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Systeme immunitaire muqueux
et vaccination

La plupart des agents pathogénes bactériens et viraux infectent leurs hétes
respectifs au travers de la barriére muqueuse. Ceci vaut plus particuliérement
pour les pathogenes des systémes respiratoire, intestinal et génital. Ainsi, une
forte immunité exprimée a la porte d’entrée méme de l'agent infectieux
semble étre la plus appropri€e pour prévenir une infection. Les réponses
immunitaires systémique et muqueuse étant par ailleurs induites et controlées
par des mécanismes partiellement indépendants, la (ou les) stratégie(s) per-
mettant d’induire une réponse immunitaire protectrice au niveau muqueux
est un aspect critique du développement de nouveaux vaccins. Alors que la
voie parentérale induit principalement une forte immunité cellulaire et hu-
morale, et ceci au niveau systémique seulement, il apparalt de plus en plus que
la voie muqueuse est plus apte a stimuler une immunité muqueuse efficace, et
méme accompagnée d'une forte immunité systémique dans certains cas. Fina-
lement, en évitant l'injection, la voie muqueuse est une méthode non inva-
sive de choix pour la vaccination, particulierement chez I'enfant.

Le systéme immunitaire muqueux (SIM) et la problématique de la vaccina-
tion par voie muqueuse ont fait 'objet de nombreuses revues de littérature
(McGhee et Kiyono, 1993 ; Walker, 1994 ; James, 1997 ; Mestecky et coll.,
1997 ; Mowat et Viney, 1997 ; Wu et Russel, 1997). La complexité apparente
du SIM a longtemps défié le développement et I’évaluation rationnels de
vaccins par voie muqueuse. Il recouvre une trés large surface (environ 400 m?
chez 'homme adulte), comprend la plus forte population de cellules B, T et
plasmatiques de I'organisme, de méme que des cellules capables de traiter et
présenter des antigénes, le tout en étroite interaction avec 1'épithélium mu-
queux. Il est d’autre part organisé en sites fonctionnels distincts. Dans les
premiers, ou sites inducteurs, le contact est établi avec I'antigéne vaccinal qui
est alors traité et présenté au systéme immunitaire en un processus conduisant
3 la différenciation partielle et la prolifération de lymphocytes B et T. Ces
derniers sont alors transportés par voie lymphatique jusqu’aux ganglions lym-
phatiques régionaux ot ils subissent une deuxiéme phase de différenciation
avant d’entrer dans la circulation systémique. Grace a I'expression de protéi-
nes lymphocytaires membranaires (homing receptors) spécifiques de ligands
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(mucosal addressins) exprimés par les cellules endothéliales présentes dans les
tissus muqueux et glandulaires, ils vont alors s’établir dans les sites effecteurs
du SIM ot se produit leur différenciation finale en cellules plasmatiques,
principalement productrices d’immunoglobulines d’isotype IgA sécrétoires
(sIgA). La sécrétion des IgA dimériques au travers des muqueuses et dans les
sécrétions glandulaires est la caractéristique majeure de I'immunité mu-
queuse. Ces anticorps interferent avec 'adhérence des agents pathogénes et
de leur toxines 4 la muqueuse et forment des complexes immuns facilitant leur
élimination. Le role et les mécanismes de 'immunité cellulaire dans la dé-
fense immunitaire muqueuse sont aussi partiellement caractérisés (James,

1997).

Lobservation du trajet circulaire de différenciation et dissémination des lym-
phocytes B et T depuis les sites inducteurs jusqu’aux sites effecteurs du SIM a
conduit au modele du systéme immunitaire muqueux commun (SIMC). Ini-
tialement établie chez la souris (McDermott et Bienenstock, 1979), lexis-
tence d’un SIMC a été ultérieurement confirmée chez ’lhomme (Czerkinsky
et coll.,, 1987). En théorie, le SIMC pourrait permettre de stimuler une
immunité protectrice dans des sites effecteurs distants des sites inducteurs
impliqués dans I'initiation de la réponse immunitaire. Il apparait toutefois que
le SIMC est compartimentalisé de sorte que la stimulation de sites inducteurs
induit une réponse distribuée de fagon inégale entre les différents sites effec-
teurs. En général, la réponse est plus marquée aux sites effecteurs voisins du
site inducteur stimulé ou & ceux qui lui sont directement associés en termes de

drainage lymphatique (McGhee et Kiyono, 1993 ; Wu et Russell, 1997).

Avant d’aborder la partie analyse de ce chapitre, deux remarques s’imposent.
Premiérement, les modeéles complexes décrivant les mécanismes d’induction
et de régulation de la réponse immunitaire muqueuse aux agents infectieux et
aprés immunisation ont presque exclusivement été développés sur la base
d’études effectuées sur des souches de souris consanguines, parfois dans des
conditions axéniques. Ces conditions expérimentales, indispensables pour
une approche scientifique rigoureuse, n'ont qu'une valeur prédictive pour
’homme. Certains résultats ont en partie été confirmés en essais cliniques
indiquant que, dans les grandes lignes, les modeles développés sont applica-
bles. Des différences notables sont cependant constatées. Deuxidmement, la
trés vaste majorité des essais de vaccins expérimentaux, notamment les tests
defficacité, font intervenir des systémes animaux qui, au mieux, ne sont
qu'une approximation des conditions rencontrées chez ’homme. Ainsi,
méme les vaccins candidats les plus prometteurs en phase de développement
préclinique peuvent s’avérer inefficaces en essais cliniques. Cette constatation
vaut pour les vaccins en général ; sur la base d’'une étude récente portant sur
266 projets de vaccinologie menés entre 1983 et 1994, il est remarquable de
constater que prés de 80 % d’entre eux sont abandonnés dés les premiers essais
cliniques en phase I (Struck, 1996).
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Au vu de ampleur du theéme abordé dans ce chapitre et des remarques
exprimées ci-dessus, I'analyse qui suit est principalement centrée sur une
sélection de publications, le plus souvent récentes, concernant des vaccins
testés cliniquement ou déja commercialisés. Dans un premier sous-chapitre,
nous abordons le domaine des vaccins contre les maladies entériques. Le
deuxiéme sous-chapitre tente de faire le point sur 'approche de I'immunisa-
tion par voie muqueuse dans un contexte plus large.

