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INTRODUCTION

Bien que les vaccins anticholériques injectables existent depuis un sidela, ils n'ont
pas joué de rdle important dans la lutte contre le chelére, car l'immunité suscitée east
faible et de epurte durée. Depuis le début des anmées 1970, 1'Organisation mondiale de la
Santé déconseille ces vaccins, d'une part parce que leur efficacité est faible, d'autre part
par crainte que des vacclnations inefficaces détournent artention et ressources aux dépens
de meilleures feormes de traftement et de lutte. Entre-temps, les travaux de mize au polnt de
vaccing buccaux efficaces A partir de germes tués et d'antigénes ou de soucheg vivantes
atténuées de Vibrio chelerae 01 se sont poursuivis. La réunion a permisz 4'examiner les
dernlers reésultats de ces études, parmi lesquellec on notera un essaj de terrain au
Bangladesh avee deux formules de vaccin anticholérique buecal inactivé, des investigations
sur les antigénes protecteurs de V. cholerae 01 utilisables dans des vacclins inactivés
améliorés et l'étude chez des volontaires de l'inmoecuité, de 1'immunegénicité et de
l'efficacité des vaccins anticholériques vivants. Les participants ont ensuite formulé des
recompandations applicables aux recherches futures dans ces domaines.

La diarrhée provegquée par Escherichia cell entérotexigéne (ECET) est un probléme
grave dans la plupart des pays en développement et la mige au point des vaceing contre ecette
maladie progresse lentement. Toutefois, des découvertes récentes et importantes sur les
antigénes de virulence d'ECET ont permis de mettré au point des vaceins potentiels, et
1'évaluation chez 1'homme a commencé pour le premier d'entre eux. Lesz participants ont
examiné les travaux menés actuellement sur les antigénes protecteurs d'ECET et formulé un
certain nombre de recommandations visant & encourager la mise au point de vaccins protégeant
contre la maladie 4 ECET,

VACCINE ANTICHOLERIQUES
EPIDEMIOLOGTIE DE LA MALADIE

Le cheléra est actuellement signaléd & 1'0OMS par enviren 35 pays. Non tralté, c'est
encore l'une dey malasdies infectieuses les plus dangereuses, avee un taux de létalité qui
atteint 40 %. Les cas de choléra, estimés &4 un million par an dans le monde, sont
responsables d'environ 20 000 décés en Afrique et 100 000 en Asie. Un tiers
approximativement des décés concernent l'enfant de moins de 5 ans, un quart l'enfant de 5 A
14 ans, les autres décés concernent 1'adulte.

La maladie sévit & la fols sur le mode épidémique et endémique. Quand une épidémie
frappe une zone antérieurement indemne ol les populations sont sérondgatives, elle atteint
également toutes les classes d'ége avec un mode de propagation souvent unique. Ces dpidémies
sont caractérisées par un taux relativement bas d’infections asymptomatigues et il n'y a
ordinairement pas de réservolr d'infection lié 2 l'environnement, En revanche, lorsque lge
choléra est endémique, 1'incidence est maximale dans la classe d'age des 2-15 ans, puis
diminue avec l'dge, sauf chez la femme en dge de procréer chez qui on observe des taux
élevés, La saisonnhalité des flambées ast marquée et la transmizsion est Lide 1) au milieu,
par un réservoir hydrique; ii) & des modesz de dizsémination multiples (eau ou aliments
contaminés, parfeis transmission interhumaine); 1ii) & une fréquence élevée d'infections
asymptomatiques se traduisant par une prévalence élevée des anticorps avant 20 ans.

En secteur d'endémie, les facteurs de risque de choléra sévere sont : 1) 1l’absence ou
un titre peu élevé d’anticorps vibriocides; ii) le contact étroit avec la famille d'un
cholérique; 111) une acidité gastrique faible (naturelle ou acquise aprés chirurgie ou
médication par les anti-acides); iv) l‘alimentation artificielle (chez l'enfant de moins de
3 ans), et v} 1'appartenance au groupe sanguin 0. Plusieurs observations éwvoquent
l'existence d'une immpunité naturelle contre V. cholerae 0l en milieu d'endémicité : 1la
dininution du taux d'atteinte avec 1"age, la baisse du taux d'atteinte lorsque le taux
d'anticorps vibriocides est élevé et pour ce qui est de 1l'épidémiologie, la protection
considérable conférée pay un épizede de choléra contre un deuxiéme éplzode. Au Bangladesh,
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la prévalence de ces anticorps est de 40 % 2 l'dge de 5 ans et de B0 % 4 20 ans. On estime
qu'une personne est exposée & V. cholerae 0l au moins une fois en dix ans er queé certaines
personnes peuvent &tre exposées une fois par an; il semble que 1'immunité soit renforcée par
les infectlens successives y compris par les infections asymptomatiques. -ﬁ

Les groupes qui bénéficieraient le plus d'une vaccination anticheleérique efficace sont
les enfants et les adultes des régions d’endémicité, les réfugiés des camps ot les
conditions d'hygiéne sont mauvaises et les popularions hors des secteurs d'endémicité mais
menacées par la proximité d'un foyer d'épidémie. Le risque encouru par les veyageurs
internationaux est trés faible. Leur vacelnation ne permettrait probablement pas d4d’induire
un changement mesurable, g

HISTORIQUE DE LA VACCINATION ANTICHOLERIQUE

On a commencé & vaceiper contre le choléra par veie parentérale peu aprés la mise en
évidence par Kech de la responsabilité de Vibrio cholerame 01 dams la maladie. A la fin du
XIx® sitcle, on a massivement vacciné en Espagne, puisz en Inde, avec un V. cholerae tué,

51 les premiéres études menées en Inde donnaient & penser que le vaccin était protecteur,
c'est seulement dans les années 1960 que des essais cliniques contrédlés avec le vaccin
injectable & germes entiers tués ont &té réalisds. Une série d’essais au Bangladesh, en Inde
et aux Philippines ont alors confirmé que le vacein était efficace mais ont aussi montre que
la protection était ecourte (3 & 6 mois), que le vaccin était beaucoup meins protecteur chez
le jeune enfant que c¢hez 1'adulte et que la vaccination ne diminuait pas l'excrérvion fécale
de ¥, cholerae, La conclusion qui a alors été formulée érait que ce vaccin injectable
n'était pas rentable comme outil de lutte contre le choléra.

Pendant les anndes 1970, deux essais ont été réalisés en Inde et en Indonésie avec des
vaccing injectables adjuvés par des sels d’aluminium, La protection conférée &rtait rlus
grande et plus durable que celle conférée par les vaccins non adjuvés. On a dgalement’ testd
au Bangladesh et aux Philippines des vaccing injectables constitués par des antigénes
anatoxiques; malgré 1l'apparition d’une réponse sérique enm antitoxine, ces vaceins n'étaient
pas protecteurs.

Fendant cette méme période, 1'0MS a commencé & vivement déconseiller 1'ucilisation du
vacein anticholérique injectable dans quelque indication que ce soit, enm raison de son
manque de rentabilité dans les réglons d’endémicité, de son inefficacité contre les ;
épidémies et de son inaptitude 4 juguler la dissémination internationale gdu choléra,. (e
manque d'intérét pour le vaccin découlait aussi de 1'amélioration et de la simplification du
traitement : la réhydratation par veile intraveineuse et par vele orale ramenait le vaux de
letalité & moins de 1 %, et le traitement paraissait avoir un meilleur rapport
cout-efficacité que la vaccination en termes de vies épargnédes.

