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INTRODUCTION

Bien que les vaccins anticholériques injectables existent depuis un siéecle, 4ls n'ont
ras joué de raéle important dans la lutte contre le choléra, car 17 immunité suscltée est
faible et de courte durée. Depuis le début des années 1970, l'Organisation mendlale de la
Santé déconscille ces vaecins, d'une part parce que leur efficacité est fasible, d’'autre part
par erainte que des vaccinations inefficaces détournent attention et resasources aux deépens
de meilleures formes de traitement et de lutte. Entre-temps, les travaux de mise au polnt de
vaccing buecaux efficaces & partir de germes tués et d’antigénes ou de souches wvivantes
atténuées de Vibrio cholerae 01 se sont poursuivis. La réunion a permis d'examiner les
derniers résultats de ces études, parmi lesquelles on notera un essal de terrain au
Banpgladesh svec deux formules de vaccin anticholérique buccal inacrivé, des investigarions
sur les antigénes protecteurs de V. cholerae Q1 utilisables dans des vaccins inactivés
améliorés et 1'étude chez des volomtaires de 1'inmocuité, de 1'immunogénicité et de
l'efficacité des vacelns anticholériques vivants. Les participants ont ensuite formulé des
recomrandations applicables aux recherches futures dans ceg domaines.

La diarrhée provogquée par Escherichia coli entérotoxipine (ECET) est un probléme
grave dans la plupart des pays en développement et la mise au point des vaccins contre cette
maladic proprecse lentement, Toutefeis, des découvertes récentes et importantes sur les
ankigénes de virulence d’EGET ont permis de mettre au point des vaccinz potentiels, et
l'évaluation chez 1'homme a commencé pour le premier d’entre eux. Les participants omt
examing les travaux menés actuellement sur les antigénes protecteurs d'ECET et formulé un
cartain nombre de recommandations visant 4 encourager la mise au peint de vaccins protégeant
contre la maladie &4 ECET.

VACCINS ANTICHOLERIQUES
EPIDEMICLOGIE DE LA MALADIE

Le cholédra est actusllement signalé & 1'0MS par environ 35 pays. Non traite, c'est
encore l'une des maladies infectieuses les plus dangereuses, avec un taux de létalitcé qui
atteint A0 %, Les ecas de choldra, estimés 4 un million par a2n dans le monde, sont
regpongables dfenviron 20 000 déces en Afrique et 100 000 en Asie, Un tlers
approvimativement des décds concernent l'enfant de moins de 5 ans, un quart l'enfant de 5 &
14 ans, les autres décég concernent 17adulte,

La maladie sévit 4 la fois sur le mode épldémique et endémique. Quand une épidémie
frappe une zone antérieurement indemne ol les populations sont sérondgatives, elle atteint
également toutes les classes d'4dpe avec un mode de propagation seuvent unique. Ces épidémies
sont caractérizécs par un taux relativement bas d'infections asymptomatiques et il m'y a
ordinairement pas de réservoir d’infection 1ié 4 l'enviromnement. En revanche, lersque le
choléra est endémique, l'incidence est maximale dans la classe d'dge des 2-15 ans, puls
diminue avee t'age, sauf chez ]la femme en dpe de procréer chez gui on obszerve des taux
flevés, La saisonnallté des Tlambées ast marquée et la transmission est liée 1) au milieu,
par un réservoir hydrique: i) & des modes de dissémination multiples (eau ou aliments
contaminds, *arfols transmission Interhumaine); 1ii) & une fréquence élevée d'infectlens
asympromatiques se tradulszant par une prévalence élevée des anticorps avant 20 ans.

En secteur dfendémie, lezs facteurs de risque de choléra sévére sont - i) 1l'absence ou
un titre pau élevé dfanticorps vibriocides; ii) le contact étroit avee la famille d'un
cholérigue: i11) une acldité gastrique faible (naturelle ocu acguise aprés chirurgie ou

médication par les anti-acides); Iv) l'alimentation artificielle (chez l'enfant de moins de
3 ans), et v) l'appartenance au groupe sanguin 0. Plusieurs observations évoguent
l'existence d'une immunité naturelle contre V. chelerae 0l en miliew d'endémicité @ la
diminution du taux d’atteinte avec l'dge, la baisse du taux d’atteinte lorsque le taux
d'antlcorps vibriocides est élevé et pour ce qui est de 1'épidémiclogie, la protection
considérable conférée par un épisode de choléra contre un deuxléme épisode. Au Bangladesh,
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la prévalence de cas anticorps est de 40 % 4 1'4ge de 5 ans et de 80 ¥ 4 20 ang, Dnjestime
qu'une personna est exposdée A4 V. cholerae 01l au moins une fois en dix ans at que certaines
personnes peuvent étre exposées une folz par an; 11 semble que 1'immunitéd soir renforcée par
les infections sucecessives y compris par les infections asymptomatiques.

Les groupes qui bénéficieralent le plus d'une vaccination antichelérique efficace sont
les enfants et les adultes des régions d'endémicitéd, les réfugiés des camps od les °
couditions d'hygiéne sont mauvaises et las pnpulations hors des secteurs d'endémicité mais
menacées par la proximité d‘un foyer d’'épidémie. Le risque encouru par les voyageurs
internatlonaux est trés faible, Leur vaccination ne permettrait probablement pas d'induire
un changement mesurable.

HISTORIQUE DE LA VACCINATION ANTICHOLERTIQUE

On a commencé & vacciner contre le cholédra par vole parentérale peu aprés la mise en
év1den¢e par Koch de la responsabilité de Vibrio cholerae 0l dans la meladie. A la fin du
XIX® sidele, on a massivement vacciné en Espagne, puis en Inde, avec un V. cholerae tué.

81 les premiéres études menées en Inde donnaient 4 penser que 1e vaccin était prnteéteur,
¢'est seulement dans les années 1960 que des essals cliniques contrdlés avec le vaccin
injectable 4 germes entiers tués ont été réalisés. Une série d'essais au Bangladesh, en Inde
et aux Philippines ont alors confirmé que le vacein était efficace mals ont aussi montré que
la protectlion était courte (3 4 6 mois), que le vaccin était beawcoup moins protecteur chez
le jeune enfant que chez 1’adulte et que la vaccination ne diminualt pas 1'excrétion fécale
de V., cholerae. La conclusion qui a alors été formulée était que ce vaccin injectahle
n'était pas remtable comme outil de lutte contre le choléra,

Pendant les années 1970, deux essais ont été réalisés en Inde et en Indonésie avec des
vaceins Injectables adjuvés par des sels d'aluminium, La protection conférée était plus
grande et plus durable gque celle conférée par les vaceins non adjuvés. On 4 également testé
au Bangladesh et aux Philippines des vaccins injectables constitués par des antigénés
anatoxiques; malgré 1'apparition d'une réponse sérique en antitoxine, ces vaccins n'étalent
pas protectaurs,

Pendant cette méme période, 1'0OMS a commencé & vivement déconseiller 1’'utilization du
vacein anticholérique Injectable dans quelque jndicatlon que ¢e soit, en raison de son
manque de rentabilité dans les régions d'endémicité, de son inefflcacité contre les
épidémies et de son Ilnaptitwde & juguler la dissémination internmationale du choléra. Ce
manque d’'intérét pour le vaccin découlait aussl de 1l'amélioration et de la simplification du
traitement : la réhydratation par voie intraveinsuse et par voie orale ramenait le taux de
1étalité 4 moins de 1 ¥, et le traitement paralssalt avoir un meilleur rapport
cout-efficacité que la vaceination en termes de vies épargnées.