Vaccins pour la prévention des maladies entériques

Les infections diarrhéiques bactériennes et virales sont un probléme majeur
de santé publique dans le monde entier. Dans les pays en développement, la
diarrhée chronique est une cause importante de malnutrition chez les enfants
alors que les épisodes diarrhéiques aigus sont associés a des taux de mortalité
élevés (Black, 1993). Lapprovisionnement insuffisant en eau potable et les
conditions sanitaires déplorables sont les facteurs de risque principaux dans le
tiers monde, une situation qui ne va vraisemblablement pas s’améliorer de
facon significative dans un proche avenir. Ainsi, la vaccination demeure le
moyen le plus réaliste et le plus efficace, aussi bien en termes de santé que de
cofits, pour combattre les agents pathogénes entériques dans les régions endé-
miques du tiers monde. Cependant, méme dans les pays industrialisés, les
colits médicaux et sociaux liés aux infections diarrhéiques sont considérables

(Black, 1993).

Des vaccins efficaces sont disponibles contre la figvre typhoide et, plus récem-
ment, le choléra. Toutefois, aucun vaccin efficace et slir n’est encore sur le
marché contre les agents pathogénes intestinaux les plus fréquents, & savoir
les rotavirus, les Escherichia coli entérotoxigéniques (ETEC) et les Shigella spp.
Clest pourquoi 'OMS a donné une haute priorité au développement de tels
vaccins (OMS, 1991). Lagent infectieux a 'origine de la majorité des ulcéres
duodénaux et de nombreux cas de cancer gastrique Helicobacter pylori semble
aussi &tre une cible privilégiée pour la vaccination. Nous essayerons ici de
faire le point sur I'état du développement de vaccins contre ces infections.

Comme déja mentionné plus haut, une immunité locale (muqueuse) est la
mieux 4 méme de prévenir l'infection dés les premiers contacts d’un agent
pathogéne avec les voies digestives. Bien que, dans certains cas, un vaccin
administré par voie parentérale puisse s’avérer efficace, seule la voie orale est
susceptible d’induire une bonne immunité muqueuse au niveau de l'intestin.
Deux approches peuvent étre envisagées : I'application orale d’'un vaccin non
vivant (cellules ou virus entiers inactivés, antigéne purifié) et un vaccin
vivant basé sur une souche atténuée de 'agent infectieux lui-méme, ou sur
une souche bactérienne ou virale atténuée ou naturellement non pathogéne
(souche commensale), exprimant un ou plusieurs antigénes protecteurs du
méme agent. La premiére approche requiert de grandes quantités d’antigénes 163
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et le probleme central réside dans la nécessité de développer des systemes de
présentation d’antigénes appropriés pour assurer la stabilité et la présentation
optimale des antigénes vaccinaux, de méme que des adjuvants visant & renfor-
cer et/ou & moduler la réponse immunitaire induite (adjuvant muqueux). En
ce qui concerne la deuxiéme approche, la souche vaccinale, obtenue par
exemple par atténuation génétique d'une souche virulente, est susceptible de
se propager dans 'intestin de la personne vaccinée et conduire ainsi & une
infection avortée bénigne mais suffisante pour induire une immunité locale du
méme type que celle stimulée par I'infection naturelle. Dans ces conditions, la
dose & administrer est beaucoup plus faible et le vaccin ne requiert en principe
pas d’adjuvant. La difficulté ici consiste & trouver un équilibre entre le degré
d’atténuation (innocuité) de la souche vaccinale et sa capacité de coloniser la
mugqueuse de ’hote (immunogénicité).

Fievre typhoide

La fievre typhoide, infection systémique par Salmonella typhi, est devenue
extrémement rare dans les pays industrialisés grace & 'amélioration constante
des conditions d’hygiéne et d’approvisionnement en eau potable. La situation
est toute autre dans les pays en développement ot cette affection est endémi-
que et prés de 600 000 personnes en déceédent chaque année (OMS-UNICEE
1996). De plus, l'incidence des souches de S. typhi plurirésistantes aux anti-
biotiques augmente rapidement depuis 1990 en particulier dans le sous-
continent indien et en Asie du Sud-Est.

Le vaccin typhoidique parentéral a cellules entieres tuées a montré un bon
niveau de protection en essais de champ. Il présente cependant un fort taux
de réactions locales et systémiques qui limite fortement son acceptation. Par
ailleurs, deux vaccins bien tolérés et efficaces sont actuellement sur le marché.
Un vaccin vivant oral basé sur la souche atténuée de S. typhi Ty21a (3 doses)
et un vaccin parentéral basé sur 'antigéne capsulaire polysaccharidique Vi
(1 dose). Les deux vaccins ont démontré un bon niveau de protection, de
ordre de 60 % a 80 %, pendant 7 ans pour Ty21a (Levine et coll., 1997) et au
moins 17-21 mois (plus long intervalle testé) pour Vi (Acharya et coll., 1987 ;
Klugman et coll., 1987), dans des essais de champ en régions endémiques.
Avec plus de 200 millions de doses administrées dans le monde et un taux
extrémement faible d’effets secondaires, Ty21a est désormais un standard de
référence pour le développement de vaccins vivants oraux. Récemment, des
essais cliniques ont montré que la souche Ty21a pouvait &tre associée avec
succes avec une souche recombinante vivante atténuée de Vibrio cholerae pour
I'immunisation combinée par voie orale contre la fievre typhoide et le choléra

(Cryz et coll., 1995 ; Kollaritsch et coll., 1996, 1997).

Le développement de nouveaux vaccins typhoidiques vise & produire de
nouvelles souches atténuées qui portent des mutations définies affectant cer-
taines voies métaboliques, la synthése de protéines de stress, des systemes
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globaux de régulation métabolique ou impliqués dans le contrdle de la viru-
lence, et/ou des caracteres spécifiques de virulence (pour une revue voir
Levine et coll.,, 1997). De telles recherches pourraient dans le cas idéal
aboutir & un vaccin vivant oral 2 dose unique conférant un haut taux de
protection a long terme, par exemple pendant ’enfance et I'adolescence (pic
d’incidence 5 & 19 ans) pour des enfants immunisés & 'entrée a P'école.
Cependant, la difficulté majeure réside dans la marge étroite observée en
essais cliniques entre I'innocuité de la souche vaccinale et son immunogéni-
cité. La souche sauvage virulente utilisée pour dériver une souche vaccinale
candidate apparait comme un facteur critique et le modele animal classique
(Salmonella typhimurium/souris) s’est malheureusement révélé peu prédictif.
Dans ['état actuel des essais cliniques, deux souches semblent ressortir du lot :
CVD908-htrA (aroC, aroD, hirA) (Tacket et coll,, 1997a) et Ty800
(phoP/phoQ) (Hohmann et coll., 1996). Des essais sur un plus grand nombre
de volontaires seront nécessaires pour confirmer 'innocuité et 'immunogéni-
cité observées dans les essais en phase I. Uévaluation de lefficacité de nouvel-
les souches vaccinales typhoidiques est par ailleurs rendue difficile par ’ab-
sence, en partie pour des raisons éthiques, d’'un modéle d’infection
expérimentale (challenge) chez 'homme.