Aujourd'hui encore, nombreux sont ceux qui en Asie et en Afrique vivent dans des:
régions ol la fréquence du choléra est importante et ol L'en ne dispose pas d’'un traitement
efficace. La, la moxrtalité par choléra reste dlevée et les épidémies engendrent des crises
de panigque dans la population et de graves difficultés sociales et économiques, Un vaccin
anticholérique efficace est donc toujours aurant nécessaire. Partant du principe que la
protection naturelle contre le choléra est due 2 des anticerps intestinaux antitoxiques et
antibactériens, les recherches des anndes 1980 ont &té axées sur la mise au peint de wvaccins

buccaux capables d'induire une immunité protectrice enm suscitant upe réaction immunitaiye
Intestinale vis-a-vis d'un ou de plusiecurs antigénes appropriés de V. cholerge Q1. '

LES ANTIGENES IMPORTANTS DE VIBRIQO CHOLERAE 01

Des études chez 1'animal et chez 1'homme ont montrd que le lipopolyocside de la paroi du
vibrien (LP5) et la toxine cholérique (CT) suscitent tous deux des réactions Immunitaires
protectrices, Les anticorps présents dans 1'intestin dirigés contre ces deux antigénes
agissent en synergie. L'immunité antibactérienne est essentiellement conférde par les .
anticorps dirigés contre le LPS mais des antieorps dirigés contre d'autres antigénes -
protélques du germe pourraient aussi aveir leur importance. L’immunité antitoxique vise
essentiellement la sous-unité B d¢ la toxine cholérique.
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La colonisation de 1’intesztin de 1‘homme par V. cholerae 01, préalable obligé a
1" spparition de la maladie diarrhéique, est sans aucun doute un phénoméne complexe,
nécessitant l'expression coordonnée du chimictactisme et de laza motilité, des engymes
protéolytiques, des hémagglutinines, des plll de coelenisation, et enfin la preoduction de CT.
En cmpéchant 1'adhésion bactérienne, on pourrait bloquer la pathogénie chelérique & son
début. Des Cravaux récents chez le souriceau et sur des volontaires domnent & pensex que la
colonisatien requiert probablement 1‘élaboration d'un pilus, chez la souche classlque comme
chez le biotype El Tor. Ce facteur a éré appelé TCP (texim coregulated pilus, pilus ecoréguld
avec la toxine) vu que les conditions de déveleppement qui modulent som niveau d4'expression
modulent également la preduction de toxine. En outre, le géne de structure du pilug le plus
important, Tgph, et les génes de la toxine, font partie d'un régulon déterminant la
virulence (toxR) qui régule l'expression génique. Etant domné leur réle important dans la
pathogénie du choléra, les protéines dont 1fexpression est répulée par toxR, protéines
sécrétédes ou de surface (en particulier le TGP et la sous-unité B de la toxine cholérique
(CT-By), pourraient étre employées comme immunogénes asgociés au LPS danzy des vacecins,

Le souriceau est protégé par immunisation passive avec un immunsérum polyclonal de
lapin anti-TCP contre une inoculation d'épreuve avec les souches Ogawa ou Inaha de
¥, cholerae 0l. L'activité protectrice du sérum anti-TCP disparait aprés adserption sur le
vibrion type sauvage, mais est conservée aprés adsorption sur up wutant pilus-négatif; la
protection serait dome liéde sux anticorps anti-TCP. Les séquences du géne Teph sont
identiques chez les deux souches classiques de V. cholerae 01, Ogawa 395 et Inaba 5&9B.
I'homologie est moins grande pour une souche El Ter appartenant au sérotype Ogawa, E7946
caviron 80 % pour la séquence dfacides aminés prévus. Cependant, la structure secondaire
prévue, la répartition des restes charges et les épitopes antigéniques petentiels sont bien
conservés d’un biotype & 1'autre, donnant & penser gue les domaines fonctionnels, comme les
épitopes qui suseltent la formation d'anticorps protecteurs peuvent atre communs aux pilil
des deux biotypes.

I analyse génétique a permis d’Ildentifier, outre Tcpa, plusieurs autres prodults
pénigues indispensables a4 la biogenése et & la fonetion du TCP. L'un dfeux, le TepG, peut
auszi jouer le rdle d'une adhésine ot peut done étre envizagé dans les études wvaccinales. Le
gine toxR régule non seulement les génes impliqués dans la synthése du TCP mals aussi les
pénes codant pour les protéines de membrane externe et pour la production d4'un facteur de
colonisatlon accessoire (ACF). Par suite, TepA pourrait peut-étre servir pendant la
préparation des vaccins & germes entlexs d'indicateur de la prégence d'autres antigénes
potentielloment importants régulés pav le géne toxR.

Les vaccins oraux tuds essayés derniérement au Bangladesh (voir plus loin) ne
contiennent pas de TCP dégelable par immunotransfert; la raison est peut-&tre que les
conditions de culture au moment de la préparation du vaccin n’ont pas permls 1'expression de
ces antigénes, Ni le formol, nl la chaleur futilisés pour inactiver la bactérie du vaceln A
germas entiers), ne semblent diminuer 1' immunoréactivité du TGP dans les immunotransferts.
Il sarait donc possible d’améliorer le vaccin oral a germes entiers en utilisant une souche
qui Fabrique le TCP et des méthodes de productlen qui permettent som expression, sa
conservation et celles des autres antigénes régulés par toxR.

VACCINS BUCCAUX POTENTIELS

Vaccins non wivants

Des vaceins 4 germes entiers tués, associés ou non a la sous-unité B de la toxine
chalérique, ont été récemment mis au point et testés. Le vaccin buceal germes
entlers/sous-unité B contient la sous-unité B purifiée de la toxine cholérique et des
vibrions cholériques Inactivés par le formel vu par la chaleur appartendnt aux souches
classiques at El Tor des sérotypes Inaba et Ogawa. La sous-unité B purifide est totalement
dépourvue de toxleité et suseite des titres d'anticorps neutralisants cemparables & ceux que
susaite l'holotoxine; l'immunogéniciteé de 1a sous-unité B pourrait étre due en partie a sa
capacité a se lier aux membranes cellulaires. Les germes tuéds par la chaleur presents dans
le vaccin apportent les LPS des souches Insba et Ogawa tandis que les germes tués par le
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formel apportent les antigénes thermolabiles. Le pentamére de la sous-unité B étant dérruit
en milieu acide, le vacein ¢st administré dans un tampon hydrogénocarbonate de sodiuq/acide
citrique, '
ol

L'innocuiteé du vaccin germes entiers/sous-unité B a tout d‘abord été mise en évidence
dans des essais cliniques de petite envergure réalisés au Bangladesh, en Suéde et aux
Etats-Unis 4'Amérlque. On a évalué au Bangladesh la capacité du vacein & susciter une
réaction immunltaire antibactérienne et antitoxique associée au¥ mugueuses; on & montreé gqu'sl
partir de deux deses corales, on provoque dans le liquide de lavage intestinal des réponses
en IgA diripgées contre le LPS et la toxine comparsbles aux réponses induites par la maladie
naturelle. La réponse est ngttement plus forte at plus durable qu'avec deux doses
intramusculaires du méme wvacein. Le vaccin bueccal permes entiers/sous-unité B a aussi
provoqué chez les volentalres suédois d'importantes réponses antibactériennes et
antitoxiques en anticorps, quoique plus faibles que chez les Bangladeschis d’dge comparable.
De plus, la sous-unité B de ce vacein adwinistrée oralement aux volentaires bangladeshis et
suédols a Indult une mémoire immunelogique associde aux mugueuses (IgA) d'une durée d'au
moineg 15 wmels au Bangladesh et 5 ans en Sudde.