Aujourd'hui encore, nombreux sont ceux qul en Asie et en Afrique vivent dans des
réglons ol la fréquence du choléra est importante et ol 1'on ne dispose pas d’un traitement
efficace. LA, la mortalité par choléra reszste élevée et les épidémies engendrent des crises
de panique dans la population et de graves difficultés sociales et dconomiques. Un vacecin
anticholérique efficace est done toujours autant nécessaire, Partant du principe que la
protection maturelle contre le choléra est due & des anticorps intestinaux anritoxiques et
antibactériens, les recherches des années 1980 ont été awédes sur la mise au point de vaccing
buccaux capables d'indujre une Lmmunité protectrice en suscitant une rdaction immunitaire
intestinale vis-a-vis d'un ou de plusieurs antigénes appropriés de V., cholerae 0l.

LES ANTIGENES IMPORTANTS DE VIBRIQO CHOLERAE 01

Des édtudes chez 1'animal et chez 1'homme ont montré que le lipopolyoside de la parol du
vibrion (LPS) et la toxine cholérique (CT) suscitent tous deux des réactions Immmitaires
protectrices, Les anticorps présents dans 1'intestin dirigés contre ces deux antigines
agissent en synergie. L'Iimmunité antibactérienne est essentiellement conférée par les
anticorps dirigés contre le LPS mais des anticorps dirigés contre dfautres antigénes
protéiques du germe pourraient aussi aveir leur Importance. L’immunité antitoxigque vise
essentiellement la sous-unité B de la toxine cholérique.
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La colonisation de 1l'intestin de 1'homme par V. chplerae Ol, préalable obligé &
ltapparition de la maladie diarrhéique, est sans aucun doute un phénoméne complexe,
nécessltant 1l’expression coordonnée du chimiotactisme et de la motilité, des enzymes
protéolytiques, des hémagglutinines, des pili de colonisation, et enfin la production de CT.
f£n empéchant 1'adhésion bactérienne, on pourrait bloquer la pathogénie cholérique & son
début. Des travaux Técents chez le sourlceau et sur des volentaires donment & penser que la
colonisation requlert probablement 1‘élaboration d’un pilus, chez la souche c¢lagsique comme
chez le bilotype El Tor. Ce facteur a &té appelé TCP (toxin coregulated pilug, pllus corégulé
avec la toxine) vu que les conditions de développement qui modulent son nlveau d'expression
modulent également la productiom de toxine. En outre, le géne de structure du pilus le plus
important, TcpA, et les gines de la toxine, font partie d’un régulen déterminant la
virulence (toxR) qui régule l'expression génique. Etant donné leur réle important dans la
pathogénie du choléra, les protéines dont 1'expression est régulée par toxR, protélnes
sécrétées ou de surface (en particulier le TCP et la sous-unité B de la toxine cholérique
(GT-B)), pourraient étre employées comme lmmmogdnes asspciés au LP5S dans des vaccins,

Le souriceau est protégé par immunisation passive avec un immunsérum polyclonal de
lapin anti-TCP contre une inoculation d'épreuve avec les scuches Ogawa ou Insba de
V. cholerae 0l. L'activité protectrice du sérum antl-TCP disparait aprés adsorptien sur le
vibrion type sauvage, mals est conservée aprés adsorption sur un mutant pllus-négarif; la
protectlon serait donc liée aux anticorps anti-TCP. Les séquences du géne Tepd sont
{identiques chez les deux souches classiques de V. cholerae 01, Ogawa 393 et Inaba 569B.
L'homologle est moins grande pour une souche El Tor appartenant au sérotype Ogawa, E7946
environ 80 % pour la séquence d'acldes aminés prévus. Cependant, la structure secondaire
prévue, la répartition des restes chargés et les épltopes antigéniques potentliels sont bien
conservés d'un biotype a4 1'autre, donnant & penser que les domaines fonctionnels, comme les
épitopes qui suscitent la formation d'enticorps protecteurs peuvent étre communs aux pili
des deux biotypes.

L'analyse génétique a permis d'identifier, outre TcpA, plusieurs autres produits
géniques indispensables & la biogense et A la fonctiom du TCP. L'un d'eux, le TcpG, peut
aussl jouer le réle d'une adhésine et peut donc étre envisagé dens les études vacclnales. Le
gétne toxR régule non seulement les génes lmpliqués dans la synthése du TCF wmais aussi les
génes codant pour les protéines de membrane externe et pour la productlen d'un facteur de
colonisation accessoire (ACF). Par suite, Tepd pourrait peut-étre servir pendant la
préparation des vaccins & germes entiers d'indicateur de la présence d'autxes antipénes
petentiellement importants régulés par le géne CoxR,

Les vaccing oraux tués egsayés derniérement au Bangladesh (veir plus loin) ne
contienment pas de TCP décelable par immunotransfert; la ralson est peut-é&tre que les
conditions de eulture au mement de la préparation du vaccin m'ent pas permis l'expression de
ces antigines. Ni le formol, ni la chaleur (utilisés pour Iinaectiver la bactérie du wvaecin i
germes entiers), ne semblent diminuer 1'immunoréactivité du TCP dans les immunetransferts.
Il serait dome possible d’améliorer le vaccin oral & germes entiers en utilisant une souche
qul fabrique le TCP et des méthodes de production qui permettent son expression, sa
conservation et celles des autres antigénes régulés par LoxR,

VACCINE BUCCAUX POTENTIELS

Vaccins non vivants

Des vaccins 4 germes entiers tués, associés ou non a4 la sous-unité B de la toxine
chelérique, ont été récemment mils au peint et testés. Le vaccin buccal germes
entiers/sous-unité B contient la sous-unité B purifide de la toxine cholérique et des
vibrions cholériques Ilnactivés par le formel ou par la chaleur appartenant aux souches
classiques et El Tor des sérotypes Inaba et Ogawa, La sous-unité B puxifiée est totalement
dépourvue de toxlelitéd et suseite des titres d'anticorps neutralisants comparables 4 ceux que
suscite l'holotoxine; 1'immuncgénicité de la sous-unité B pourrait étre due en partie & =a
capacité & se lier aux membranes cellulalres, Les germes tués par la chaleur prézents dans
le vaccin apportent les LPS des souches Inaba et QOgawa tandis que les germes tués par le
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formol appertent les antigdnes thermolabiles. Le pentamére de la sous-unité B étantfdétruit
en milieu acide, le vacecin est administré dans un tempon hydrogénocarbonate de sodium/acide
citrigue.

L'innecuité du vacein germes entlers/sous-unité B & tout d’abord été misze en evidence
dans des essais cliniques de petite envergure réalisés au Bangladesh, en Suéde et aux
Etats-Unis d'Amérlque. On a évalué au Bangladesh la capacité du vaceln & susciter une
réaction immunitaire antibactérienne et antitoxique associde aux mugueuses; on a montré qu’a
partir de deux doses ovales, on proveque dans le liquide de lavage intestinal des réponses
en IgA dirigées contre le LPS et la toxine comparables suk réponses induites par la maladie
raturelle. La réponse est nettement plus forte et plus durable qu’avec deux doses
intramusculaires du méme vaccin., Le vacein buccal germes entiers/sous-unité B a aussi
provoqué chez les volentalres suédois d'importantes tréponses antibactériemmes et '
antitoxiques en anticorps, quoigue plus faibleg que chez les Bangladeschis d’'4ige comparable.
De plus, la sous-unité B de ce vaccin administrée oralement aux volentaires bangladeghis et
sugdois a induit une mémolre immunclogique assoclée aux muqueuses (IgA) d'une durée d’au
moins 15 mois au Bangladesh et 5 ans en Subde,