Choléra

Linfection intestinale par le Vibrio cholerae est responsable d’environ
120 000 déces par an, essentiellement parmi les enfants de moins de 5 ans
dans les pays en développement. Contrairement 2 la fievre typhoide caracté-
risée par une infection systémique de l'organisme par I'agent pathogéne,
I'infection par V. cholerae se déroule sans invasion active de la muqueuse
intestinale. Les vibrions proliferent dans I'intestin gréle, accédent 2 la surface
de la muqueuse et sécrétent une toxine puissante, la toxine cholérique (CT)
dont 'action sur les cellules épithéliales a pour conséquence la perte massive
en liquide et électrolytes caractéristique des formes graves du choléra. Ainsi,
V. cholerae est le type méme de I’agent pathogéne contre lequel une forte
immunité locale, notamment sécrétrice, devrait s’avérer optimale. Depuis les
années vingt et pendant prés de soixante-dix ans, seuls des vaccins inactivés
parentéraux réactogénes et peu immunogénes étaient disponibles. Récem-
ment, deux vaccins oraux efficaces ont été développés et sont sur le marché
dans certains pays.

Le premier vaccin, désigné par les appellations B-WC ou WC/rBS suivant les
publications, est administré en 2 ou 3 doses. I comprend 10! vibrions tués et
1 mg de rCTB (sous-unité B non toxique de la toxine cholérique recombi-
nante) par dose (Holmgren et coll., 1997). Dans un essai de champ a grande
échelle au Bangladesh, ce vaccin administré en 3 doses a pu induire un taux
de protection de 'ordre de 85 % pendant 6 mois et de 50 % pendant 3 ans.
Chez les jeunes enfants (2 & 5 ans), un taux de protection significatif a été
observé pendant 2 ans contre les vibrions de biotype classique, la protection 165
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contre le biotype El Tor se révélant de trés courte durée. Dans le groupe d’age
supérieur & 5 ans, une protection significative a été observée jusqu’a 3 ans
contre les deux biotypes, avec un taux supérieur pour le biotype classique
(Van Loon et coll.,, 1996). Un essai au Pérou avec une série de 2 doses du
vaccin B-WC a révélé un taux de protection de 85 % durant 6 mois (Sanchez
et coll.,, 1994). Un vaccin du méme type produit au Viét-nam a montré une
efficacité de 66 % dans un essai de terrain effectué dans ce pays (Trach et coll.,
1997). Un vaccin combiné O1/O139 basé sur le méme principe a récemment
été testé en phase I (Jertborn et coll., 1996).

Le second vaccin est basé sur une souche recombinante de V. cholerae, CVD
103-HgR (biotype classique, O-sérotype Inaba) (Levine et coll., 1988), et
administré en une seule dose orale d’environ 5 x 10® organismes vivants. La
souche a été atténuée par une délétion spécifique des deux copies chromoso-
miques du géne codant pour la sous-unité A (CtxA) de la toxine cholérique,
tout en maintenant l'expression de la sous-unité B (CtxB) immunogene.
Lintroduction d'un géne marqueur de résistance au mercure permet l'identifi-
cation de la souche vaccinale (Favre et coll., 1996a). Ce vaccin a été large-
ment testé en essais cliniques, y compris dans des essais d’infection expéri-
mentale (challenge) avec des souches sauvages de biotypes et/ou sérotypes
homologues et hétérologues. Ce vaccin est trés bien toléré et trés immuno-
géne ; un taux de protection de 80-100 % a été observé contre toute diarrhée
induite par le biotype classique homologue (protection acquise en moins de
8 jours et conférée pour au moins 6 mois, le plus long intervalle testé avant
’épreuve de « challenge ») et de 'ordre de 60 % contre le biotype El Tor.
Dans tous les cas, un taux de protection de 100 % a été observé contre les
formes séveres du choléra (cholera gravis) (Levine et Kaper, 1993 ; Kaper et
coll., 1997). Le vaccin basé sur la souche CVD 103-HgR est déja en vente
dans un certain nombre de pays et en cours d’enregistrement centralisé en
Europe ; il est principalement destiné aux voyageurs vers les régions endémi-
ques. La souche vaccinale CVD103-HgR peut étre administrée en combinai-
son avec le vaccin vivant oral antityphoidique. D’autres souches candidates,
construites selon le méme principe, sont en cours d’évaluation et visent 2
augmenter le taux de protection contre le biotype El Tor et & immuniser
contre le V. cholerae a sérotype O139 (Favre et coll., 1996b ; Sack et coll.,
1997a et b ; Tacket et coll., 1997 ; Taylor et coll., 1997b).

Escherichia coli entéro-toxigéniques (ETEC)

Les différentes souches d’Escherichia coli entéro-toxigéniques (ETEC) sont la
premiere cause de diarrhée dans les pays en développement, principalement
chez les enfants de moins de 5 ans (Black, 1993). En termes de mortalité due
aux maladies diarrhéiques, les ETEC occupent la 4° place (380 000 décés par
an) apres les rotavirus (870 000), la figvre typhoide (600 000) et la shigellose
(600 000) alors que le choléra vient en 5° position (120 000) (OMS-
UNICEE 1996). Les ETEC sont également a l'origine de 30 % & 50 % des
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infections diarrhéiques contractées par prés de la moitié des voyageurs des
pays industrialisés lors de leur déplacement en Afrique, en Asie et en Améri-
que latine (Black, 1993). Un vaccin ETEC efficace a large spectre aurait ainsi
un impact important, tant dans les régions endémiques que pour la médecine
du voyage.