Chez les volontaires des Etats-Unis d’'Amérique, troils doses de ce vaescin ont conféré
une protection de 63 %, et le constituant germes entlers une protection de 56 % & lui seul,
lors d'une inoculation d'épreuve & DElOO ave¢ une souche virulente de V, choleras 01
Lilotype El Tor. La protection contre une maladie diarrhéique avec émiscion de selles
gupérleure & 2 litres a été de 100 % avec le vaccin germes entiers/sous-unité B et de 36 %
avec le wvaecein germes entiers,

Devant ces résultats encouragesnts, l'Internatienal Centre for Diarrhoeal Disease
Research du Bangladesh, avec la collsboration des auterités et de 1'Organisation mondiale de
la Santé, = entrepris en 1985, dans la région de Matlab, un essai de terrain randomisé, en
double aveugle et contre placebo, avec des vacelns anticholériques buccaux tués. Dans cet
essal, 63 000 personnes de 2 & 15 ans et des femmes de plus de 15 ans ont regu différents
vaccins & la pesclogie de trois doses espacées de six semaines : a) vaccin germes |
entiers/sous-unité B, b) vaccin germes entiers ou c) placebo constitué par un colibacille
tué souche KI12. Chaque dnse de vaccin germes entiers/scus-unité B contenait 1 mg de
sous-unité B + 1 x 10% cholerse Ol entiers tués, avec en proportions dgales la
souche classique Inaba tuée par la ¢haleur (Calro 48), ls souche classique Ogawa tude par la
chaleur (Caire 30), la souche Inaba EL Tor tuée par le formol (Phil 6973) et la scuche
classique Ogawa tude par le formel (Caire 50). Le vaccin germes enciers avalt la méme
composition cellulaire sanz contenir de sous-unité B.

[

Les titres sériques postvaccinaux d’anticorps vibriocides ont presque doublé en général
et le vacein germes entiers/sous-unité B a entrainé une multiplication par quatre 4 gix du
titye sérique des IgC dirigées contre la toxine cholérique, Le suivi des vaccinés n'a mis en
eévidence aucun effet secondaire quel que soit le vacein utilise. P

L'efficacité du vaccin contre le choléra a été évaluée d'aprés les donndes de
surveillance recuelllies dans les trois centres de traitement de la diarrhée qui desservent
la population de Matlab, Les principaux résultats de l'essal sont résumés au tableau 1. Les
trois ans de suivi des vaeeinés ont montré que le wvaccin germes entlers a conféré une
protection de 32 % et le vaccin germes entiers/sous-unité B une protection de 50 % contre le
vibrion cholérique mis en évidence par culture (P<0,000l pour chacun des vaceins), chez
1l'adulte comme chez 1'enfant.

Avec l'un et l'autre de ces vaceins, l'efficacité protectrice est minimale chez:
l'enfant vaceiné & 2-5 ans : 31 % er 24 % pour le vacein § germes entiers, 38 % et 47 % pour
la vacein germes entiers/sous-unité B & la premiére et & la deuxiéme année de suivi,
respectivement, sucune protection pendant la troisitme annde. On & par contre observé une
bonne efficacité pendant les treois années de suivi lorsque la vaccination a eu lieu apras
slx ans. Dans cette classe d'dge, le vacein & germes entiers a conférd une protection de
68 ¥ et le vaccin permes entiers/sous-unité B une protection de 63 % pour les trois ans de
suivi. Dans le groupe placebo, 65 % de l'ensemble des cas se sont déclarés chez les & ans ou
plus.
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Pendant les trois annédes de surveillance, on a observé des cas a4 hiotype classique et &
biotype El Tor de V, cholerae QOl, les izolements &tant pour la plupart de sérotype Ogawa.
Tout au leng du suivi, les sujets ont &été mieux protégés contre la maladie due au blotope
classique (tableau 1). Le méme degré de protection semble avoir été ohtenu avee chacun des
vaccins contre les épisodes cholériques associés 4 une déshydratation sévére ot contre des
formes plus bénignes. Il semble, toutefois, que la protection ait écé plus faible chez les
sujets de groupe O que chez les sujets de pgroupes A, B ou AR,

TAEBLEAL 1. EFFIGAGCITE AU BANGLADESH DES VACCINS ANTICHOLERIQUES TUES A GERMES ENTIERS
ET A GERMES ENTIERS + SQUS-UNITE B

Efficacité du vacein (%)

Groupe et période de gsulv] Germes entiers/

Germes entiers
gous-unlté B

Par année

Premitére annde 53 62
Deuxiéme annde 57 57
Troigiéme année 43 17
Sur 3 ang

2-% ans 23 26
=6 ansg 68 63
Tous Apes confondus 52 50

Etjiologlie

Biotype elassique &0 58
Biotype El Tor 40 39

Le vaccin germee entiers/sous-unité B a mieux protégé contre le choléra que le vaccin germes
entiers pendant les huit premiers mois qui ont suivi la vaecination; pendant cette période,
V. chelerae biotype El Tor a sévi sur le mode non épidémlque, De plus, le vaccin germes
entiers/sous-unité B a pu &tre rapporté A une protection croisée de courte duréde (3 mois
environ) contre la diarrhée provegquée par des souches d'E. coli productrices de toxine
thermolabile (LT); ce phénoméne pourralt &tre dd 4 une similitude antigénique des
sous-unités B de la CT et de la LT des ECET.

Bicn que cette étude n’'ait pas &té congue pour juger de l'efficacité de différentes
posologies, il semble gue la protectiom soit la méme aprés administration de deux ou de

trois doses. La protection conférée par une seule dose est nulle.

Vaceing antl-V. cholerae 01 vivants atténués

Ces dix dernidres années, beaucoup de travaux ont £cé consacrés & la mise au point de
mutants atténués de V. cholerae 0l pouvant étre utilisés dans des vaccins bugeaux vivants.
L'attention s'est portée particuliérement sur la création de souches mutantes non
toxinogénes (phénotype A"B") ou qul produisent seulement la sous-unité B de la toxine
chelérique (A"BY). Plusieurs souches ont &té mises au point et se sont révélées
immunogénes et protectrices chez des volontaires. Elles ne peuvent cependant pas étre
utilisées comme souches vaccinales vu gqu'elles provoquent ume disrrhée légére chez 25 & 40 %
dez volontaires. Des travaux récents visent & déterminer le mécanisme de déclenchement de la
diarrhée et A mettre au point de nouveaux mutants dépourvus de cet effet secondaire, mais
qui conserveralent leur lmmunogénicité.
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Le vaccln petentiel vivant qui présente actuellement le plus d'intérét est préparé avec
la souche CVD 103 de V. cholerae 01, It s'agit d'un mutant A"BY préparé par génie génétique,
par délétion des génes codant pour la sous-unité A (toxique) de la CT de la souche Inaba
pathogéne classique 5698, mals avec conservation de la production de la sous-unité B .
immunogéne et non toxique. Ni la seuche parentale, ni la souche CVD 103 ne produisent la
toxine "Shiga-like", élaborée par un grand nombre de souches de V, ¢holerae 0l et
consideree comme au meins partiellement responsable de la diarrhée dus aux souches A B+
et AR !

