moins six mois, mais moins d'un an; unme seule dose de
rappel par voie buccale, dounée aprés un an, maintenait la protection pendant une autre année.
bes essais limités avec des vaccins 5SmD ont été également effectués sur le terrain aux Etats-—
Unis d'Amérique au début des années 70. Dans un essal portant =ur des enfants placés en institu-
tion et qui étaient fortement exposés & Shigella, les vaccins ont été inefficaces. De plus, dans
certains essais, il se produisait un retour 3 la streptomycinmo-indépendance, en particulier avec
la souche de $. sonnei. Aucume autre étude de ces souches n'a été effectuée.

6.2.3 Nouveaux mubants atténués

De nouveaux mutants atténués de Shigella sont en cours de préparation, y compris des
mutants auxobrophes sromatiques (aro~) et des mutants dépourvus de galactose-épimérase (gal E).
Ces vaccing différent des mutants T32 et SmD par le fait qu'ils sont génétiquement définis et
capables d'envahir les cellules épithéliales. Leur atténuation serait basée sur le fait qu'ils
sont incapables de contipuer & pousser dans les tissus hStes. Une autre approche possible pour
préparer des mutsants de Shigells arténuds serait de supprimer les génes codant pour la pro-
duction de la toxine Shiga, les systémes de captation du fer de forte affinité, ou les deux,
toulb en retenant le plasmide qui code pour l'invasion épithéliale.

6.3 Vaccing hybrides mutants

En transférant 4 des Shigella pathogénes des segments de chromosomes spécliiques de
E. Coli K-12 (par exemple le segment xylose-rhamnose), on réduit trés fortement leur virulence.
Le transfert de ces segments dans des mutants de colonies atténudes de Shigella aboutit a4 une
gsérie de dérivés hybrides dépourvus de pouvoir invasif, relativement stables, de 5. flexneri 2a
et de 8. dysenteriac 1, protégeant le singe contre la shigellose expérimentale, L'hybride de
5. flexneri 2a s'egt montré génétiquement stablie et dépourvu de toxicité & la fois chez des
adultes sains et chez des enfants sains placds en institution. Cependant, le degré de protection
conférée ohservé cheez des volontaires n'dtait pas statistiquement significatif, er il a été
observé gue la souche ne proliférait pas bien in vivo. L'hybride de §. dysenteriae 1, quoique
génétiquement instable chez un des 145 volentaires, étalt remsrguable en ce quée 5a colonisation
intestinale détait satisfaisante apres une dose buccale unique, Aucunm essal sur le terrain o ‘a
Sté entrepris pour étudier 1'efficacité de ces souches vaccinales.

6.4 E. coli avec gbnes codant pour les antipénes de Shigella

Dans le milieu des anndes 70, des locus qui déterminent chez 5. flexneri 2a les antigénes
somatiques spéfifiques de groupe et de type ont été tramnsférés dans une souche E. coli 08 et
l'hybride résultant, génétiquement stable et dépourvu de pouvoir invasif, qui Exprimait
l'antigéne—0 de éﬁiEEIla* a été essayé comme vaccin vivant par voie buccale. Bien qu'il se soit
montré protecteur chez des singes et dépourvu de toxicité chez des adultes, ce vaccin candidat
n'a pag conféréd de protection a des volontaires adultes dans des drudes d'exp051t10n
expéarimentale,

Plus récemment, le plasmide 140 Mdal qui code pour 1'invasion des cellules épithéliales a
été transféré a E. Lnll K-12, ¢n mdme temps que des génes chromosomiques codant pour les
antigénes—0 specifzaues de groupe et de type de 5. flewneri 2a. L'E. ¢oli hybride qui en résulte
exprime l'antigéne~0 lisse de §. flexneil 2a et envahit les cellules épithéliales mais ne pro-
voque pas de sécrétion de liquide dans les anses ligaturées de 1'intestin de lapin. Ce vaccin
est & la fois dépourvu de toxicité et protecteur chez le singe. Des études cliniques d'innocuité
et d'efficacité du vaccin chez des volontaires adultes sains sont en cours. Des spuches ana-
logues de E. coli K~12, exprimant d'autres antigénes-0 de $. flexneri ou 1'antigéne—0 de
5. dysentcriaac 1, ont également &té prépardes et des études chez des volontaires sont prévusas,
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6.5 Autres bactéries porteuses qui expriment les antigénes de Shigella