Chez les volontaires des Etats-Unis d'Amérique, trois doses de ¢e vaccin ont conféré
une protection de 63 %, er le constituant germes entiers une protection de 56 % & lui seul,
lers d'une inoculation d'épreuve & DEj5q avec une souche virulente de V. cholerse 01
biotype El Ter. La protection contre une maladie diarrhéique avec émission de selles.
supérieure & 2 litres a été de 100 % avec le vaccin germes entiers/sous-unité B et de 56 %
avec le vaccin germes entiers, :

Devant ces résultats encourageants, l'International Centre for Diarrhoeal Disease
Research du Bangladesh, avec la collaboration des auterités et de 1'Organisatioen mondiale de
la Santé, a entrepris en 1985, dans la région de Matlab, un essal de terrain randomisé, en
double aveugle et contre placebo, avec des vaccins anticholérigues buceaux tués. Dans cet
essai, 63 000 personnes de 2 & 15 ans et des femmes de plus de 15 ans ont recu différents
vaccins & la posoclogie de trois doses espacées de six semalnes : a) vaccin germes
entiers/sous-unité B, b) vaccin germes entiers ou ¢) placebo constitué par un colibacille
tué souche Kl2. Chaque dose de vaceln germes entiers/sous-unité B contenait 1 mg de.
sous-unité B + 1 x 10" V. cholerae Ol entiers tués, avec en proportions égales la ..
souche classique Inaba tuée par la chaleur (Cairo 48), la souche classique Ogawa tuée par la
chaleur {(Cajxe 50), la scuche Inaba El Tor tuée par le formol (Phil 6973) et la scuche
classique Ogava tuée par le formel (Caire 50). Le vaccin germes entiers avait 1la méme
composition cellulalre sans contenir de sous-unité B.

. . I,

Les titres sériques postvaccinaux d'anticorps vibriocides ont presque doublé en général
et le vacein germes entiers/sous-unité B a entrainé une multiplicatien par quatre & =ix du
titre sérique des IgG dirigées contre la toxine cholérique. Le suivi des vaccinés n'a mis en
évidence gaucun effet secondaire quel que soit le vaceln utiliss, '

L'efficacité du vaccin contre le choléra a éré évaluée d’aprés les données de -
survelllance recueillies dans les trois centres de traitement de la diarrhée qui desservent
la population de Matlab, les principaux résultats de 1'essai sont résumés au tableau 1, Les
trolz ansg de suivi des vaceinés ont montré que le vaccin germes entlers a conféré une
protection de 52 % et le vaccin germes entiers/sous-unité B une protection de 50 % contre le
vibrion chelérique mis en évidence par culture (P<0,0001 pour chacun des vaceins), chez
1'adulte comme chez 1'enfant.

Avec l'un et ]'autre de ces vaccins, l'efficacité protectrice est minimale chez
l'enfant vacciné & 2-5 ans : 31 % et 24 % pour le vaccin A germes entiers, 38 % et 47 % pour
le waccin germes entiers/sous-unité B 4 la premiére et 4 la deuxiéme année de suivi,
respectlvement, aucune protection pendant lag troisiéme année. On & par contre chservéd une
bonne efficaeité pendant les trois années de suivi lorsque la vaccination a eu lieu aprés
$ix ans. Dans cette ¢lasse d’'age, le vacein & germes entiers a conféré une protection de
68 % et le vaccin germes 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 6 ans ou
plus.
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Pendant les trois années de surveillance, on a observé des cas & biotype classique et &
biotype El Tor de V. cholerae 01, les isclements étant pour la plupart de sérotype Ogawa.
Tout au long du suivi, les sujets ont &té mieux protégés contre la maladie due au biotope
classique (tableau 1), Le méme degré de protection semble avelr été obtenu avec chacun des
vaceins contre les épisodes cholériques associés & une déshydratation sévére et contre des
formes plus bénignes, Il semble, toutefois, gue la protection ait 4été plus faible chez les
sujets de groupe O que chez les sujets de groupes A, B ou AB,

TABLEAU 1. EFFICAGITE AU BANGLADESH DES VACCINS ANTICHOLERIQUES TUEE A GERMES ENRTIERS
ET A GERMES ENTIERS + 20US-UNITE B

Efficacité du vaccin (%)

Groupe et péricde de suivi Germes entiers/
Germes entiers soug-unité B

Par anneée

Premiére année 53 62
Peuxiéme anmméa 57 a7
Trolsitme annde 43 17
Sur 3 ans

2-5 ans 23 26
»6 ans 68 63
Tous dges confondus 52 50
Etiologie

Blotype classique &0 58
Blotype El Tor 40 39

Le vaccin germes entiers/sous-unité B a mieux protégé contre le choléra que le vaccin germes
entiers pendant les huilt premiers mois qui ont sulvi la vaccination; pendant cette périocde,
V. cholerae biotype El Tor & sévi sur le mode non épidémique. De plus, le vaccin germes
entiers/sous-unité B a pu &tre rapperté i une protection croisée de courte durée (3 mois
enviren) contre la diarrhée provogquée par des souches d'E. ¢oli productrices de toxine
thermolabile (LT); ce phénoméne pourrait &tre di & une similitude antipgénique des
sous-unltés B de la CT et de la LT des ECET.

Bien que cette étude n'ait pas été congue pour juger de l'efficacité de différentes
posologies, il semble que la preotection soit la méme aprés administration de deux ou de
trois doses, La protection conférée par une seule dose est nulle.

VYacelns antl-V. cholerae 0l vivants atténués

Ces dix derniéres années, beaucoup de travaux ont &été comsacrés 4 la mise au polnt de
mutants atténués de V., cholerae 0l pouvant &tre utilisés dans des vaccins buccaux vivants.
L'attention a'est portée particuliérement sur la création de souches mutantes non
toxinogenes (phénotype AB™) ou gqui produiszent seulement la sous-unité B de la texine
cholérigque (A"B"). Plusieurs souches ont été mises au point et se sont révélées
immunogénes et protectrices chez des volentaires. Elles ne peuvent cependant pas étre
utiligées comme souches vaccinales vu qu’elles provoquent une dlarrhée légére chez 25 & 40 %
des volontalres. Des travaux récents visent & déterminer le mécanisme de déclenchement de l=
diarrhée et & mettre au point de nouveaux mutants dépourvus de cet effet secondaire, mais
qui conserveralient leur Iimmunogénicité.
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Le vaecein potentiel vivant quil présente actuellement le plus d'intérét est préparé avec
la zouche GVD 103 de V, cholerae 0OLl. Il s'agit d'un mutant A~ B* préparé par génie génétique,
par délétion des génes codant pour la sous-unité A (toxique) de la CT de la souche Inaba
pathogiéne clasgique 5698, mals avee conservation de la production de la sous-unité B
immmogdne et non Toxigue. Ni la souche parentale, ni la souche CVD 103 ne produisent la
toxine "Shiga-like", élaborée par un grand nombhre de souches de V. chaleras 0] et
considérée comme au moins partiellement responsable de la diarrhée due aux souches A.B
et ATRT :

Administré par voie buccale 4 des volontaires américains adultes en bonne =anté, 4 la
dose de 10° organismes viables, aucune réaction indésirable grave n’'a été observée; sur
46 volentaires, 5 (soit 1L Z) ont cependant falt une diarrhée sans symptémes associés tels
qu'altération de l'état de santé, nausées, crampes ou anorexie. Les anticorps sériquES
vibriocides ont considérablement asugmenté cher 45 wvolontaires sur 46 (soit 98 2), avec un
titre Inverse moyen géométrique de 1339, 1l'antitoxine sérique était nettement augmentée chez
93 % des volontaires,

Treis épreuves infectantes distinetes ont 4té mendes sur un total de 26 vaceinds ayant
ingéré une dose unique de 2 x 10° germes de souche CVD 103, L'inoculation d’épreuve’a
eu lieu un mois plus tard, avec une souche pathogéne de V. cholerae, 3 une dose gqui a
provogqué une diarrhée chez 24 des 25 témoins mon vaccinés. Dans chacune de ces études, la
vaceination & apporté une protectlon statistiquement significative : globalement, dans les
trois études, une dose unique de CVD 103 & conféré une protection de B0 ¥ contre n“importe
quel type de diarrhée et une protection de 94 % contre la disrrhée sévére (volume des selles
=2 litres).