Admlnlstré par vele buccale & des volontaires américains adultes en bonne santé, a 1a
dose de 10° organismes viables, aucune réaction indésirable grave n'a &été obszervée; sur
46 volentaires, 5 (soit 11 %) ont cependant fait une diarrhée sans symptomes assoclés tels
qu'altération de 1'état de santé, nausées, ¢rampes ou ancrexie, Les anticorps sériques’
vibriocides ont considérablement augmenté chez 45 volontaires sur 46 (soit 98 %), avediun
titre inverse moyen géométrique de 1339; 1'antitoxine sérique était nettement augmentéé chez
93 % des volontaires, Hi

Treis épreuves infectantes distlnctes ont eté mendes sutr un tetal de 26 vaccinés ayant
ingéré une dose unique de 2 x 107 germes de souche GVD 103. L'inoculatiem d'épreuve a-
eu lieu un mois plus tard, avec une souche pathogéne de V. cholerae, & une dose qui a
provoqué une diarrhée che? 24 des 25 témeins non vaccinés. Dans chacune de ces études;!'la
vaceination a apporté une proteéction statistiquement significative : globalement, dansg' les
trois dtudes, qui utilisaient des souches d'épreuve différentes de CVD 103 soit par le:
blotype, soit par le sérotype, wne dose unique de CVD 103 a conféré ume protection de 80 %
contre n'importe quel type de diarzhée et une proteetion de 94 % contre la diarrhée sév&re
{volume des selles >2 litres). :

La gouehs CVD 103 a ensuite 4ré modifide en greffant un géne qui code pour la
résistance au mercure dans le locus hlyA du chromogome; cette souche a été désignée par
CVD 103-HgR, Le& marqueur permet de distinguer la souche vaccinale des souches sauvages, La
souche CVD 103-HgR, présentée sous forme lyophilisée et manlable 4 été adminiszstrée a
90 velontaiyes aux Etats-Unis d'Amérique, A la dose de 5 x 10° germes viables et a 15 autres
volontaires 4 la dose de 5 x 107 germes. A ces doses-la, le vaccin a en géneral éce
bien toiéré, malgré la présence de selles molles chez 3 des volontaires, Une augmentatlon
notable des anticorps vibriocides a été observée chez 91 % des volontaires, le titre moyen
&tant 3 4 4 fois plus élevé que chez des volontaires comparables ayant regu trois doses de
vacein germes entiers/sous-unité B. Le CVD 103-HgR a été isolé des coprocultures chez '
suviron 30 % des vaccinés, contre un taux d’'isclement de 90 % aprés vaceination par la
souche parentale CVD 103. Une dese unique de CVD 103-HgR & également conféré une protectlon
de 63 %, contre une inoculatien d’épreuve avec un V. cholerae 01 pathogéne sppartenantau
biotype hétérologue E1 Tor, souche Inabsa.

Dans une étude menée ultérieurement en Thailande (dans une structure de confinement),
aucun effer indésirable n'a été observé chez 12 adultes volontaires en boune sante apras
ingestion de 5 x 10° germes de souche CVD 103- ~HgR; sur les 12 personnes wvaccinées, 11 ont eu
une augmentation importante des anticorps sériques vibriccides et 9 une élévatlon
considérable des titres sériques d’antitoxine. D'autres études, congues pour évaluer
l'innocuité et 1'immuncogénicité du vacein, mendes en ambulatoire sur des recrues en
Thailande, ont cependant mis en évidence des réponses sérologiques beaucoup plus faibIeés. La
préparation vaccinale lyophilisée pourrait poger des problémes techniques (dus peut-étre &
une diminution de la viabilité au moment de ls reconstitution) et cette question est en
cours d'étude. Vi

"
Vaceins ytilisant un vecteur bactérien vivant

Partant de 1'ideée qu'un antigéne bactérien peut &tre plus immunogéne lorsqu’il est
élaboré par un organisme vecteur a4 l'intérieur de 1'intestin que quand il est administré
oralement sous une forme non vivante, on a fabriqué une bactérie hybride qui porte les 'génes
de V. cholerae 0l codant pour la synthése et 1'assemblage du LPS cholérique & la surface
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de la souche vaccinale antityphoidique buccale vivante atténuée de Salmonella typhi,

Ty2la, L'immunegénleltd ef 1'inneeultsd de cete souche hybride ont été évaluédes chez prés de
500 volontaires. Seuls des effets secondaires tout & fait mineurs ont été ohservés, Aprés
administration de trois doses de chacune 2 x 10 bactéries vivantes, on a observé une
réponse sérique en anticorps diripée contre le LPS cholérique chez emviron 50 X des sujets
et une réponse en anticorps vibriecides chez envirom 35 ¥%. En revanche, une réponse dirigée
contre le LPS de §. typhi a été observée chez 90 & 100 % des wvolontaires. Une étude avec
inoculation d'épreuve chez des velontaires a montré que trofs doses de 10*° germes vivants
présentés sous forme lyophilisée n'ont conféré qu'une protection générale mineure contre le
choléra clinique (25 %), mais que la gravité de la diarrhée était notablement diminuée par
rapport aux témoins.

Ces études plaident en faveur d'un vaccin anticholérique hybrids, sans teutefois avoir
débouché sur un vaccin maniable possédant une efficacité protectriece satisfalsante. La mise
au point d’un germe vecteur comme par exemple une salmonelle avirulente pour porter les
antigénes vaccinaux peut aveir plusieurs avantages : 1) un méme vecteur bactérien pourrait
serviv & créer des vaccins hybrides distinets contre diverses infections atteignant les
muqueuses, 2) 1'innecuité du vaccin dépend essentiellement du vecteur bactérien et n'a
hesoin d'étre établie qu'une seule fols,

Cependant;, les vacelns bactériens hybridez soulévent toujours un certain nembre
d'interrogations : 1) Un autre vecteur aurait-il plus d’efficacité que la souche TyZla, tout
en restant dépourvu de réactogénicité 7 2) Comment optimiser l'expression d'antigénes
étrangers 7 3) Un méme géne vecteur peut-il é&tre employé & plusieurs reprises chez le méme
sujet pour porter des anhtigénes différents ? Certaines de ces questions sont abordées
ci-deszous & propos de la mize au point des vaccins potentiels contre E. eceoli
cntérotoxigéne,

VACCINS CONTRE LA DIARRHEE A ESCHERICHIA COLI ENTEROTOXIGENE

EPIDEMIOLOGIE ET ACQUISITION DE L*IMMUNITE MATURELLE

La maladie provequée par E. coli entérotoxigéne (ECET) a une répartitien mondiale
maie s'observe plus spéeialement dans les pays en développement. Dang ces pays, les études
sur la diarrhée aigué réalisédes dans les hépitaux et les dispensaires révélent la présence
d'ECET chez 10 & 50 % des cas, avec une moyenne de prés de 20 Z chez 1'enfant de moins de
5 anz. Des études prospectives de collectivités au Bangladesh, au Brésil, au Pérou et dans
divers autres pays montrent que 1l'incidence maximale de la diarrhée & ECET se situe au début
de 1'enfance et plus particuliérement avant deux ans. Enfin, pendant les cing premiéres
années de sa vie, l'enfant des régions ol la fréquence de la diarrhée est élevéde fait un &4
deux épisodes A ECET par an.

Deux conditions sont nécessalres pour qu'ECET proveque une diarrhée : i) L1 faue qu'il
colonige 1'intestin gréle et ii) qu'il &labore des entérotoxines. ECET peut élaborer une
toxine thermostable {ST), une toxine thermelabile (LT), ou les deux. Les isolements d'ECET
praducteurs seulement de 5T ou de LT ou encore des deux entérotoxines sont en propertions
légérement variables d'un pavs 4 l'autre, mais chacun des phénotypes représente en géneral
au moins un quart de l'ensemble des ECET. Il semble dfaprés plusieurs études gue les souches
productrices 4 la fois de 5T et LT se limitent & un assez petit nombre de groupes O et dans
ces groupes a4 quelques sérotypes O:H. Les souches productrices de 5T ou de LT appartiemment
a4 des sérotypes plus variés. S1 tous les sérotypes d'ECET sont ubiquitaires, on observe
cependant que 1'importance relative de certains sérotypes varie en fonction du lieu, et pour
un méme lieu, en fonction du temps. La prévalence dfautres déterminants impertants de
virulence, des facteurs de colonization par exemple, peut aussi présenter des variations
géographiques, mais l'on ne dispose que d'informations limitées sur cette question.