6.5.1 Hybrides de Salmonella typhi qui expriment les antigénes de Shigella

Des souches atténuées de §. typhi mises au point comme vaecin buccal vivant contre la
figvre typhoide sont des porteuses possibles pour présenter des antigémes sélectionnés de
Shigella aux tissus lymphoides h8tes, Des souches de ce type pourraient conférer une protection
3 1a fois contre la fidvre typhoide et les shigelloses. De telles souches atténudes de 5. typhi,
qui comprennent la Ty2la (un mutamt gal E induit chimiquement) et la 541Ty {un mutent aro
pur_ génétiquement défini) atteignent apparemment les tissus lympholdes intestinaux oh elles
stimulent les mécanismes immunitaires X médiation cellulaire, de méme, & un degré variable, que
les réponses en anticorps circulants et intestinaux locaux.

Un vaccin candidat (5076-IC) consiste em une Ty21a dans laquelle a été imcorporé le
plasmide 140 Mdal de 5. sonnei, qui exprime l'antigéne—0 de 5. sopmpei (de méme que celui de
§. typhi). Chez des volontaires, ce vaccin bivalent est & la fols dépourvu de toxicité et effi-
cace envers une exposition 4 §. somnei. Cependant, l'efficacité variable des différents lots de
vaccins a retardé le début des essais sur le terrain.

51 d'autres vaccins bactériens bueccaux, efficaces, vivants gsont mis au peint, par exemple
Vibrio cholerae atténué, ils pourraient se montrer utiles comme porteurs d'antigénes de
Shigella.

$.5.2 Considérations générales sur 1'efficacité de l'expression des antigénes de Shigella par
des germes porteurs

Comme indiqué précédemment, il est vraisemblable quun seul, ou au plus quelques antigenes
de Shigella, par exemple 1'antigene—0, des protéines spécifiques de la membrane externe, et
peut-8tre une anatoxine Shiga, sont nécessaires pour ¢onférer une protection. Il est donc
possible de construire une série de "cassettes" ou modules de plasmides hybrides codant pour
ces antigénes, que 1'om pourrait insérer dans des "systdmes de distribution d'antigénes” (par
exenple B. coli ou des vaccins bactériens vivants hétérologues), Par exemple, leés génes chromo-
somigues et plasmidiques de 5. dysenteriae 1 codant pour la synthise de l'antigéne-0 ont &té
clonés et associés en un seul plasmide hybride, permettant ainsi d'obtenir un véhicule favorable
au transfert des déterminants de cet antigéne & diverses bactéries porteuses.

Des recherches plus approfondies sont cependant nécessaires pour définir quelles somt les
conditions requises pour 1'exprescion efficace de ces antigines sous une forme immuncgdne opti-
male. Des probl2mes de transcriptiom et de traduction peuvent se poser qui pourraient demander

que solent analysés et modifids les mécanismes génétiques régulateurs en cause. Do mdme, des
germes porteurs peuvent ne pas s'assembler et ne pas présenter des amtigénes hétérologues sous

une forme immunogéne optimale. En particulier, l'assemblage des antigénes~0 hétérologues
fonctionnels peut demander des manipulations génétiques supplémentaires pour obtenir un "novau”
LP5 de remplacement sur lequel il serait possible de cemstruire la nouvelle chaine latérale-0.
11 pourrait 8tre également opportun d'éliminer ou de modifier 1'expression des antigénas=0
homologues de fagon & ce qu'ils n'entrent pas en compétition avec le fragment hétérologue pour
1'attachement au noyau, Une meilleure compréhension des interactions des protéines avec les
autres constituants de la membrane bactérienne, comme le LPS et le peptidoglycane, est néces-
saire, car elles peuvent jouer un rdle considérable dans la fagon dont de tels antigiénes sont
assemblés i la surface bactériemne et ont une interactiom avec le systéme immunitaire mugueux.