La souche CVD 103 a ensuite été modifiée en greffant un géne qui code pour la
résistance au mercure dans le locus hlvA du chromoseme; cette souche & été désignée par
CVD 103-HgR. Le wmarqueur permet de distinguer la souche vaccinale des souches sauvages. la
souche CVD 103-HgR, présentée sous forme lyophilisde et maniable, a été administrée a
90 volontaires aux Etats-Unis d’Amérique, &4 la dose de 5 x 10° germes viables et 4 15 autres
volentaires & la dose de 5 x 107 germes. A ces doses-1li, le vaccin a en général été’
bien teoléré, malgré la présence de selles molles chez 3 des veolontaires, Une augmentation
notable des anticorps vibriocides a été observée chez 91 ¥ des volontaires, le titre mMOyEen
étant 3 a 4 fols plus élévé que chez des volontaires comparables ayant regu treis doses de
vaccin germes entiers/sous-unicé B. Le (VD 103-HgR a été isolé des coprocultures chez
environ 30 % -des vaeccinds, contre un taux d'isolement de 90 ¥ aprés vaccination parila
souche parentale CVD 103, Une dose unique de CVD 103-HgR a dgalement conféré une protection,
de 65 X, contre ume Lnoculation d'épreuve avec un V. cholerse 01 pathogine appartenant au
biotype hétéreleogue El Tor, souche Inaba. i

. R

Dans une étude menéde ultérieurement en Thailande (dans une structure de confinement),
sucun effet indésirable n'a été observé chez 12 adultes volontaires en bonne santé aprés
ingestion de 5 x 10° germes de souche CVD 103-HgR; sur les 12 personnes vaccinées, 1l ont eu
une augmentation importante des anticorps sériques vibrioecides et 9 une dlévatien
considérable des titres sériques d'antitoxine, D'autres études, conguaes pour évaluer
1'innocuité et 1'immunogénicité du vacein, mendes en ambulatoire sur des recrues ern!
Theilande, ont cependant mis en évidence des réponses sérologiques beaucoup plus faibles. La
préparation vaccinale lyophilisée pourrait poser des problémes techniques (dus peut-étre &
une diminution de la viabilité au moment de la reconstitution) et cette question e5t en
cours d'étude,

Vaccing utilisant un vecteur bactérien vivant

Partant de 1’idée qu'un antipéne bactérien peut étre plus immunogéne lorsqu'il est
¢laboré 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 qul poxte les glnes
de V., cholerae 01 eodant pour la synthése et 1'assemblage du LPS cholérique & la suxface
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de la souche vaccinale antityphoidigue buccale vivante atténuée de Salmonella typhi,

Ty2la. L'immunogénicité et 1'innocuité de cete souche hybride ont été évaluées chez prés de
500 volontaires. Seuls des effets secondaires tout & fait mineurs ent été observés. Aprés
administration de treis deses de chacune 2 x 10 bactéries vivantes, on a obzervé une
réponse sérique en anticorps dirigée contre le LPS cholérigque chez environ 50 % des sujets
et une réponse en antleorps vibriocides chez envirem 35 %. En revanche, wne répoense dirigée
contre le LPS de §. typhl a &té observée chez 90 & 100 X des volontaires. Une érude avec
inoculation d'épreuve chez des volontaires a montré gue trois 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 hybride, sans toutefols avolr
débouché sur un vaccin manlable possédant une efficaclté protectrice satizfalsante. La mise
au point d'un germe vecteur comme par exemple une salmonelle avirulente pour porter les
antigénes vaccinaux peut avelr plusieurs avantages : 1) un méme vecteur bactérien pourrait
servir & créer des vaccins hybrides distincts contre diverses infections atteignant las
mugqueuses, 2) 1'innocuité du vaccin dépend essentiellement du vecteur bactérien et n'a
bescin d‘étre établie gqu’une zeule fois.

Cependant, les vaceins bactériens hybrides souldvent toujours un eertaln nombre
d’'interrogations : 1) Un autre vecteur auralt-il plus d'efficacité que la souche TyZla, tout
en restant dépourvi de réactogéniclté ? 2) Comment optimiser 1'expression 4’antigénes
étrangers 7 3) Un méme géne vecteur peut-il &tre employé & plusieurs reprises chez le méme
sujer pour porter des antigénes différents ? Certaines de ces questions sont abordées
¢l-dessous A propos da la mise au point des vaccins potentiels contre E. coli
entérotoxigbne,

VACCINS CONTRE 1A DIARRHEE A ESCHERICHTA COLI ENTEROTOXIGENE
EPIDEMIOLOGIE ET ACQUISITION DE L'IMMUNITE NATURELLE

La maladie provequée par E, coli entérotoxigéne (ECET) a une répartition mondiale
mals s observe plus spéeialement dans les pays en développement. Dans ces pays, les études
sur ta diarrhée algué réalisées dans les hopitaux et les dispensaires révilent la présence
d'ECET chez 10 & 50 % des cas, avec une moyenne de prés de 20 % chez 1'enfant de moins de
5 ans. Des études prospectives de collectivités au Bangladesh, au Brésil, au Pérouw et dans
divers autres pays montrent gque 1'incidence maximale de la dliarrhée 4 ECET se situe au début
de 1'enfance et plus particulilrement avant deux ans. Enfin, pendant les cing premidres
sonées de sa vie, l'enfant dez régilons ol la fréquence de la diarrhée est élevde falr un A
deux éplsodes & ECET par an.

Deux conditions sont nécessaires pour qu'ECET provoque une diarrhée : 1) il faut gqu'il
colonise 1l'intestin gréle et ii) qu'il élabore des entérotoxines. ECET peut élaborer une
toxine thermostable (5T), une toxine thermolabile (LT), ou les deux, Les Isolements d4'ECET
producteurs seulement de 5T ou de LT ou encore des deux entérotoxines sont en proportions
légérement variables d'un pays & 1’autre, mais chacun des phénotypes représente en général
au moins un quart de 1l‘ensemble des ECET. IL semble d’aprés plusieurs études que les souches
productrices & la fois de ST et LT se limitent 4 un assez petit nombre de groupes 0 et dans
ces groupes 4 quelques sérotypes O:H. Les souches productrices de 5T ou de LT appartiennent
4 des sérotypes plus varlés. 51 tous les sérotypes d'ECET sont ubiquitaires, on observe
cependant que 1'importance relative de certains sérotypes varie en fonmetien du lieu, et pour
un méme lieu, en fonction du temps. La prévalence d’autres déterminants importants de
virulence, des facteurs de colonisation par exemple, peut aussi présenter des variatlons
géographiques, mais 1’on ne dispose que d’informations limitées suxr cette question.