La maladie provoquée par ECET va de la diarrhée bénigne sans déshydratation, tableau
clinique le plus caraectéristique au syndrome cholériforme. En outre, dans les régions
dtendédmieits, deux tiers au moing des infections semblent asympromatiques. Au Bangladegh, la

»
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fréquence est maximale chez le jeune anfant et diminue avec 1'idge. Le pourcentage
d'infections symptomatiques & ECET diminue épgalement avec l'age. Ces deux observations
évoquent une Ilmmunité acquise naturellement. Les variations lides a 1'4ge ont évé obssrvées
avec ECET producteur de S5T/LT ou de ST mals n'ont pas été suffisamment étudiées chez ECET
producteur de LT. Malgré des titres dlevés en anticorps sériques anti-LT, le jeune enfant
des régions d'endémie reste sensible A& la diarrhée provoquée par ECET producteur de LT ou de
5T/LT. D'ol 1'hypothése gue la meoindre fréquence des Infections &4 ECET et de la maladie
observee avec l'dge est due & des mécanismes immunitaires qui ne reposent pas que sur les
anticorps anti-LT,

Dans les pays en développement, la diarrhée 2 ECET & souvent une saisomnalité marquee,
avec en general un pic en saison chaude; dans certaines régions, le pic coincide avec la
saison des pluies. D'aprés les cbservations dont on dispose, la transmission d¢’ECET se fait
pat des aliments et de 1'eau souillés par des excréments. Les aliments peuvent étre plus
facilement contaminés en saison chaude, ce qui s’explique en partie par 1'augmentation de la
vitesse de croissance dus 4 1'élévarion de la température ambiante,

L'étude de la dlarrhée des voyageurs apporte quelques éléments supplémentaires sur
l'épidémiologie d’ECET et sur la constitution de 1’immunité naturelle. Le taux d’atteinte de
la disrrhée est élevé pendant les premidres semaines qui suivent 1'arrivée en pays en
développement des veoyageurs en prevenance de pays industrialiszés (généralement plus '
de 30 %); il semble diminuer aprés des voyages répétés ou un séjour prolongé dans le pays,
évequant 1'acquisition d'une proteection, ECET est habituellement le germe enteropathngéne
prédominant de la diarrhée du voyageur, D'apras 19 études réaliczées en Amérique latine, 46 %
des épisodes diarrhéiques (médiane) étalent associés A ECET (extrémes 28 % et 72 %) Dans
huit études en Asie, BCET a été observé dans 14 % des épisodes (extrémes 0 % er 37 %) et
dans trois études en Afrique, dans 36 % des épisodes (extrémes 31 % et 7% %). Le mombre
d'isolements producteurs de 8T, de LY, de ST/LT et des divers facteurs de colonisation varie
d’une étude & l'autye,

LES ANTIGENES IMPORTANTS DE E. GOLI ENTEROTOXIGENE

Pour qu’il provoque une diarrhée, il faut qu’'ECET, grice & ses facteurs de
colonisation, adhére aux surfaces épithéliales de 1l'intestin et fabrique des entérotoxines.
Dans la mesure ol ces mécanismes sont communs aux ECET, on a envisagé d'introduire les
antigénes correspondants dans un vaccin, qui serait alors efficace contre une grande variéré
de sérogroupes d'ECET,

Facteurs de coleonisation

Parml les facteurs de colonisation humains, les mieux caractérisés sont le CFA/I, le
CFA/IL et le CFA/IV (désigné suparavant par PCF8775). Le CFA/I est un antigéne fimbrizl
¢imple tandis que le CFA/II et le CFA/IV gont tous deux des complexes antigéniques. Les
souches productrices de CFA/IT possédent seoit 1'antigéne fimbrial C§1, soit 1° antlgine
fimbrial €52 (CS5: eoli-surface-mssociated) et l'antigéne fibrillaire €83, ou bien ancore
ne possédent que le C33. Les ECET producteurs de CFA/IV possédent golt 1'antigéne fimbrial
€54, soit 1'antigéne fimbrial €35 et l'antigéne CS6 gqui n’est probablement pas d° origine
fxmbrlale Des ECET qui ne produiszent que le GS56 ont aussi été identifiés, Tous ces facteurs
sont codés par des plasmides qui en général codent aussi pour les entérotoxines (tableau 2).

Les CFA/I, CSl, C82 et C84 ont une forme droite en batormet et un diamétre de &€ a7 nm,
La séquence des acides aminés terminaug a été élucidée pour les restes 1 2 20 et elle est
trés semblable pour tous ces antigénes,

Un certain nombre d'enquétes ont cherché & déterminer la géoprévalence de ces facteurs
de colonisation chez les ECET. On rapporte une prévalence de l’ensemble des CFA/1, CFA/2
et CFA/IV de 29 24 79 % parmi les ECET iselés dans un endreit donné. Les CFA ont éta
principalement identifiés chez des souches ST/LT et ST, comme prévu dans la mesure ol les
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plasmides gul ceodent peur les facteurs de colonisation codent ordinairement pour ces
entérotoxines,

L'impossibilité de déceler des facteurs de celonisation sur de newbreuses souches
d'ECET a conduit & rechercher de nouveaux facteurs. Les facteurs de colonisation présumes
CFA/ITL, PCFOL59:H4 et PCF0LE6 sont des antigénes fimbriaux codés par des plasmides que 1'on
observe respectivement chez les sérotypes 025.H16 et H; QL39 H4 et H20; et les séro-
groupes 071, 078, 098 et 0l66. On a aussi décrit d'autres antigénes qui pourralent étre des
facteurs de colonisation : le 334 a été signalé sur une souche de sérotype 015.HL1, le 2230
sur une souche de sérotype 025.H16 et le CFA/VI sur une souche de sérotype 09.H™; leur
présehce sur d'autres sérotypes n'a pas été investipude. Le PCFOL4E e le INT407 sont des
facteurs qu'on rencontre sur des souches appartenant aux sérogroupes QL4B et 027
respectivement (tableau 2), Le réle exact de ces divers facteurs dans la pathogénie
diarrhéique n'a pas été étudié chez 1'animal.

Des travaux chez 1'snimsl et chez des volontaires ont montré que les souches d'ECET
productrices de CFA/I, CFA/II et GFA/IV administrées par vele orale ou par voie
intra-intestinale (tubage) suscitent une immunité pretectrice, suggérant qu'elles seraient
utiles dans des vaccinz, Chez 1'animal, la protectiom passive par des anticorps anti-CFA
protége contre une inoculation d’épreuve avee une souche d'ECET qui exprime le CFA
homologue. De plus, les anticorps anti-CFA et anti-LT agissent en synergle pour conférer une
protection contre la diarrhée & LT provoguée par ECET, Chez le lapin, un ¢ontact préalable
avec des germes qui expriment le CFA/I ou les différents G5 du CFA/II ou du CFA/IV confére
une bonne protection contre la maladie, contre la colonisation de 1'intestin ou contre les
deux, lors d'une épreuve Infectante avec une souche homologue de colibacille porteuse du
facteur CFA/CS. Cette protection n'est pas obtenue avec des mutants facteurs de colonisation
et toxine négatifs,

TABLEAU 2 : FACTEURS DE COLONISATION D'ECET

; Entérotoxines
CFA Antigénes de surface associés associées
CFA I $T ou ST/LT
CFA/TL C51 + €83 ST/LT
C82 + €53 ST/LT
C83 8T/LT
CFA/III 8T ou LT
CFA/IV C34 + (56 ST/LT
€55 + €56 5T
Cs6 ST ou LT
PCFO159:H4 ST/LT ST/LT
PCFO1G6 5T ou ST/LT 5T ou ST/LT

Les facteurs 334, 2230, PCFOL48, INT4Q7, CFA/VI pourrslent aussi étre des facteurs de
colonisation. Leur présence a 4té signalée mais ils ne sont pas bien caractérisés.