7. ESSAIS SUR LE TERRAIN DE VACCINS CONTRE LES SHIGELLA

Des essais sur le terrain sont envisapés pour les vaccins candidars anri-Shigella, de
fagon & déterminer quelle est leur efficacité dans les conditiens ob le vacecin gerait probable-
ment utilisé. Les prineipes généraux des essais cliniques (par exemple la nécessité de disposer
d'un échantillon suffisamment grand, une population témoin appropriée et des mécanismes non
biaisés de détection des cas) s'appliquemt & ces essgis comme & tout autre, En ¢e qui concerne
le vaccin anti-Shigellz, les essais doivent présenter quelques caractéristiques supplémentaires
importantes, dont certaines, générales et particulidres, sont déerites ci-dessous.
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7.1 Population des essais sur le terrain

L'essai sur le terrain doit porter sur des populations semblables & celles chez lesquelles
le vaccin sera éventuellement utilisé, Les groupes vaccinés et non vaccinds doivent 8tre compa-—
rables en ce qui concerne 1'dge, le sexe, 1'état vutritionnel et 1'incidence des infections
précédentes A Shigella. La population doit Btre définie d'aprés ses caractéristiques démogra-
phiques et la présence de facteurs de risques particuliZrement liés aux shigelloses {par
exemple malnutrition, rougeole et carence possible en vitamine 4).

7.2 Randomisation

Généralement, il est préférable de distribuer au hasard les individus dans les groupes
vaccin ou placebo; cependant, certains vaccins vivants anti-Shigella peuvent ftre excrétés daps
les féces ei transmis 3 d'autres membres de la famille, qui de ce fait seront vaccinés de fagon
nen intentionnelle, Pour les souches de vaccing éventuellement transmissibles, la randomisation
devrait se faire par ménage et la mlme préparation devrait &tre donmée 3 tous les membres
vacelnables du ménage.

7.3 Incidents possibles

Les vaccins anti-Shigella sont destinés i protéger des individus de la shigellose clinique;
cependant, il faut également envisager la possibilité d'une diminution de 1'incidence des
infections asymptomatiques due i la vaccination. Parmi les incidents possibles, le plus impor-
tant est 1'existence de diarrhée ou de dysenterie avec coprocultures positives pour Shigella,
quoique 1'incidence des infections asymptomatiques doive édgalement &tre déterminde.

Les cas peuvent Stre décelés parmi les patients se présentant dans des hdpitaux ou des
cliniques, ou par surveillance active, répérée, de la communauté {par excmple deux ou trois fois
par semaine); les cas ainsi décelés seront vraisemblablement modérés, alors que ceux décelés
dans les hfpitaux et les dispensaires seront plus graves. La possibilité que la vaccination
réduise plus 1'incidence des infections graves que celle des infections modérées ou asymptoma-—
tiques, doit Etre envisagée. I1 faudrait dong que les méthodes utilisées pour déceler les cas
portent davantage sur la surveillance des malades se présentant i des dispensaires et & des
hépitaux, Par ailleurs, une surveillance active, & base communautaire, sera particuliérement
importante lors des essais d'un vacein anti-$. sonnei car la maladie provogueée par ce sérotype
est plutdt modérée. Les infactions asymptomatiques doivent &tre déceldes par coproculture
périodique chez un édchantillon aléatoire de vaccinés et de témoins sains.

I} faul denner & certains termes une définition précise, applicable partout et facile &
utiliser, sams erreur possible, par les agents de terrainm. Des définitions sont particuliirement
nécessaires pour les termes suivants : "sujet vacciné", "diarrhée", “dysentarie", "shigellose",
"maladie légire, modérde et sévere", "diarrhée persistante” et "infections asymptomatiques',

Des définitions peuvent associer des examens cliniques et de laboratoire et devraient permettre
de faire la distinction entre les cas dams lesquels Shigella est le seul germe pathogine igolé
@l les infections mixtes dues 3 Shigella et & d'autres organismes pathogines intestinaux. Pour
caleuler la tallle des échantillons, il faudrait se baser sur des proportions comnues d'inci-
dents possibles, spécifiques de la communauté étudide (par exemple dysenterie ou diarrhée due
au sérotype de Shigella présent dams le vaccin).