La maladie provoquée par ECET va de la diarrhée bénigne sans déshydratation, tableau
clinique la plus caractéristique au syndreme cholériforme. En outre, dans les régions
d'endémicitd, deux tiers au moins des infections semblent asymptomatiques. Au Bangladesh, la
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fréquence est maximale chez le jeune enfant et diminue avec 1'Age. Le pourcentage
d'infections symptomatiques & ECET diminue également avec 1'fge. Ces deux observations
évoquent une immunité acquise naturellement. Les variations liées 4 1l'apge ont écé observées
avec ECET producteur de ST/LT ou de ST mais n'ont pas été suffizamment étudides chez ECET
producteur de 1T, Malgré des titres élevés en antlcorps sériques anti-LT, le jeune enfant
des régions d'endémie reste sensible & la diarrhée provequée par ECET producteur de LT ou de
8T/LT. D'eu 1l'hypothése gque la moindre fréquence des Infections a4 ECET et de la maladie
obhservée avec 1'dge est due 4 des mécanismes immunitaires qui ne reposent pas que sy les
anticorps anti-LT.

Danz les pays en développement, la diarrhée &4 ECET a souvent une saisonnalité marquée,
avec en général un ple en salson chaude; dans certaines régions, le pic coinecide avee la
saison des pluies. D'aprés les ohservations dont on dispose, la transmission d'ECET se fait
par des aliments et de l'eau soulllés par des excréments. Les aliments peuvent &tre plus
facilement contaminés en saison chaude, ce qui s‘explique en partie pax 17 augmentation de 1a
vitesse de ¢rolssance due 4 1'élévation de la température ambiante,

L'étude de la diarrhée des voyageurs apporte quelques éléments supplémentaires sur
L'épidémicologie d'ECET et sur la constitution de 1'imwunité naturelle. Le taux d'atteinte de
la diarrhée est élevé pendant les premidéres semaines qul suivent l'arrivée en pays en
développenment des voyageurs en provenance de pays industrialisés (généralement plus
de 30 %); Il semble diminuer aprés des voyages répétés ou un séjour prolongé dans le pays,
évoquant 1'acquisition d'une protection. ECET est habituellement le germe entéropathogine
prédominant de la diarrhée du voyageur. D’aprés 19 dtudes réalisées en Amérique latine, 46 ¥
des épisodes diarrhéiques (médiane) étalent assocléds i ECET (extrémes 28 % et 72 %), Dans
huit études en Asie, ECET a été obgervé dans 14 % des épisodes {extrémes 0 % et 37';} et
dans treis études en Afrique, dans 36 % des éplsodes (extrémes 31 % et 75 ¥%). Le nombre
d'isolements producteurs de 8T, de LT, de ST/LT et des divers facteurs de colonisation varie
d'une étude 4 1l'autre,

LES ANTIGENES IMPORTANTS DE E, COLI ENTEROTOXIGERE

Four qu'il provoque une dlarrhée, 11 faut qu'ECET, grice 2 ses facteurs de
colonization, adhére aux surfaces éplthéliales de 1'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 variété
de sérogroupes d4'ECET.

Facteurs de colomisation

Parmi les facteurs de colonlsation humains, les mieux caractérisés sont le CFA/I, le
CFA/IT et le CFA/IV (désigné awparavant par PCF8775). Le CFA/I est un antigéne fimbrial
simple tandis que le CFA/IT et le CFA/IV sont tous deux des complexes antigéniques. Les
souches productrices de CFA/II pessédent soit l'antigéne fimbrial €51, soit 1’antigene
fimbrial €52 (C5: coli-surface-associated) et l'antigéne fibrillaire C82, ou bien encore
ne possédent que le C83. Les ECET produeteurs de CFA/IV possédent soit l'antigéne fimbrisl
€54, scoit l'antigéne fimbrial C85 et l'antigéne €56 qul n’est probablement pas d'origine
fimbriale. Des ECET qui ne produizent que le (56 ont aussi éré identifiés. Tous ces facteurs
sont codés par des plasmides qui en géndéral codent aussi pour les entérotoxines (tableauw 2).

Les CFA/I, CBL, CB2 et C54 ont une forme droite en bitonnet et un diamétre de 6 & 7 um.
Lz séquence des aclides aminés terminaux a été élucidée pour les restes 1 a 20 et alle est
trés semblable pour tous ces antigénes,

Un certain nombre d'emgquétes ont cherché & déterminer la géoprévalence de ces facteurs
de colonisation chez les ECET. On rapporte une prévalence de 1'ensemble des CFA/1l, CFA/2
et CFA/IV de 29 & 79 % parmi les ECET isolés dans un endroit donné. Les CFA ont &ré
principalement identifiés chez des souches ST/LT et 5T, comme prévu dans la mesure ofi les
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plasmides qul codent pour les facteurs de colonisation codent ordinairement pour ces
entérotoxines,

L'impossihilité de déceler des facteurs de colonisatlion sur de nombreuses souches
d'ECET 8 conduit & rechercher de nouveaux facteurs. Les facteurs de colonisation présumés
CFA/ITT, PCFOL59:H4 et PCFOl66 sont des antipgénes fimbriaux cedés par des plasmides que 1'on
observe respectivement chez les sérotypes 025.H16 et H ; O1539.H4 et H20; et les séro-
groupes 071, 078, 098 et 0l66. Om a aussi décrit d'autres antigénes qul pourralent étre des
facteurs de colonisation : le 334 a été signalé sur une souche de sérotype OL5.HIL, le 2230
sur une souche de sérotype 025.H16 et le CFA/VI sur une souche de sérotype 09.H"; leur
présence sur d'autres sérotypes n’'a pas été investiguée, Le PCFOL4E et le INTAQ7 sont des
facteurs qu’on rencontre sur des souches appartenant aux sérogroupes 0148 et 027
respectivement (tableau 2). Le rale exact de ces divers facteurs dans la pathogénie
diarrhéique n'a pas été &tudiéd chez 1’'animal.

Des travaux chez 1’animal et chez des volontaires ont montré gue les souches d'ECET
productrices de GFA/I, CFA/I1 et CFA/IV administrées par veie orale ou par vole
intra-intestinale (tubage) suscitent une immunité protectrice, suggérant qu'elles seralent
utiles dans des vaccins. Chez 1'animal, la protection passive par des anticorps anti-CFA
protége contre une inoculation d'épreuve avec une souche d’ECET qui exprime le CFA
hemologue. De plus, les anticorps anti-CFA et anti-LT agissent en synergle pour conférer une
protection contre la diarrhée & LT provoquée par ECET. Chez le lapin, un contact préalable
avec des germes qui expriment le CFA/I ou les différents C5 du CFA/II ou du CFA/IV confare
une bonme protection contre la maladie, contre la colonisatien de l'intestin ou contre las
deux, lors d'une épreuve infectante avec une souche homologue de colibacille porteuse du
facteur CFA/CS. Cette protection n'est pas obtenue avec deg mutants facteurs de colonisation
et toxine négatifs.

TABLEAU 2 : FACTEURS DE COLONISATION D'ECET

. Entérotoxines
CFA Antipgénes de surface associés assocldes
CFa 1 ST ou ST/LT
CFA/IT CS1 4+ £33 ST/LT
CS2 + €53 8T/LT
cs3 ST/LT
CFA/TII ST ou LT
CFA/IV CS4 + CSé ST/LT
CS85 + C56 ST
Csée 8T ou LT
PCFO159 :H4 ST/LT ST/LT
PCFO166 5T ou ST/LT 8T ou ST/LT

Les facteurs 334, 2230, PCFGla8, INT407, CFA/VI pourralent aussi étre des facteurs de
colonisation. Leur présence a £té signalée mais 1ls ne sont pas bien caraectérisés.

CFA = facteurs de colonisation

€5 - antigane de surface (coli-surface-aszociated).
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Entérotoxines

Chez 1'homme comme chez l'animal, les édtudes ont montré que 1'infectlon 4 ECET -suscite
des répetions immunitaires importantes au niveau de 1'intestin, & la foils antitoxiques et
antibactériennes, La wéaction lomunitaire antitoxique est exclusivemeut dirigée contre LT;
5T est un petit pelypeptide qui sous sa forme naturelle n'est pas immuinogéne. La réponse
anti-LT vise prineipalement la sous-unité B de la molécule ot Il y a une réaction croisée
avec lz sous-unité B de la toxine cholérigue.