CFA = facteurs de colonisation

C5 - antigéne de surface (coeli-surface-associated).
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Entérotoxines

Chez l'homme comme chez l'animal, les études ont montré gque 1'infection 4 ECET suscite
deg réactions immunitaires importantes au niveau de 1'intestin, & la fois antitoxiques et
antibsctériennes. La réactien immunitaire antitexique est exclusivement dirigée contre LT;
ST est un petit polypeptide qui sous sa forme naturelle n'est pas immuncgéne, La réponse
anti-1T vize principalement la sous-unité B de la molécule et il v a une réactien eroisée
avec la sous-unité B de la toxine cholérigque,

£i 5Ta (la foxme {de ST fabriquée par 1'ECET gqui infecte 1'homme) n'est pas
naturellement immunvgéne, elle peut 3 condition d'étre couplée 4 un porteur de mature:
protélque provequer la formatien d'anticorps neucralisants; c'est cette voie qui est
explorée pour mettre au point des antigénes ST utilisables dans des vaecins. Les méthodes
chimiques de ¢ouplage et le génie génétique ont été exploités pour lier la 5Ta & divers
porteurs, La teoxicité des comjupués chimlques associant la 5Ta & la sous-unité B de la' CT, a
la sérumalbumine bovine ou & la 5Th (forme de 5T élaborée par les souches d'ECET infectant
le porcelet) n'a cependant pas pu &étre abolie, Dams L'espoir d'identifier des dpitopes de
5Ta non toxiques et se liant 4 1'anticorps, on a synthétlsé des peptides correspondant: szeit
4 la 5Ta entlére soit & une partie de l'entérotoxine. Le remplacement d’'upne ou de deux
cystéines de 5Ta par l'alanine a donné une 5Ta depoutrvue de toxiecité se liant aux anticorps
moneclonaux qui neutralisent la STa.

Ces résultats érant encourageants, on essale de préparer des conjugués 8T-procéine par
manipulation génétique des bactéries. Un oligonucléotide de synthése a &été fabriqué et
fusiconné avee le géne de structure codsnt pour la sous-unité B de la CT du vibrion
cholérique OL. (et assemblage génique dirige 1'expression a4 concentration élevée d'uné
protéine de fusion §Ta-CT-B dont la toxicité résiduelle est trés réduite. Les animauw
vaceinéds avec cette protéine ont élaboré des anticorps anti-3Ta décelables mais non
neutralisants. Des travaux sont ém cours pour mettre au point d’sutres protéines de fusion
non: toxiques comportant la STa, en espérant qu’elles induirent la formation dfanticorps
neutralisants anti-S$Ta.

La création d'antigénes recombinés STa-LT-B a elle aussi beaucoup pProgressé ces
derniéres anndes. Ces protéines chimériques ont été congues de fagon empirigue car on.ne
sait pas encore trés bien comment la sous-unité B de la LT (LT-B)Y et la STa se replient pour
acquériy leur structure tertiaire et leur structure quaternaire. Des fragments du géne: §Ta
naturel ainsi que des cligemucléotides de synthése codant pour 18 ou 19 acides aminés)de la
5Ta ont eté greffés a différents endroits du géne codant pour LT-B. Dans certalnes études,
des coples uniques et des coples répétées en tandem des séquences codantes de la §Ta ont &té
greffdées sur le géne LI-B, '

On a ainsi fabriqué des hybrides recombinés STa-LT-B qui possédent des propriétés
structurales et immunologiques importantes, notamment une grande stabilité, une grande
affinité de liajson au ganglioside GM1 (le récepteur pour la LT), une bonne réactivité avac
les anticerps memoclonaux qui neutralisent 5T et LT et la capaeité de provoquer des réponses
sériques anti-LT et anti-5T chez le lapin vacciné avec une protéine de fusion partiellement
purifiée. L'évaluation de 1'aptitude de ces protéines recombinées STa-LT-B & conférer aprés
administration orale une protection contre la diarrhée & ECET devra rechercher s'il exlste
une toxieiteé reésiduelle et déterminer le meilleur mode d'administration, 4 savoir des'
sous-unités d'un vaccin tué ou des prodults d'un vecteur bactérlen vivant atténué,

Etudez des déterminants de 1’'immunicé dirigée contre ECET cher les volontaires

Les érudes mendes aux Etats-Unis 4'Amérique sur des adultes volontaires mettent en
¢vidence une protection importante contre une deuxiéme épreuve infectante avec la souche
homologue aprés une premiére infection expérimentale par une souche d'ECET productrice de
ST/LT. Dans une série d'études, les volontaires protégés ont excrété le germe d'épreuve sans
faire de diarrhée. En revanche, la survenue d’'une diarrhée apris ingestion de la
zouche LT/3T sérotype 0148:H28 accompagnée d'une élévation importante de l'antitoxine
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anti-1LT, n'a pas éte suivie de protection lors de 1l'épreuve infectante ultérieure avec une
souche productrice seulement de LT appartenant & un sérotype hétérologue (025:NM). Dans une
autre étude, la vagclnation par une dose unique de vaccin antichelérique buccal atténué
(CVD 102-HgR), bien que suscitant une forte réponse en antitoxine anticholérique, n'a pas
protégé contre l'inoculation un mois plus terd d'une souche ST/LT d'ECET. 51 les résultats
de 1l'eszal de terraln réalisé au Bangladeszh avec le vacein antichelérique germes
enticrs/sous-unité B évoquaient une protection de courte durée par 1l'antitexine anti-CT
contre la diasrrhée due & ECET producteur de LT, cette protection n'a pas été retrouvéde chez
les volontaires.

' aprés d'autres études chez des volentalires, 1/immunité protectrice peut étre suscitée
par les facteurs de colonisation fimbriaux, Chez des velentaires vaeccinéds une seule foils
avec une souche atténuée d’ECET (5 X 10°" permes vivants), exprimant CS1 et CS3 mals
dépourvue des génes de la LT et de la ST, on & ohservé une nette augmentation des Igas
ant.1-G81/C53 dans le liguide jéjunal. L'infection d'épreuve par une souche 5T/LT de
sérotype O;H hétérolopue cxprimant aussi CSI et C53 met en évidence une trés bonne
protection contre la diarrhée. 5i la numération de la souche d'épreuve aprés coproculture
st ldentique, la colonisation de 1'intestin gréle proximal (évaluée par numération dans les
prélévements de liquide duedénal) ezt nettement meins impertante chez les vaccinés que chez
les Lémoins, permettant d'imaginer que le vaecin a mis en route dans L'intestin gréle des
mécanlsmas impunitaires qui ont Limité la colenisation des muqueuses,

Dans le méme ordre d'idées, 1l'adrinistration passive d'un concentré 4'immunoglobulines
de lait de vache ayant un titre élevé en anticorps dirigés contre CFA/T et LT (et aussl
contire d'autres antigénes d'ECET) a permis d'obtenir une protection de 100 % comtre une
infection expérimentale avec la souche H10407 d'ECET (078:H1l, ST/LT, CFA/I}; cet essai,
tanidomisé et en double aveugle a été mené contre placebo chez des volontaires. Méme si cette
approche est dépourvue d'intérét pratique sur le plan de la santé publique, le fait que des
anticorps anti-EGET administrés oralement soient efficaces est une incitation supplémentaire
# rechercher le moyen d'lnduire une immunité active par des vaccins buccaux.