7.4 Méthodes de laboratoire

741 Tests pour la techerche de leucocytes et de sang dans les fices

Pour faire la distinction entre dysenterie et diarrhée, des techniques normalisées
devraient &tre utilisédes pour rechercher la présence de leucocytes et de sang dans les selles,
Ll peut &tre nécessaire de disposer, pour tout prélévement, d'un test chimique pour le sang,
a8550¢i€é & un examen microscopidque pour les leucocytes.
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7.4.2 Méthodes microbicologiques

Dans toute la mesure possible, les échautillons de selles ou les écouvillonnages rectaux
devraient &tre déposés sur un milieu solide, immédiat.ment aprés leur prélévement., Quand ceci
n'est pas possible, les échaantillons devraient Etre transportés au laboratoire dans les
24 heures (si possible moins) en utilisant comme milieu de transport du soluté szlin tamponné
au glycérol (refroidi si possible). Le milieu de Cary-Blair n'est pas idéal pour le transport
des Shigella mais devrait 8tre utilisé quand d'autres permes pathogénes intestinaux sont
recherchés.

L'isolement primaire devrait comprendre au moins deux milieux de culture. Le choix dépend
guelgue peu des sérotypes recherchés; cependant, le premier choix devrait Etre la gélose avec
xylose-lysine-désoxycholate (XLD), le second étant soit la gélose de MacConkey soit lagélose 35.
Une description détaillée des méthodes d'isolement et d'identification des Shigella se trouve
dans le Manuel pour 1'érude au laboratoire des infections intestinales aigués (document OMS non
publié €OD/83.3 Rev.1, 1986).

8. RECOMMANDATTIONS CONCERNANT LA RECHERCHE

8.1 Modéles animaux

8.1.1 Il faudrait disposer d'un petit mod2le animal permettant des études quantitatives
dérailides sur la pathogénie des infections & Shigella vivantes {y compris 5. sonnei, 5. flexneri
et 5. dysenteriae 1), sur l'efficacité des vaccins candidats et sur le mécanisme de 1'immunité
envers les infections. Dans la mesure du possible, des souches isogines de Shigella avec des
modifications ou des délétions génétiques particulidres devraient 8tre utilisées pour des érudes
du mécanisme de la pathogénie et de 1'immnitd. :

8.2 Mécanismes de virulence et d'immunité

8.2.1 Les antigines de la surface cellulaire de Shigella devraient &tre caractérisés de fagon
plus approfondie et leur r&le dans la pathogénie et 1'immunité défini. Des antigénes mingurs et
des antigénes jusqu'i présent mon identifiés devralent également faire 1'chjet d'investigations,
y comprig ceux exprimés dans les conditions qui prévalent au aiveau de 1'intestin. Des anticorps
monoclonaux envers de tels antigdnes seront probablement nécessaires.

8.2.2 Te réle de la toxine Shiga dans la virulence de S. dysenteriae 1 (et d'autres shigella)
devrait &tre déterminé, et il faudrait définir quel est lz rfle protectreur de 1'antitoxine
mugueuse ou circulante, si tant est qu'elle existe. Pour cette analyse, la création de mutants
de 5. dysenteriame 1 dépourvus de toxine est trés importante. De telles scuches devraient E&tre
examinées par des méthodes normalisées, de préféremce dans un laboratoire de référence unique,
pour confirmer le phénotype (ou le génotype) dépourvu de toxime. I faudrait inclure dans ces
érudes des séquelles de shigellose 2 médiation toxinique possible, comme le syndrome hémolytigque
et urémique.

8.2.3 Il faudrait savoir quel est le processus et le¢ mécanisme de la colonisation muqueuse de
Shigella et quels sont les antigénes impliqués dans ce processus. I} faudrait examiner la cap-
tation et le devenir de Shigella dans les cellules épithéliales M et savolr s'il y a corrélation
avec 1'immunogénicité de certaines souches. Des mutants isogénes virulents et avirulents
devraient &tre utilisés dans ces études.