51 5Ta (la forme de ST fabriquée par 1'ECET qui infecte 1'homme) n’est pas
naturellement immunogéne, elle peut 2 condition d'étre couplée & un porteur de nature
protélque provequer la formation d'anticorps neutralisants; c'est cette voie qul est
explorée pour mettre au point des antigdnes ST utilisables dans des vaceins. Les méthodes
chimiques de couplage et le génie génétique ont été exploités pour lier la STa a divers
porteurs. La toxicité des conjugués chimiques associant la 8Ta a4 la sous-unité B de la CT, &
la sérumalbumine bovine ou & 1la §Th (forme de 5T élaborée par las souches 4'ECET infectant
le poreelet) n'a cependant pas pu &étre abolie, Dans 1l'espolr d'identifier des épitopes de
5Ta non toxiques et se liamt & Ll’'anticorps, on a synthétisé des peptides correspondant soit
& la 3Ta entiére soit 4 une partie de l’'entérotoxine. lLe remplacement d'une ou de deux
cystéines de 5Ta par l'alanine a donné une 5Ta dépourvue de toxiecité sze lisnt aux anticorps
moneclonaux qui neutralicsemt la STa,

Ces résultats étant encourageants, on essale de préparer des conjugués ST-protéine par
wanipulation génétique des bactéries. Un oligonuclécotide de synthése a été fabriqué et
fusionné avee le géne de structure codant pour la sous-unité B de la CT du vibrion-
cholérique 01, Cet assemblage génique dirige l’expression & concentration élevée d'une
protéine de fusion 5Ta-CT-B dont la toxicitéd résiduelle est trés réduite. Les anlmaux
vaceinés avec cette protéine ont é€laboréd des anticorps antl-STa décelables mais non
neutralisants, Des travaux sont en cours pour mettre au polnt d'autres protéines de fusion
notr toxigues comportant la 5Ta, en espérant qu’elles lnduitront la formation d’anticorps
neutralisants anti-5Ta.

La création d'antigénes recombinés STa-LT-B a elle aussi beaucoup progressé ces
dernléres années. Ces protéines chimdriques ont été congues de fagen empirigue car on ne
sait pas encore trés bien comment la sous-unité B de la LT (LT-B) et la STa se replient pour
acquérir leur structure tertiaire et leur structure quaternaire. Des fragments du gine 5Ta
naturel ainsi que des oligonuecléotides de synthdse codant pour 18 ou 19 acides aminés de la
5Ta ont été greffés 4 différents endroits du géne codant pour LT-B. Dans certalnes études,
des coples uniques et des copies répétées en tandem des séquences codantes de la 8Ta ont été
greffées sur le péne LT-B.

On 2 alnsi fabriqué des hybrides recombinés STa-LT-B qui possédent des propriétés
structurales et Immunclogiques impertentes, notamment une grande stabilité, une grande
affinité de liaiseon au ganglieside GM1 (le récepteur pour la LT), une bonne réactivité avec
les anticorps monoclonaux qui neutxalisent 5T et LT et la capacité de provoquer des réponses
sériques anti-LT et anti-ST chez le lapin vacciné avec une protéine de fusion partiellement
purifiée. L'évaluatien de 1'aptitude de ces protéines recombindes 5Ta-LT-B & conférer aprés
administration orale une protection contre la diarrhée a4 ECET devra rechercher =il :existe
une toxicité résiduelle et déterminer le meilleur mode d'adeinistration, & saveir daes
sous-unités 4'un vaceln tué ou des produits d'un vecteur bactérien vivant atténué. :

Etudes dezs déterminants de Ll'immunité dirigée contre ECET chez lez wvolontalres

Les dtudes mendes aux Etats-Unis d'Amérique sur des adultes velontslres mettent en
évidence une protection importante centre une deuxidéme épreuve infactante avee la souche
homologue aprés une premiére infeetion expérimentale par une souche d'ECET productrice de
ST/LT. Dans une série d'études, les volontaires protégés ont excrétd le germe d'épreuve sans
faire de diarrhée. En revanche, la survenue d'une diarrhée aprés ingestion de la |
souche LT/ST sérotype 014B8:H28 accompagnée d'une élévation importante de 1'antitoxire
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anti-LT, n‘a pas été suivie de protection lors de l'épreuve infectante ultérieure avec une
souche productrice seulement de LT appartenant 2 un sérotype hétérclogue {025:NM). Dang une
autre étude, la vaccination par une dose unique de vaccin antichelérique buccal atténué
(CVD 103-HgR), bien que suscitant une forte réponse en antitoxine anticholérique, n'a pas
protégé comtre 1l'inoculation um wois plus tard d’une souche ST/LT d’ECET. 5i les résultats
de 1'essal de terrain réalisé au Bangladesh avec le vaccln anticholérique germes
entiers/sous-unité B évoqualent une protectien de courte durée par 1rantitoxine anti-CT
contre la diarrhée due & ECET producteur de LT, cette pretection n’a pas été retrouvée chez
les volontalres.

D'aprés d’autres études chez des veolontaires, 1'immunité protectrice peut &tre suszcitée
par les facteurs de colonlsation fimbriaux. Chez des volentaires vaceinés une seule fois
avec une souche atténuée d'ECET (5 X 10'° germes vivants), exprimant €81 er C52 mals
dépourvue des génes de la LT et de la ST, on a cbservé une nette augmentation des IgAs
anti-C81/083 daus le liquide jéjunal. L'infectlen d'épreuve par une gouche ST/LT de
sérotype 0:H hétérologue exprimant aussi €51 et €323 met en évidence une trés honne
protection contre la diarrhée. $1i la numération de la souche d‘épreuve aprés coproculture
est identigue, la colonisation de l'intestin gréle proximal (évaluée par numération dang les
prélévements de liquide duodénal) est nettement moins importante chez les vaccinés que chez
les témoins, permettant d'imaginer que le vaceln a mis en route dans 1’intestin gréle des
mécanismes immunitaires gqui ont limité la colonization des mugueuses,

Dans le méme ordre d‘idées, 1’administration passive d’un concentré d'immunoglobulines
de lait de vache ayant un tltre élevé en anticorps dirigés coentre CFA/I et LT (et aussi
contre d’autres antigénes d’ECET) a permis d’obtenir une protection de 100 % contre une
infection expérimentale aveec la souche H10407 d4'ECET (078:Hll, ST/LT, CFA/I); cet essal,
randomisé 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 falt que des
snticorps anti-ECET administrés oralement selent efficacas est une incitation supplémentalre
a rechexcher le moyen d'indulre une immunité active par des vaccing buccaux.

LES VACCINS FOTENTIELS

Vaceln inactivé germes entiers/antigéne purifié

On é&tudie actuellement un vaccin buceal dirigé contre ECET constitué pax 1'association
1} d'E. coli tués représentant les principsux groupes 0 producteurs de ST/LT et exprimant
les CFA essentiels sous une forme immunogine et 2) de la sous-unité B de la LT ou de la CT
(ow d'un conjupué non toxique STa-sous-unité B). Le traltement des germes par le formol A
faible concentration tue complétement les germes mais entraine une perte de 50 & 100 % de
1'antigénicicé des divers facteurs de colonisation. Les CFA des germes Ilnactivés sont
stables & 4°C pendant au moins 8 mels, & conditien d'étre incubés dans le liqulde gastridque
acide. Une évaluation de 1’inmmecuité et de 1’immunogénicité de ce vecein chez des
volontaires dolt aveir lieu sous peu,

Vaccin 4 germes entjers traltés par la colicine E,

Une nouvelle méthode a été mise au point pour tuer les ECET sans altérer les antigénes
protéiques du germe. Elle consiste & les traiter par la colicine E,p, une endonucléase gul
pénétre dans les cellules grdce & un récepteur situé sur les souches sensibles &'E. coll.
Ni 1’antigénicité, ni la concentration de la LT, du CFA/I ou des antigénes flagellalres ne
sont modifiées chez les germes ainsi tués. Les capacités vaccinales des préparations d'ECET
traités par la colleine E, ont 4té teatées chez L'animal et chez des velontalres.