LES VACCINS POTENTIELS

Vaccin lnactlvé germes entiers/antigéne purifié

Cn étudie actuellement un vaccin buccal dirigé ceontre ECET constitué par 1l'assgeoclation
1) d'E. coli tués représentant les principaux groupes O producteurs de 5T/LT et exprimant
les CFA essentiels sous une forme immunogéne et ?) de la sous-unité B de la LT ou de la CT
{ou d'un conjugué non toxique $Ta-sous-unité B). Le traitement des germes par le formol A
faible concentration tue complétement les germes mais entraine une perte de 50 4 100 % de
antjigénicité des divers facteurs de colonisation. Les CFA des germes inactivés sont
slables & 4°C pendant au moins 8 mois, 3 condition d'étre incubés dans le liquide gastrique
aclide. Une évaluation de 1'innocuité et de 1'immunogénicité de ce vaccin chez des
volontaires doit avoir lieu sous peu,

Vacelin A germesg entilers traltés par la colicine E,

Une neouvelle méthede a été mise au point pour tuer les ECET sans altérer les antligénes
protéiques du pevme, Elle consiste & les traiter par la colicine E;, une endonucléase qui
pénétre dans les cellules grice & un récepteur situé sur les souches sensibles d'E. goli.
Ni l'antigénicité, ni la concentration de le LT, du CFA/I ou des antigénes flagellaires ne
sont modifides chez les germes ainsi tués. Les capacités vaccinales des préparations d4'ECET
traités par la celicine E, ont été testées cher 1'animal et chez des volentaires.

La souche H10407 tude par la colicine E, et fraichement préparée, administrde en deux
dogscs orales de 3 x 10'° germes 4 un mois d'intervalle, a induit des réponses sériques
en Tpl el intestinale en IgA, dirigées contre l'entérotoxine LT et le CFA/I chez 29 adultes
volontalres sur 32, Aucun des 22 témoins ayant regu un placebe n'a eu une augmentation de
coes antleorps, Pour évaluer la protection conférée par les germes tués par la celliecine EE’
un & constltué des groupes de neuf ou dix sujets composés & peu prés en nombre égasl de
sujets ayant regu le vaccin et de témoins ayant regu le placebo. Six a4 huit semaines aprés
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vacelnavion & eu lieu une infection d'épreuve avec un ECET virulent. La protection contre la
dlarrhée a &été de 75 % chez les vaceinés, que la souche d'épreuve soit homologue ou
hétérologue. La souche dfépreuve hétérologue était différente de la souche vaccinale 2 la
fois par son sérotype et le type de CFA; d'autres antigénes protecteurs pourralent donc é&tre
importants., Dans wune sutre étude avec épreuve, on a pu meitre en eévidence une protection six
4 hult moels aprés la vaescination, Les méthodes de conservation des colibacilles tués par la
colicine E,y ne sont pas encore au point.

Salmonelles avirulentes utilisées comme vecteurs des antigénes d’ECET

Un vaceln potentlel buecal, vivant, multivalent, qui exprime la sous-unité B de’la 1T,
a €té mis au point avec pour vecteur la souche Ty2la, La souche SE12, dérivée de 5. typhi,
injectée par voie parentérale 4 la souris ou au cobaye induit une réponse sérique importante
an anticorps anti-LT. La possibilité que cette souche donne un vaccin oral vivant comntre
ECET n'a pas été testée chez l'animal en raison du petit nombre d'hétes de 5, typhi.

Plus récemment, on a utilisé comme souche vecteur une souche murine mutante avirulente
aroA” de 5. dublin (5L1438), Chez la souris vaccinde oralement, cette souche proveque
une infection analogue 4 celle que produit chegz 1'homme la souche Ty2la. La souche a été
transformeée au moyen d'un plasmide porteur des génes codant pour la LT-B; elle produit la
LT-B et suscite chez la souris qui regoit la souche oralement des titres élevés
d'antitoxines Igl dans le sédrum et IgAs dans 1'intestin. On a également vu apparaitre
progressivement chez ces sourls des réponses muqueuses et sériques en anticorps dirlgées
contre le LP3 de la souche wvaccinale. D'autres études chez la souris montrent que seule une
souche porteuse d'une wmutarion ared unique est suffisamment colonisatriece, Invasive et
capable de persister danz les tissus, :

En accord avec ce dernler tésultat, des études conduites récemment chez 1'homme’ ont
montreé gue les mutants areA  purd” de §. typhi ne suscitent que des tityxes peu
¢levés d'ancicorps contre le polyoside O de la souche vaccinale. D'aprés ces observations,
l’absence du géne purA qui rend obligatoire un apport exogéne d’'adénine diminue
L'efficacité des salmonelles atténuées administrées comme vaccin buccal vivant et risque de
limicer 1'efficacité des salmonelles employées comme vecteurs d’antigénes hétérologues. A la
place du mutant porteur d'une délétion unique, on péut envisager d’employer comme vecteurs
potentiels des antigénes d'ECET des souches porteuses de deux délétions dans la veie des
arod. On estime qu'avec deux mutations il n'y a pas de risque de mutatieon inverse avec
retour & la virulence.

Utilisarion itérative du vecteur et perte d'efflcacitéd °

L'utilisation des salmonelles ou d’autres bactéries vivantes comme vecteurs d'antlgénes
heterclogues pose un probléme important, & savoir le maintien de leur efficacité en cas
d'empleoi répété, notamment poux appetrter des antigénes distincts. Il n’est pas impossible
qu'une immunité antivecteuy préexistante, suscitée par une premidre utiliszation ou résulrant
d'une exposition naturelle, pulsse intervenir dans la suite d'événements que constituent la
tolonisation, la multiplication et la formation des antigénes et, par suite, limiter la
réponse immunitaire dirigde contre 1'antigéne hétérologue élahoré par le vecteur. Ce
phénoméne a été mis en ev1dcnce chez le lapin Immunisé successivement avee des souches de
V. chelerae A"B" et A'BY, la réponse antitexique en IgA associéde aux muquetises !
etant chez eux beaucoup plus faible que chez les témoins n'ayant recu que des souches
A'BY. De méme, 4’ aprés les premiéres observations, Il semble que la souris vaceinéde aves
un vecteur donné (Salmonella 51L1438), puis vaceinde de nouveau avec le méme veoteuy mals
exprimant un antigéne heétérologue (LT-B), ait des réponses anti-LT-B en IgC sériques et en
IgA associces aux muqueuses plus faibles que la souris n'ayant pas été préalablement
vaceinéde avee ¢e vecteur.
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RECOMMANDATIONS APPLICABLES A LA RECHERGCHE

1. VACCGING ANTICHOLERIQUES

1. Vaccin buccal & germes entiers tués

Les prochains travaux de recherche sur le wvaccin & germes entiers chercherent A
augmenter son efficacité et la durée de la protection conférée, plus particuliérement contre
la maladie & V. cholerae 0L El Tor er chez le jeune enfant; des efforts sont épalement
nécessaires pour simplifier son administration, Pour améliorer 1'efficacité vaecinale, on
peut @ 1) inelure dana le vacein une souche El Tor caractéristique de la pandémie actuelle,
2) aupgmenter le nombre de permes par dose, 3) faire en sorte que le TCP soit totalement
exprimé dans le vacecin ou 4) inclure des souches preductrices ou hyperproductrices de
sous-unité B. Pour simplifier 1'administratien, on peut recourir 1) & une forme galénique on
capsule ou en comprimé seluble, stable a4 température ambiante, 2} & un calendrier de
vaccination plus maniable et 3) &4 l'association avec un Campon,

2. Vacclin anticholérique buepal vivant

Les travaux devront viser 3 prépaver une souche vaccinale vivante gui colonise bien
1'intestin, est dépourvue de résctogénicité et porte un marqueur geénétique stable qui permet
de la distinguer des souches de type sauvage. Avant l’essal de terrain, on déterminera les
paramétres suivants ; degré et duree d'efficacité chez 1'adulte, innccuité et immunogenicité
chex 1’adulte et chex 1l'enfant, On comparera chez des volontaires l'efficacité des vacclins &
permes entiers tués et celle des souches vivantes. On évaluera le risque de transmissioen a
deg personnes non vaccinées et le risque de dizpersion dans le miliew, pour tout vaccin
anticholérique buccal, vivant, potentiel.