Comme pour le choléra, la pathogenése des diarrhées & ETEC résulte de la
colonisation de l'intestin gréle et de la sécrétion d’'une ou deux toxines
principales, la toxine thermo-labile (LT) qui est immunogénique et/ou la
toxine thermo-stable (ST) qui, en raison de sa petite taille (18-19 acides
aminés) n’est pas immunogénique (Levine et coll., 1983 ; Nataro et Kaper,
1998). La toxine LT est produite par environ deux tiers des ETEC et présente
80 % d’identité avec la toxine cholérique (CT), raison probable pour laquelle
le vaccin oral contre le choléra B-WC a induit une immunité croisée a court
terme contre les ETEC sécrétrices de LT dans des essais en phase III (Clemens
et coll., 1988 ; Peltola et coll., 1991). Cependant, le développement d’un
vaccin ETEC efficace doit également prendre en compte le fait qu'une immu-
nité 4 long terme devrait &tre induite contre les principaux facteurs de coloni-
sation (CF) bactériens, notamment les pili — ou fimbriae — et autres appendi-
ces protéiniques exprimés a la surface des ETEC, leur permettant d’adhérer a
I’épithélium intestinal (Svennerholm et coll., 1997). Des études chez 'animal
ont en effet montré qu'une immunité CF-spécifique protége contre une infec-
tion subséquente par une souche virulente exprimant le CF homologue. Une
immunité contre I’antigéne somatique O, soit la partie du lipopolysaccharide
(LPS) qui détermine la spécificité O du pathogéne, et, dans une moindre
mesure, contre 'antigéne flagellaire (antigéne H) pourrait également jouer un
role.

Malheureusement, au contraire de S. typhi et V. cholerae, les ETEC présentent
une grande variabilité antigénique de surface de sorte qu’'un vaccin basé sur
un antigéne ou une souche unique ne peut &tre envisagé. Sur la base de
données épidémiologiques, un vaccin efficace basé sur un nombre limité de
souches exprimant les types des CF les plus fréquents pourrait cependant
permettre de protéger contre 70-80 % des infections 8 ETEC (Wolf, 1997).

Au vu du mode d’infection, trés proche de celui du choléra, un vaccin oral
devrait &tre le plus approprié pour I'immunisation contre les infections a
ETEC. Différents candidats vaccins oraux ont été développés, basés sur :

o des toxoides LT/ST purifiés (Tacket et Levine, 1997) ;

o des CF purifiés administrés seuls ou enveloppés dans des microspheres
(Evans et coll., 1984 ; Tacket et coll., 1994 ; Tacket et Levine, 1997) ;

o des cellules 'ETEC entitres tuées (Evans et coll., 1988 ; Wenneras et coll.,
1992 ; Svennerholm et coll., 1997) ;

e des souche ETEC atténuées vivantes (Tacket et Levine, 1997) ;

e des souches recombinantes vivantes atténuées de Salmonella et Shigella
exprimant des CF de ETEC (Giron et coll., 1995 ; Noriega et coll., 1996a). 167
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Certains de ces vaccins ont été testés en essais cliniques de phase 1. Récem-
ment méme, des pommes de terre transgéniques exprimant la sous-unité B de
la toxine LT (LTB) se sont révélées immunogenes aprés application par voie
orale & des volontaires (Tacket et coll., 1998).

Le vaccin le plus avancé, quant a la couverture potentielle des infections par
les ETEC et quant aux essais déja effectués chez ’homme, utilise la méme
stratégie que le vaccin oral B-WC contre le choléra (Wenneras et coll., 1992 ;
Abhren et coll.,, 1993). Dans sa formulation actuelle, le vaccin est une combi-
naison de 5 souches ETEC (10! cellules inactivées totales et 1 mg de rCTB
par dose) exprimant les 7 CF les plus fréquents. Le schéma complet de vacci-
nation comprend 2 ou 3 doses administrées 2 2 semaines d’intervalle. Le
vaccin a fait preuve d’une bonne immunogénicité en essais cliniques de phase
I et II en Sudde, en Egypte et au Bangladesh (Svennerholm et coll., 1997 ;
Jertborn et coll., 1998 ; Savarino et coll., 1998). Différents essais en phase 11
sont prévus.

Compte tenu du temps nécessaire 2 la conduite et & 1'analyse des essais &
grande échelle, puis a I'enregistrement du vaccin aupreés des autorités compé-
tentes, il est improbable qu'un vaccin ETEC soit sur le marché avant 4 a
5 ans.

Shigellose

La shigellose est une infection causée par les bactéries du genre Shigella qui est
endémique dans le monde entier et & P'origine d’environ 600 000 déces par
année, principalement parmi les enfants entre 1 et 4 ans dans les pays en
développement (OMS, 1997). Les Shigella spp. sont des agents pathogénes
intracellulaires facultatifs et la pathogeneése de 'infection est caractérisée par
'invasion et la dissémination de 1’agent pathogéne de cellule a cellule au
niveau de la muqueuse du colon. En général, I'infection est limitée a cet
endroit. Cependant, des complications extra-intestinales telles que la septicé-
mie ne sont pas rares chez les jeunes enfants souffrant de malnutrition (Lind-
berg et Pal, 1993).

Des études épidémiologiques et expérimentales (épreuves de « challenge »)
ont montré que l'infection induit chez ’homme une immunité protectrice
contre une infection subséquente par une souche de Shigella du sérotype O
homologue (Dupont et coll., 1972 ; Cohen et coll., 1988 ; Herrington et coll.,
1990). Compte tenu de la situation épidémiologique dans les pays en dévelop-
pement, un bon niveau de couverture vaccinale pourrait &tre assuré par un
vaccin combinant les principaux sérotypes de Shigella spp., & savoir S. flexneri
2a et 2b, S. dysenteriae type 1 et S. sonnei. Un vaccin contre S. sonnei, le
sérotype prédominant dans les pays industrialisés serait également souhaita-
ble. Aux Etats-Unis, les populations cibles pour la vaccination sont les pen-
sionnaires et personnels des garderies d’enfants et des institutions de soin, les
populations carcérales, les travailleurs immigrants, les Indiens des réserves
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fédérales, les militaires et les voyageurs. La mise au point de vaccins est
cependant compliquée par le fait qu'aucun modele animal adéquat n’est
disponible.