La souche HL0407 tuée par la colicine B, et fraichement préparée, administrée en deux
doses orales de 3 % 10%° germes & un mois d'intervalle, a induit des réponses sériques
en IgG et intestinale en IgA, divipgées contre 1'entéreotoxine LT et le CFA/I chez 29 adultes
volontaires sur 32. Aucun des ?2 témoins ayant ¥e¢u un placebo n'a eu une augmentation de
ces anticorps. Pour évaluer la protection conférée par les germes Tués par la colicine Ej,
om 8 constitué des groupes de neuf ou dix sujets composés & peu prés em nombre égal de
sujets ayant req¢u le vaccin et de témoins ayant regu le placebo. Six a4 huit semaines apres
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vaceination a eu lieu une infection d'épreuve avec un ECET virulent. La protection contre la
diarrhée a été de 75 % chez les vaccinés, que la souche dfépreuve soit homologue ou
hétérolopgue. La souche 4'épreuve hétérologue étaltr différente de la souche vaccinale i la
fois par son sérotype et le type de CFA; d'autres antigénes protecteurs pourrailent donc étre
importants. Dans une autre é&tude avec épreuve, on a pu mettre en évidence une protection six
4 huit molsz aprész la vaccination, Les méthodes de conservation des colibacilles tués par la
colicine E; ne sont pas encore au point,

Salmonelles avirulentes utilisées comme vecteurs des antigénes d'ECET

Un vacein potentiel bucecal, vivant, multivalent, qui exprime la sous-unité B dé la LT,
a &té wmis au point avec pour vecteur la souche Ty2?la. La souche 5E12, dérivée de 3. typhi,
injectée par voie parentérale 4 la souris ou au cobaye Iinduit une réponse sérique importante
enn antieorps anti-LT. La possibilité que cette souche donne un vaccin oral vivant contre
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
aged” de 5, dublin (SL1438). Chez la souris vaceinée oralement, cette souche proveque
une infection analegue 2 celle que produit chez 1 homme la souche Ty2la, La souche a dté
transformée au moyen d‘un plasmide porteur des génes codant pour la LT-B; elle prodiait la
LT-B et suscite chez la souris qui regeit la souche otralement des titres élevés
d'antitexines IgG dans le sérum et IgAs dans 1'intestin. On a également vu apparaitre
progressivement chez ces souris des répenses mugueuses et sériques en anticorps dirigées
contre le LPS de la souche vaccinale. D'asutres études chez la souris montrent gque seule une
souche porteuse d'une mutation arod unique est suffisamment colonisatrice, 1nvasive et
capable de persister dans les tissus,

En accord aveec ce dernier rédsultat, des études conduites récemment chez 1'homméa ont
montré que les mutants aroA” purA” de 5, typhi ne suseitent que des titres peu
élevés d'anticorps contre le polyoside 0 de la souche vacecinale, D'aprés cez observations,
1'absence du géne purA qui rend obligatoire un appeort exogéne d'adénine diminue
1'efficacité des salmonelles atténuées administrées comme vacein buccal vivant et risque de
limiter l'efficacité des salmenelles employées comme vecteurs d'antigénes hétérologues. A la
place du mutant peorteur d'une délétion unigque, on peut envisager d'employer comme vecteurs
potentiels des antigdnes 4'ECET des zouches porteuses de deux délétions dans la voie des
aroA. On estime qu’avec deux mutations il n'y a pss de risque de mutation inverse avec
retour & la virulence.

Utiligation itérative du vecteur et perte d'efficacité

L'utilisation des salmonaelles ou dfautres bactéries vivantes comme vecteurs d'antigénes
hétérologues pose un probléme important, A saveir le maintien de leur efficacité en cas
d'emploi répété, notamment pour apporter des antipdnes distincts. Il n'’est pas impossible
qu'une immunité antivecteur préexistante, suscitée par une premidre ucilisation ou résulrtant
d'une exposition natrurelle, pulssge intervenir dans la suite d’'événements que constitunent la
colonisation, la multiplication et la formation des antigénes et, par suite, limiter la
réponse immunitalre dirigée contre 1‘antigéne hétérolopue élaboré par le veeteur. Ce
phénoméne a été mis en évidence chez le lapin immunisé successivement avec des souches de
V. cholerae A"B™ et A'BT, 1a réponse anticoxique en IgA aszzocide aux muqueuses
étant chez eux beaucoup plus faible que chez les témoins n'ayant regu que des souches
47BY. De méme, d'aprés les premiéres observations, Ll semble que la souris vaccinde avec
Lun vecteur donné (Salmonella 51.1438), puis vaccinée de nouveau avec le méme vecteur mals
exprimant un antigene héterologue (LT-B), ait des réponses anti-LT-B en IgG sériques &t en
IgA ascocides aux muqueuses plus faibles que la souris n'ayant pas été préalsblement
vaccinée avec ce vecteur,




WHO/CDhD/IMV /89 .2
Page 14

RECOMMANDATIONS APPLICABLES A TA REGCHERCHE

I. VACCING ANTICHOLERIQUES

1. Vacein buccal 4 germes entiers tués

Les prochains travaux de recherche sur le vaccin & germes entiers chercheront &
augmenter son efficacité et la durée de la protection conféréde, plus particuliérement contre
la maladie 4 V., cholerae 01 El Tor et chez le jeune enfant; des efforts sont également
néceseaires pour simplifier son administration. Pour améliorer l'efficacité vaceinale, on
peut : 1) inclure dapms le vaeccin une souche El Tor caraetéristique de la pandémie actuelle,
2) augmenter le nombre de germes par dose, 3) falre em sorte que le TCP soit totalement
axprimé dans le vaccin ou 4) inclure des souches productrices ou hyperproductrices de
sous-unité B. Pour simplifier 1'administration, on peut recourir 1) 4 une forme galénlque en
capsule ou en comprimé soluble, stable A4 température amblante, 2} & un calendrier de
vaceination plus maniable et 3) & 1'assoclation avec un tampon,

2. Vacein anticholérique buccal vivent

Les travaux deviont viser & préparer une souche vaccinale vivante qul ¢olonise bien
l'intestin, est dépourvue de réactogénicité et porte un marqueur génétique scable qui permet:
de la distinguer des souches de type sauvage. Avant l'essai de terrain, on déterminera les
paramétres suivants : degré et durée d'cefficacité chez 1'adulte, innoeuicé et immuncgénicite
chez 1'adulte et chez l'enfant. On comparera chez des volontaires l'efficacité des vaccing a
germes enticrs tués et celle des sgouches vivantes. On évaluera le risque de transmission &
des personnes non vacelndes et le risque de dispersion dans le milleu, pour tout vaccin
anticheolérique buceal, vivant, petentiel.