D'autres rechegches sont nécessaires pour définir les méeanismes de survenue de la
diarrhée due & des nmutants non toxinogénes de V. cholerae 01; lfobjectif est de mettre au
point des souches vaccinales potentielles dépourvues de cette propriété mais conservant les
qualités qui permettent d’induire une immunité protectrice.

3. Protocoles applicables aux essals du vaccin anticholérigue

Il est nécescaire d'étudier de nouveaux proteceles et de rechercher de nouveaux sites
pour réaliser les prochains essais des vaccins anticholériques. Il faudralt dans la mesure
du possible que les protocoles soient plus opérationnels que ceux des essals proszpectifs
clasgiques a4 grande échelle. Le protocole devra par allleurs apporter des selutionz &
certains problémes, comme 1'efficacité du vaccin dans divers contextes épidémiques, chez le
jeune enfant et dans différents cadres familiaux.

4. Evaluation du rappert coiit/efficacltéd des vaccins retenus

Le rapport cott/efficacité sera étudié pour les vaccins qul ent été évalués dans un
ezssai de terrain et gqui se sont montrés au moins modérément efficaces. L'analyse dolt tenir
compte des conditions propres au pays ol l'essai a été réallsé, tout en essayant de prévoir
ce que seralt ce rapport dans dfautres conteXtes.

IT. VACCINS ANTI-E.COLI ENTEROTOXIGENE

1. Antigénes vaccinaux potentiels

al Facteurs de colonisation : Il est nécessaire de définir plus précizément la
prévalence de certains facteurs de colonisation (CFAY dans les isolements d'ECET recueillis
chez les jeunes enfants de pays en développement atteints de diarrhée aigud; il en va ainsi
tout particuligrement pour l'Afrique. Parmi les CFA qui devronmt é&tre identifies, il fautr
inclure au moins le GFA/I, le CFA/II, le CFA/III, le CFA/IV, le PCFO139:H4 et le PCF0166. La
prévalence des CFA scra déterminée par des dtudes épidémiologiques prospectives de
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pepulation. Les recherches mendes en vue d'identifier et de caracrériser de nowveaux CFA
sevont poursuivies.

Pour faciliter les études épidémiologiques, des réactifs normalicés d'identification
des CFA devront &étre mis au point. On pense entre autres aux anticorps polyelonaux oy
moneclonaux et aux sondes d‘ADN, ‘

ki) Anatoxines 8Ta : Il eonvient de poursuivre les travaux concernant la prépartation
d'anatoxines slires et immunogénes de §Ta par eréation de econjugués STa-protéine ou par
synthése de protéines chimériques (5Ta-LT-B, par exenple) pax des bactéries génétiquement
modifiées. On recherchers une dventuelle toxicité résiduclle et on évaluera f
1'immunogénicité, On déterminera, chez 1'animal et si pessible chez des volentaires, le réle
protecteur de l'anticorps anti-ST suscité par ces antigénes. Les peesibilités pratigues
d'inclusion d'anatoxines 8Ta slires et protectrices dans des vaccins anti-ECET buccauwr
potentiels seront explorées,

i

a) Possibilireé d'utilisation d’antigénes protecteurs communs : La possibilité,
d’obtenir par des antigénes une protection croisée contre des souches d’ECET différentes par
leur sérogroupe, le type de CFA et la preduction de LT demande une investigation plus
poussée chez des volontaires et sur des moddles animaux. Si 1'existence d’'une protection
croisée se confirme, il faudra définir son étendue er tenter d’'identifier et de caractériser
le ou les antigénes responsables. La préparation des vaccins a germes entlers tués devra
utiliser des méthodes dont on sait qu'elles conservent ces antigénes sous une forme ||
immunogéne, &

2. Vacelng buccaux & permes entiers tués

Le développement d’un vacein buccal & germes entiers tués efficace et sans dangert,
contre la diarrhéde 4 ECET, se poursuivra. On envisagera d'inclure dans ces vaccins dés
germes qui représentent les sérogroupes d'EGET les plus lmportants et qui produisent les CFA
les plus fréquents, L'intérst d’un conjugué non toxique STa-protéine (4 suppeser qu'omn
réussisse & en préparer un), ou de la LT-B ou des deux compesés, sera évalué. Lorsque . des
antigénes sont présumés avoir de 1’importance, on veillera particuliérement 2 ¢ gue les
méthodes employées pour tuer et pour conserver las germes préservent lewr immuncgénicité. On
déterminers chez des adultes velontaires 1"innocuité, 1'immunogénicitéd et l'efficacitéd des
vaccins potentiels, §'ils se révélent Intéressants, on évaluera aussi ces paramétres cheg
1'enfant,

in ce qui ecomcerne le vaccin bucecal 4 germes entiers Preéparé & partir de germes traltés
par la colicine Ey, on cherchera & mieux documenter son efficacice protectrice vis-a-vis
de souches d'épreuve hétérologues et on déterminera le degré de cette protection par .des
études chez des volontaires. 5i cette approche marchait bien, on évaluerait alors
l'efficacité a’autres souches vaccinales (sérogroupes et types de CFA différents). On
pourrait &tre conduit a4 rechercher des souches appropriées, sensibles & la colicine Ep.

3. Vaceing anti-ECET vivants atténués

Dez travaux devront &tre réalisés pour mettre au peint des souches d'ECET qui exprimens
certains CFA et peur-étre aussi la LT-B ou un conjugue STa-LT-B et pour évaluer leur
innocuité er leur immunogénicité. Om testera sur des volontairves 1'innocuité et l'efficacits
de ces souches administrées seules ou en association,

ITY. BECHERCHES COMMUNES AU VAGCIN ANTICHOLERIQUE ET AU VACCIN ANTI-ECET

1. Conservation des waeeins bactérlens vivancs

On mettra au point des méthodes de conservation des vaccins bactériens vivants qui
gavantissent une viabilité maximale et des caractéristiques bactériennes constantes, plus
particuliérement la compositionm antigénique avec le moins de variations possibles d'un lot
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de production & 1'autre. Peut-&tre devra-t-on évaluer dfautres méthodes de conservation gque
la lyophilisacien.

2. Indicateurs in witro de 1'immnité

Tl est nécessalre de posséder des techniques maniables pour déterminer par avance le
pouveir protecteur des vacecins potentiels et des protoceles de vaccinatieom, Dans certains
vas, la réponse en antlcorps sériques peut étre un indicateur gatisfaisant de la réponse
immunitaire protectrice associée aux muqueuses. Dans d'autres, on risque d'avoir besoin
d’une méthode de mesure simple et précise de la réaction immunitaire locale.

3. Vecteurs bactériens améliorés

Lez travaux menés en vue dfidentifier des vecteurs bactériens améliorés pour apportelr
certains antipénes de V. cholerae Ol et d'ECET seront poursuivis. Il faudrait pour bien
faire que le veeteur suscite, aprés adminiztration d'une dose unique, une forte réaction
immunitaire associée aux muqueuses sans entrainer d'effets secondalres importants; pareille
réponse reguiert sans doute que le vecteur colonise ou pénétre, transitolirement du meins, la
mugucuse du gréle. La souche Ty2la de 5. typhi sera considérde A cet épard commé un
vocteur prototype; l’'expression par ce vecteur d'un ou de plusieurs antipénes étrangers
demande pour étre optimisée des recherches approfondies.

4. Adjuvants de 1'immunité assoelde aux mugueuges

La mise au peint de vaccins bucceux efficaces contre le choléra et la diavrhée & ECET,
comme celle d'autres vaceins a4 adminiscration orale ou locale, pourrait exiger le recours a
des adjuvancs qui renfercent la réaction immunitalre muqueuse (Ighs} . Des recherches devront
identifier ces adjuvants et maximaliser leur efficacité. Pour étre maniables, ces adjuvants
devront étre sans danger, relativement peu c¢olteux et posuéder probablement une action
"foralizée"” sur les ancigénes du vaccin.