En dépit de nombreuses recherches menées depuis plus de trente ans, aucun
vaccin contre la shigellose n’est actuellement disponible sur le marché. Qua-
tre approches principales ont été tentées pour développer des vaccins contre
la shigellose (OMS, 1997) :

e des souches-vecteurs vivantes exprimant des antigénes protecteurs de Shi-
gella spp. ;

e des souches de Shigella spp. atténuées par diverses mutations ;

e des lipopolysaccharides (LPS) purifiés de Shigella spp. associés & des protéo-
somes ;

e des vaccins basés sur 'antigéne polysaccharidique O (antigene O) de Shi-
gella spp. conjugué a des protéines « carriers ».

Les trois premiers types de vaccins sont administrés par voie orale, le dernier
par voie parentérale.

Dans 'approche « vecteurs vivants », les souches candidates évaluées en
essais cliniques exprimaient I'antigéne O de différents sérotypes de Shigella,
parfois avec co-expression de déterminants de virulence (pour une revue voir
Hale et Venkatesan, 1997). Il s’agissait par exemple de la souche de vaccin
typhoidique S. ¢yphi Ty21a contenant le plasmide de virulence de S. sonnei,
d’'une souche commensale non invasive d’E. coli portant les génes responsa-
bles de la synthese de 'antigéne O de S. flexneri 2a intégrés dans le chromo-
some, ou de souches hybrides E. coli K-12/S. flexneri 2a atténuées par différen-
tes mutations et contenant le plasmide de virulence de S. flexneri 5 et les
génes de synthése de I'antigéne O de S. flexneri 2a. D’autres souches candida-
tes sont basées sur une souche atténuée de S. flexneri Y exprimant 'antigéne O
de S. dysenteriae type 1 avec ou sans expression conjointe de la sous-unité B de
la toxine Shiga (Falt et coll., 1995 ; Tzschaschel et coll., 1996 ; Klee et coll,,
1997). Finalement, des souches recombinantes basées sur la souche vaccinale
V. cholerae CVD 103-HgR exprimant le sérotype O de S. sonnei ont également
été construites (Favre et coll., 1996¢ ; Viret et coll., 1996). Parmi les souches
testées en essais cliniques, aucune n’a pour linstant fourni des résultats
permettant d’envisager le développement d’'un vaccin sir et efficace.

La construction rationnelle de souches atténuées de Shigella spp. a largement
bénéficié des connaissances récentes sur la génétique moléculaire des méca-
nismes de virulence chez ces organismes. Comme pour S. typhi, 'atténuation
par des mutations dans les génes responsables de la biosynthése des composés
aromatiques (génes aro) s'est révélée insuffisante pour assurer un niveau
d’innocuité de la souche vaccinale comparable aux standards de référence en
la matiere (S. typhi Ty21a et V. cholerae CVD 103-HgR) (Li et coll., 1992 ;
Kérnell et coll,, 1995 ; pour une revue voir Noriega et coll.,, 1997). La
combinaison du méme type de mutations, ou de mutations affectant la syn-
these des bases puriques, avec d’autres mutations situées dans les génes de
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virulence a abouti & quelques souches candidates (Kotloff et coll., 1996 ;
Noriega et coll., 1996a). La totale innocuité et 'immunogénicité de ces
souches chez ’lhomme restent encore & démontrer. Finalement, des souches
basées uniquement sur des mutations atténuantes dans les génes de virulence
ont été développées (Sansonnetti et Arondel, 1989 ; Sansonnetti et coll.,
1991 ; Barzu et coll., 1996, 1998).

En tant que déterminant majeur du sérotype O des bactéries pathogenes
Gram négatives, 'antigéne O est un bon candidat pour un vaccin sous-unité
contre la shigellose. De par sa nature polysaccharidique et son faible poids
moléculaire, 'antigéne purifié n’est cependant pas immunogene. Sous forme
conjuguée a des protéines immunogénes telles que 1'anatoxine tétanique ou
lexotoxine A recombinante de Pseudomonas aeruginosa, cet antigéne est
toutefois trés immunogene aprés application par voie intramusculaire. Des
vaccins conjugués basés sur les antigénes O purifiés & partir des sérotypes
majeurs de Shigella ont été développés (Taylor et coll., 1993). Un vaccin
conjugué contre S. sonnei a récemment conféré un taux de protection signifi-
catif dans un essai de terrain (Cohen et coll., 1996, 1997). Des vaccins
similaires contre d’autres sérotypes sont en cours de préparation. Le taux de
protection conféré par de tels vaccins a des volontaires immunologiquement
naifs reste a évaluer.

Des particules appelées protéosomes basées sur un complexe de protéines de la
membrane externe (OMP) de Neisseria meningitidis peuvent étre utilisées
comme vecteur pour la présentation d’antigénes. Ce type de présentation a
été largement testé dans des vaccins candidats contre les infections & ménin-
gocoques. Un des vaccins commercialisés contre Haemophilus influenzae de
type b est également basé sur des préparations protéiniques similaires. Des
molécules amphoteres telles que les LPS conviennent particuliérement bien a
la présentation par les protéosomes ; leur partie hydrophobe (lipide A) assure
I'ancrage dans le protéosome et leur région antigénique (antigéne O) est
présentée de facon optimale a la surface. Des essais précliniques d'un vaccin
candidat LPS-protéosomique contre S. sonnei a montré que ce vaccin admi-
nistré par la voie intranasale est plus immunogéne que par la voie orale. Ces
résultats ont été confirmés dans un essai clinique en phase I. D’autres essais
d’innocuité et d'immunogénicité sur un plus grand nombre de volontaires
sont prévus (Lowell, 1997).

En conclusion, de nombreuses approches sont en cours d’évaluation pour le
développement de vaccins anti-Shigella spp. Compte tenu toutefois de toutes
les questions qui subsistent, notamment quant & Pinnocuité et lefficacité
réelle des vaccins candidats chez ’homme, la mise sur le marché d’un vaccin
contre la shigellose est improbable avant 5 ans.
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Rotavirus

Responsables annuellement d’environ 125 millions de cas de diarrhée et de
pres de 900 000 déces, les rotavirus sont la principale cause des diarrhées
infantiles aigués dans le monde, particulitrement dans les pays en développe-
ment. Indépendamment de leur pays de naissance, pratiquement tous les
enfants subissent au moins une infection a rotavirus au cours des 5 premires
années de leur vie, de sorte que 1 enfant sur 40 aux Etats-Unis et en moyenne
1 sur 30 dans les pays en développement doit &tre hospitalisé. Aux Etats-Unis,
ol plus de 3 millions de cas de diarrhée a rotavirus surviennent chaque année,
les cofits médicaux directs sont de l'ordre de 500 millions de dollars par an
(Glass et coll., 1994, 1996 ; Nakagomi et Nakagomi, 1996). En France,
environ 700 000 nourrissons auraient été touchés lors du pic épidémique

hivernal 1995-1996 (Desenclos, 1997).