8.3 Irmmonité

8.3.1 11 faudrzit déterminer & quel point la protection envers les shigelloses induite par une
infeetion préalable est spécifique de sérotype, ou si elle s'étend & des sérotypes hétérologues,
et ceci chez des modéles animaux, par des &tudes chez des volontaires, par des études longitu—
dinales de population et par des essais de vaccins sur le terrain. Une attention particuliére
devrait &tre donnée i ume protection creisée possible entre les sérotypes de 5. flexneri, et
entre §. flexmeri et $. dysenteriae ou 5. sonnei.
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8.3.2 1l faudrait connaitre quels sont les v8les des mécanismes lmwunitaires humoraux et 3
médiation cellulaire, particulidrement ceux qui agissent 3 l'intérieur de la muqueuse intesci-
nale ou 4 sa surface. Les antigénes (ou les associations d'antigdnes) responsables de ces
réponses devraient &tre identifids.

8.3.3 1l faudrait savoir si les antigenes contenus dans le lait ou le colostrum confirent une
protection envers les shigelloses: =i oui, quels sont les antigénes et les anticorps impliqués,
et quelle est 1'étendue de cette prorection.

8.3.4 Il faudrait définir quelles sont les Téponses immunitaires générales et muqueuses dans
les shigelloses. Ces réponses compremnment celles aux antigénes—0, aux protéines de la membrane

externe, 3 la toxine Shiga, et & d'amutres antigénes ayant un r&le pathogine possible.

8.4  Mige au point et évaluation de vaceins

8.4.1 En ce qui concerpe la santé publique des pays en développement, la recherche devrait
Etre centrée gsur la mise au point de vaccins contre 5. dysenteriae 1 et contre les zérotypes les
Plus fréquents de S. flexmeri (b, 2a, 3a, 4a). Des vaccins polyvalents peuvent &tre
nécessaires.

8.4.2  La mise au point de vaccins devrait particulidrement viser des vaccins buccaux vivants,
¥y compris des mutants avirulents de Shigella et des souches hybrides (vecteurs hétérologues
exprimant les antigines de Shigella).

8.4.3 Il faudrait définir quels sont les meilleurs "vecteurs" de vaccins hybrides. Caux-¢i
Peuvent ¢omprendre des souches vaccinales vivantes contre §. typhi, E. eoli avirulent er des
vaccins vivants, avirulents, contre V. cholerae. Il faudrait comnaitre les caractéres qui dérer-
minent 1'efficacité d'un "vecteur”.

8.4.4 11 faudrait savoir quelles sont leg meilleures méthodes de préparation et d'administra-
tion de vaccing buccaux vivants contre Shigella., Ceci supposerait que scient effectudes des
études pour déterminer les formulations permettant une récupération et une croissance bacté-—
rienne maximales, sous une forme qui soit immunogéne aprés reconstitution. Il faudrait également
savolr si 1'inoculum doit &tre ou nom protégé de 1'acide gastrique.

8.4.5 Shigella isolée chez des participants A des essais sur le terrain devrait &tre solgneu-
semenl préservée de fagcon 4 pouvoir l'examiner ultérieurement pour rechercher des différences
antigéniques posaibles entre les isolements provenant de vaccinés et de témoins.

8.4.6 L'efficacitd des vacelns devrait Stre dvalude en termes de durde de la protection, effi-—
cacité des vaccinations de rappel, Hge des vaccinds (en particulier en dessous de trois ans) et
effet sur la gravité de la maladie, et par rapport 3 1'état nutritiomnel des vaccinds.

8.4.7 Des critéres normalisés devraient &tre mis au point pour 1'évaluation de 1'efficacité
des vaccins anti-$higella, Ces critéres devraient comprendre des définitions de la diarrhée 2
Shigella et des normes d'évaluation de la gravité de la maladie. Des méthodes de diagnostic de
laboratoire normalisées devraient &tre également recommanddes,

8.4.8 La mise au point de vaccins devrait aveir comme objectif un produit qui soit efficace

et dépourvu de toxicité pour les nouveau—nés de moins d'un anm et qui pourrait &tre incorporé
dans 1w systéme de prestation des programmes &largis de vacecination nationaux.
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