D'autres recherches sont nécessaires pour défimir les mécanismes de survenue de la
diarrhée due 4 des mutants non toxinogénes de V. cholerae 0l; l'objectif est de mettre au
polnt des souches vaccinales potentielles dépourvues de cette propriété mels conservant les
qualités qui permettent d'induire une immunité protectrice,

3. Protocoles applicables aux essals du vacein anticholérique

T1 est nécesgaire d'étudier de nouveaux protocoles et de rechercher de nouveaux sites
pour réaliser les prochains essals des vaceins anticholériques. Il faudrait dans la mesure
du possible gyue les protoceles soient plus opérationnels que ceux des essais prospectifs
classiques &4 grande échelle. Le protocole devra par ailleurs apporter dec sclutions &
certains problémes, comme 1'efficacité du vacein dans divers contextes ¢épldémiques, chez le
jeune enfant et dans différents cadres familiaux.

4, Evaluation du yapport cofit/efficacité des vacelns refenus

Le rapport coit/efficacité sera étudié pour les vaccins qui ont été évalués dans un
essal de terrain et qui se sont montrés au meoins modérément efficaces. L'analyse dolt tenir
compte des conditions propres au pays oii l'eggal a été réalisé, tout en essayant de prévoir
ce que serait ce rapport dans d’autres contextes.

IT. VACCING ANTI-E.COLI ENTEROTOXIGENE

1. Antigénes vaccinaux potentiels

a) Facteurs de coloniszation : Il est nécessaire de définir plus précisément la
prévalence de certains facteurs de colonisation (CFA) dans leg lsolements d4'ECET recueilliz
chez les jeunss enfants de pays en développement atteints de diarrhée afgué; il en va alnai
tout partlculiérement pour 1'Afrique. Parmi les CFA qui devront &tre identifiés, il faut
inclure au moins le CFA/I, le CFA/IL, le CFA/III, le CFA/IV, le PCFO159:H4 et le PCFOl&6. La
prévalence des CFA sera déterminée par des études épidémiclogiques prospectives de
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population. Les recherches menées an vue d4'identifier et de caractériser de nouveaux CFA
seront poursuivies. =

Pour faciliter les études apidémiologiques, des réactifs normalisés d'identification
des CFA devront étre mis au point. On pense entre autres aux anticorps polyclonaux ou
monoclonaux et aux sondes d’ADN, :

b) Anatoxines STa : Il convient de poursulvre les travaux concernant la préparation
d’anatoxines siires et immunogbdnes de 5Ta par création de conjupués STa-protéine ou par
synthése de protéines chimériques (5Ta-LT-B, par exemple) par des bactéries génédtiquement
modifiées. On recherchera une éventuelle toxielté résiduelle et on évaluera
1" immunogeénicité. On déterminera, chez 1'animal et si possible chez des volontaires, le radle
protecteur de l'anticorps anti-5T suscité par ces antigénes. Les pozsibilités pratiques
d'inclusion dfanatoxines 5Ta sires et protectrices danz des vaccing anti-ECET buccaux
potentiels sevont explorées.

c) Possibilité d'utilisation d'antigines protecteurs communs ; La possibiliré
d'obtenir par des antigénes ume protectlon crolsée contre des souches d'ECET différentes pat
leur sérogroupe, le type da CFA et la production de LT demande une investigation plus
poussée chez des velontairez et sur desz modéles anlmaux. 51 1'existence d'une protection
croisée se confimmpe, Il faudra définir son étendue et tenter d’identifier et de caractériser
le ou les antigénes responsables. La préparation des vaeccins 4 germes entiers tués devra
utiliser des méthodes dont om sait qu'elles conservent ces antigénes sous une forme
immunogéne.

2. Vaccins buccaux 4 germes entiers tuéds

Le développement d'un vaccin buccal a germes entlers tués efficace et sans danger,
contre la diarrhée 4 ECET, se poursuivra. On envisagera d'inclure dans ces vaceins des
germes qui représentent les sérogroupes d'ECET les plus importants et qui produiszent les CFA
les plus fréquents. L'intérét d'un conjugué non toxique 5Ta-protéine (4 supposer qu'on
réussisse A en préparer un), ou de la LT-B ou des deux composds, sera évalué, Lorsgue des

antigénes sont présumés avelr de l'importance, on veillera particuljiérement & ce gue les
méthodes employées pour tuer et pour conserver les germes préservent leuy 1mmuno5éﬁicité. On
déterminera chez des adultes volontaires 1'innocuité, 1'immunogénieité et l'efficacité des
vaceins potentiels. 5'1ls se révélent intéressants, on évaluera aussi ces paramétres chez
lrenfant,

En ce qul concerne le vaccin buccal 4 germes entiers préparé & partir de germes traités
par la colicine E;, on cherchera & mieux documenter son efficacité protectrice vis-a-vis
de souches d'épreuve hétérclogues et on déterminera le degré de cette protection par des
études chez des volontaires. 5i cette approche marchait bien, on évaluerait alors
V'efficacité d’autres souches vaccinales (sérogroupes et types de CFA différents). On
pourrait étre conduit & rechercher des souches appropriées, sensibles & 1a colicine Ey.

3. Vaccins anti-ECET vivants atténuds

Des travaux devyont étre réalisés pour mettre au point des souchas d4’ECET qui expriment
certains CFA et peut-étre ausgi la LT-B ou un conjugué 5Ta-LT-B et pour évaluer leur
innocuité et leur immunogénicité. On testera sur des volontaires 1’innocuité et l’efficacité
de ces souches administrées geules ou en association.

I1I. EECHERCHEE COMMUNEES AU VACCIN ANTICHOLERIQUE ET AU VACCIN ANTI-ECET

1. Conservation des vaccins bactériens vivants

On mettra au point des méthodes de conservation des vaccins bactériens vivants qui
garantissent une viabiliré maximale et des caractéristiques bactériennas constantes, plus
particulidrement la composition antigénique avec le moins de variations possibles dfun leot
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de production & 1'autre., Peut-étre devra-t-on évaluer d‘autres méthodes de conservation que
la lyophilisation.

2. Indicatenrs in vitre de 1'Immunité

11 est nécessaire de posséder des techniques maniables pour déterminer par avance le
pouvoir protecteur des vaccins potentlels et des protocoles de vaceination. Damz certains
cas, la réponse en anticorps sérigques peut étre un indicateur satisfaisant de la réponse
immunitaire protectrice assoclée aux muqueuses. Dans d’'autres, on risque d'aveir bescin
d'une méthode de mesure simple et précise de la réaction immunitaire locale.

3. Vacteurs bactérienz améliorés

Les travaux menés en vue d'identifler des vecteurs bactériens améliorés pour apperter
certains antigénes de V. cholerae 0l et d'ECET seront poursuivis. Il faudrait pour bien
faire que le vecteur suscite, aprés administration d'une dose unique, une forte réaction
immunitaire sssoclée aux muqueuses sans entralner d’effets secondalres importants; pareille
réponse requlert gans doute que le vecteur colonise ou péndtre, transitoirement du moins, la
muqueuse du gréle. La souche Ty2la de §. typhl sera considérée & cet égard comme un
vecteur prototype; l'expression par ce vecteur d'un ou de plusleurs antigénes étrangers
demande pour &tre optimisée des recherches approfondies.

4, Adluvants de 1’immunité assoclée aux miqueuses

La mise au point de vaccins buccaux efficaces contre le ¢holéra et la diarrhée 4 ECET,
comme celle d’autres vaccins & administration orale ou locale, pourrait exiger le xacours &
des adjuvants qul renforcent la réaction immunitaire muqueuse (IgAs). Des recherches devront
identifier ces adjuvants et maximaliser lewr e¢fficacité. Pour étre maniables, ces adjuvants
devront étre sams danger, relativement peu cofiteux et posséder probablement une action
*focallsde” sur les antigénes du vaccin.