Le rotavirus est un virus non enveloppé appartenant 2 la famille des réoviridés
et dont le génome segmenté comprend 11 molécules ’ARN bicaténaires
(Estes, 1996). De par la configuration segmentée du génome, comme pour le
virus de la grippe, des échanges de segments d’ARN peuvent intervenir entre
souches de rotavirus au cours d’une infection virale mixte et aboutir 4 des
souches dites réassortantes. Quatre sérotypes viraux G1-G4, déterminés anti-
géniquement au niveau de la glycoprotéine VP7 (ou protéine G) de la capside
virale, sont globalement responsables de la majorité des infections, mais
d’autres sérotypes peuvent prévaloir dans certains pays (Gentsch et coll.,
1996). Les protéines VP7 et VP4 (ou P protéine), une autre protéine de la
capside externe, et dans une certaine mesure VP6, une protéine de la capside
interne, sont les déterminants principaux d’une immunité protectrice. Lin-
fection naturelle confere une immunité sérotype-spécifique et dans une moin-
dre mesure une immunité croisée protectrice. Une réaction immunologique
croisée a parfois été observée entre souches animales et humaines et certaines
isolats humains se sont révélés étre des souches réassortantes hybrides anima-

les : humaines (Midthun et Kapikian, 1996 ; Offit, 1996).

Le développement de vaccins contre les infections & rotavirus est en partie
basé sur cette derniere observation. En effet, différentes souches virales réas-
sortantes (bovine : humaine, simienne : humaine) sont & l'origine de vaccins
largement testés en essai clinique et sur le terrain. D’autres vaccins candidats
sont basés sur des souches humaines atténuées (Kapikian et coll., 1996a ;
Midthun et Kapikian, 1996 ; Offit et coll., 1997 ; Berstein et coll., 1998).

Deux vaccins réassortants tétravalents sont & heure actuelle les plus avancés
(Clark et coll., 1996 ; Kapikian et coll., 1996a et b ; Glass et coll., 1997). Lun
de ceux-ci, RRV-TV, vient d’obtenir une autorisation de mise sur le marché
aux Etats-Unis et est en cours d’enregistrement en Europe. Il comprend une
souche virale simienne (rhésus) de sérotype G3, et trois souches réassortantes
rhésus : humaines de sérotypes G1, G2 et G4. Le vaccin est administré en
3 doses orales 2 intervalle de 2 mois, chaque dose contenant 10° virus vivants 171
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de chacune des souches. Linterférence due aux anticorps maternels et 'aug-
mentation de l'incidence des effets secondaires (figvre de 38-39 °C, surtout
aprés la premiere dose de vaccin) aprés une vaccination tardive font que
Papplication du vaccin doit commencer dans une fenétre temporelle réduite,
par exemple entre 2 et 6 mois. Dans sa formulation définitive, le vaccin a été
testé & grande échelle sur des nourrissons aux Etats-Unis (Dennehy et coll,,
1996 ; Kapikian et coll., 1996b ; Santosham et coll., 1997) et en Finlande
(Vesikari et Joensuu, 1996 ; Joensuu et coll., 1997) et s’est révélé tres efficace
avec des taux de protection de 100 % contre les symptomes diarrhéiques les
plus graves (déshydratation), de 80 % & 90 % contre les diarrhées cliniques et
d’environ 50 % contre toute diarrhée. Dans un essai récent au Vénézuela, les
taux de protection étaient de 88 % contre les diarrhées séveres et 48 % contre
toute diarrhée alors qu’une réduction de 70 % des cas d’hospitalisation a
également été observée ; ces données indiquent qu’'un tel vaccin pourrait
également s’avérer efficace dans certains pays en voie de développement
(Perez-Schael et coll., 1997). Un bon niveau de protection a également été
obtenu au Brésil (Linhares et coll., 1996). Le taux de protection était cepen-
dant trés inférieur, voire nul contre toute diarrhée, dans un essai au Pérou
(Lanata et coll., 1996). Le vaccin n’a encore été testé ni en Afrique ni en
Asie, régions oti I'incidence de 'infection est telle que la vaccination devra le
cas échéant s’effectuer dés la naissance. Selon des études menées aux Etats-
Unis, la vaccination systématique des nourrissons (3 doses entre 2 et 6 mois
administrées a des dates compatibles avec le calendrier vaccinal) présenterait
un rapport cotit-bénéfice favorable (Smith et coll., 1995). De telles données
font actuellement défaut en France.

Des approches alternatives aux souches réassortantes sont également en cours

d’évaluation (Conner et coll., 1996a et b ; Offit et coll., 1997).

Helicobacter pylori

En 1983, la publication de la découverte d’Helicobacter pylori, bactérie hélicoi-
dale productrice d’uréase, par deux chercheurs australiens et sa culture & partir
de la muqueuse gastrique de patients atteints de gastrite et d’ulceres fut une
véritable révolution pour le monde de la gastroentérologie (Marshall, 1983 ;
Warren, 1983). Lidée méme qu'un agent bactérien puisse proliférer dans cet
environnement hostile et causer ces deux types d’affections suscita passable-
ment de scepticisme pendant prés de dix ans jusqu’a la démonstration du fait
que D'éradication de I’agent pathogéne par un traitement médicamenteux
conduisait a la guérison (Valle et coll., 1991 ; Hentschel et coll., 1993). En
1994, I'Institut américain de la santé (NIH) recommendait la thérapie anti-
microbienne pour tous les patients atteints d’ulcéres avec diagnostic confirmé
pour H. pylori (Yamada et coll. in Anonymous, 1994).

La prévalence de cet organisme dans la population mondiale est en moyenne
de 50 % et varie, entre pays et a 'intérieur d’un pays, en fonction du statut
socio-économique. Elle est ainsi de 20 % 2 30 % dans les pays industrialisés
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(France : environ 30 %, mais 45 % dans un échantillon de consultants pour
symptomatologie digestive) et de 70 % 4 90 % dans les pays en développe-
ment. Linfection intervient surtout durant I’enfance avec une probabilité
d’autant plus forte que la taille de la famille et la promiscuité sont plus grandes
(Anonymous, 1996).

ANALYSE

Lhabitat naturel d’H. pylori est la muqueuse gastrique humaine ; des bactéries
apparentées ont été identifiées dans d’autres espéces animales. Aprés inges-
tion-de la bactérie, celle-ci résiste & I'acidité gastrique grace A son aptitude 2
produire une uréase, traverse le mucus qui recouvre 1’épithélium, puis proli-
fere et colonise la surface épithéliale. I'infection induit une réponse immuni-
taire humorale (anticorps sériques) qui est cependant inefficace pour éradi-
quer I’agent pathogene ; elle provoque aussi une forte réponse inflammatoire
locale conduisant & une gastrite chronique avec un risque potentiel d’induc-
tion d’'une réponse de type auto-immun (Ferrero, 1997). La présence d’H.
pylori est fortement lie (90 %) au diagnostic de gastrite chronique et a la
symptomatologie ulcéreuse gastroduodénale. 'infection serait responsable
d’environ 95 % des ulcéres duodénaux et de 70 % a 80 % des ulceres gastri-
ques. En France, le risque cumulé de développer une maladie ulcéreuse duo-
dénale au cours de la vie est d’environ 10 %, 'incidence annuelle étant de
0,2 % chez l'adulte, soit 60 & 80 000 nouveaux cas; la mortalité annuelle
associée est estimée a 800 cas (Anonymous, 1996). De plus, le rdle de 'agent
pathogéne en tant qu’agent causal, avec d’autres facteurs d’ordre nutritionnel
ou liés a 'hote, des adénocarcinomes et lymphomes non hodgkinien gastri-
ques est débattu de sorte qu'en 1994 I’Agence internationale pour la recher-
che sur le cancer de 'OMS a classifié H. pylori comme un agent carcinogéne
de classe 1 (IARC, 1994). Depuis la révolution industrielle, les changements
drastiques du niveau de vie, les progrés de I'’hygiéne et I'augmentation de
I'espérance de vie ont totalement changé 'épidémiologie de ce micro-
organisme et indirectement 'incidence relative des différentes manifestations
symptomatologiques associées (Parsonnet, 1996).

En dépit de la réaction inflammatoire induite par I'infection, des cas d’éradi-
cation spontanée ont rarement été documentés. Le traitement par des antimi-
crobiens est généralement prescrit pour les cas diagnostiqués d’ulcere gastri-
que ou duodénal. Actuellement, le traitement de choix consiste en une
trithérapie combinant un antisécrétoire et deux antibiotiques a raison de
2 doses journaligres pendant une & deux semaines. Des taux d’éradication de
I'ordre de 90 % peuvent ainsi &tre obtenus. Le taux de récidive infectieuse est
de Pordre de 5 % la premigre année et de 0,3 % a 0,5 % les autres années
(probablement suite 4 une réinfection, ce taux étant équivalent a l'incidence
annuelle de Iinfection chez 'adulte). En dépit de bons taux de réussite, les
traitements médicamenteux sont difficilement applicables 4 grande échelle en
raison notamment de leur cofit élevé. De plus, I'apparition de souches résis-
tantes aux antibiotiques pourrait & Pavenir limiter 'efficacité des thérapiesde 173
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sorte que le développement de stratégies immunothérapiques passives ou
actives est trés souhaitable (Yamada et coll. in Anonymous 1994 ; De Korwin
et Lozniewski, 1996).

De nombreux projets de recherche visant au développement de vaccins sont
en cours (Ferrero et Labigne, 1996 ; Lee, 1996 ; Telford et Ghiara, 1996 ; Haas
et Meyer, 1997 ; Lee et Doidge, 1997). Les plus avancés (uréase recombinante
purifiée administrée par voie orale avec ou sans adjuvant muqueux LT) ont
atteint le stade des premiers essais cliniques sur un petit nombre de volontai-
res. Pour l'instant les résultats sont mitigés. 'application orale de doses
massives (60 mg, 1 fois par semaine pendant 4 semaines) d’antigéne seul chez
des volontaires infectés n’a pas produit d’effet secondaire notoire ; aucun
volontaire n’a cependant montré des signes d’éradication du pathogéne
(Kreiss et coll., 1996). Par ailleurs, 'application conjointe d’uréase et de 10 ug
d’holotoxine LT a engendré un taux de toxicité trop élevé au niveau intesti-
nal dans un autre groupe de volontaires de sorte que la dose de LT a dii étre
réduite & 5 ug pour la fin de I'essai. Au cours de cet essai, le taux de sérocon-
version contre l'uréase fut faible et bien qu’une réduction transitoire de la
charge bactérienne ait été observée chez certains volontaires, ’agent patho-
géne n’a été éradiqué chez aucun d’entre eux (Michetti et coll.,, 1997;
Corthésy-Theulaz et coll., 1998).

Lapproche vecteur vivant fait aussi I'objet de nombreuses études chez Iani-
mal. Récemment, 'immunisation intranasale de souris par une souche atté-
nuée de S. typhimurium, exprimant les deux sous-unité de ['uréase, UreA et
UreB, a conféré une immunité protectrice contre une souche de H. pylori
adaptée a cet animal (Corthésy-Theulaz et coll.,, 1998). Cette approche
pourrait également &étre envisagée chez ’homme lorsqu’une souche-vecteur

équivalente prouvée siire et efficace sera disponible.

Au vu des données épidémiologiques et des questions encore ouvertes concer-
nant les risques potentiels d’induction d’une réponse immunitaire non appro-
priée (Lee, 1996), une vaccination prophylactique & grande échelle de la
population & risque est & I'heure actuelle difficilement envisageable. Cepen-
dant, un vaccin a usage thérapeutique visant & I’éradication du pathogene
serait une alternative attractive au traitement médicamenteux. Le développe-
ment d’un tel vaccin est d'une grande complexité car, en plus de l'identifica-
tion du ou des antigéne(s) protecteur(s), il exige la mise au point et 'évalua-
tion concomitante de nouveaux véhicules et adjuvants. Ainsi, au vu du
caractere encore tres expérimental de la recherche dans ce domaine et des
résultats des premiers essais cliniques, la mise sur le marché d’un vaccin contre
H. pylori est improbable avant 7 & 10 ans.
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Vaccins actifs par voie muqueuse

Les tissus muqueux de l'organisme, de par leur surface considérable et leur
structure histologique, constituent la porte d’entrée privilégiée pour la plupart
des agents pathogénes. Pour pallier ce danger, la muqueuse, particulierement
au niveau des systemes respiratoire et digestif, dispose d’un systéme immuni-
taire propre capable d’'une réponse plus ou moins ciblée dans la région mu-
queuse proche du site de contact avec 'agent pathogeéne.

En plus de cette réponse locale, on a pu montrer chez I’animal, principale-
ment la souris mais aussi le singe (Russe] et coll., 1996), et dans une certaine
mesure chez ’homme également (Quiding-Jarbrink et coll., 1995 ; Nardelli-
Haefliger et coll., 1996 ; Bergquist et coll., 1997a ; Kozlowski et coll., 1997),
que la mobilisation des sites inducteurs du systtme immunitaire muqueux
dans une région donnée, par exemple le rhinopharynx ou l'intestin, peut le
cas échéant également induire une réponse au niveau de sites effecteurs
distants ; cette réponse est généralement plus faible que la réponse locale
correspondante. De telles observations ont conduit 2 la notion de systeme
immunitaire muqueux commun (SIMC) (McGhee et Kiyono, 1993 ; Wu et
Russel, 1997).

Une telle stratégie de défense a cependant pour corollaire le fait que le
systéme immunitaire muqueux n’est que peu ou pas du tout mobilisé par une
vaccination parentérale. Ainsi, en dépit de travaux de recherche visant, par le
biais d’adjuvants, & induire une immunité muqueuse au moyen d’une vaccina-
tion parentérale (Chin et coll.,, 1996 ; Daynes et coll., 1996), 'opinion
prévaut qu’une vaccination par voie muqueuse est la plus appropriée. De plus,
certaines approches d’immunisation par voie muqueuse présentent 'avantage
d’induire une immunité muqueuse aussi bien que systémique (Mestecky et
coll., 1997). Pour ces différentes raisons, la vaccination par voie muqueuse fait
I'objet d’'une intense recherche multidisciplinaire faisant intervenir des do-
maines tels que la génétique moléculaire des agents pathogénes considérés
(dissection des mécanismes de pathogénicité, construction de souches atté-
nuées), la biologie cellulaire (interaction pathogéne-hote) et I'immunologie
(réponses inflammatoire et spécifique, cellulaire et humorale). Les techniques
biochimiques de purification d’antigénes, de méme que le développement de
nouveaux systémes pour l'application optimale et contrdlée des antigénes
vaccinaux au niveau des muqueuses, sont également indispensables (Shalaby,

1995 ; Mestecky et coll., 1997 ; Sabbaj et coll., 1997).

Deux catégories d’approches peuvent étre distinguées :

e les vaccins non vivants (bactéries et virus inactivés, vaccins sous-unités) ;

¢ les vaccins vivants, soit des souches bactériennes ou virales vivantes atté-

nuées dérivées de I'agent pathogéne concerné. De telles souches peuvent
également étre modifiées génétiquement de sorte qu’elles expriment un ou
plusieurs antigénes protecteurs provenant d’'un autre agent pathogene (vec-

teurs vivants). 175
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Vaccins non vivants et adjuvants muqueux

Bactéries ou virus entiers inactivés peuvent étre administrés par voie mu-
queuse. Lapplication simultanée d’un adjuvant visant & renforcer et/ou 2
moduler la réponse immunitaire induite peut cependant s’avérer nécessaire.
En ce qui concerne 'immunisation par des antigénes purifiés, outre la forte
dose antigénique requise, le probleme central réside dans la nécessité de
développer des systémes appropriés de présentation d’antigénes permettant
d’assurer la stabilité et 'application optimale de ’antigéne vaccinal a 'endroit
désiré. Cet aspect est surtout important en cas d’application orale en raison de
l'environnement particulierement agressif rencontré au niveau du systeéme
digestif. Il s’agit donc d’éviter la dégradation de 'antigéne avant qu'il soit
délivré au niveau des sites inducteurs du SIM.

Certains vecteurs non vivants en cours d’évaluation, tels que (i) liposomes et
virosomes, (ii) microsphéres a4 base de polymeéres, notamment les poly
(lactide-co-glycolides) (PLG) et (iii) structures membranaires de type héli-
coidal (cochléates), sont brievement décrits et commentés dans Mestecky et
coll. (1997). Ces diverses approches font également I'objet de revues plus
spécifiques (Alving, 1997 ; Gliick et Wegmann, 1997 ; Mannino et Gould-
Fogerite, 1997 ; O'Hagan, 1997). Une approche alternative basée sur des
structures appelées protéosomes (Lowell, 1997 ; Lowell et coll., 1997) a déja
été mentionnée dans le paragraphe consacré aux vaccins anti-Shigella spp. Les
développements dans le domaine des nouveaux adjuvants vaccinaux en géné-
ral sont analysés dans une revue récente par Edelman (1997). 11 faut cepen-
dant remarquer que peu d’essais de ces adjuvants de la nouvelle génération
sont pour l'instant documentés chez '’homme.

En ce qui concerne les adjuvants muqueux, le risque potentiel de stimuler une
immunité non souhaitée de type allergique contre des antigénes naturels
présents au site d'immunisation (« by-pass antigens »), notamment des protéi-
nes alimentaires (intestin) ou des substances allergénes (voies respiratoires),
doit &tre soigneusement examiné pour chaque adjuvant (Stewart-Tull et

Jones, 1992).

CT et LT en tant que protéines immunogénes et adjuvants muqueux

Les travaux de recherche sur 'immunisation par voie muqueuse au moyen de
vaccins non-vivants sont difficilement dissociables des nombreuses études sur
les adjuvants muqueux les plus étudiés, & savoir les holotoxines homologues
CT (V. cholerae) et LT (ETEC), leur sous-unités immunogéniques non toxi-
ques CTB et LTB, ou des variants d’holotoxines détoxifiées génétiquement
par mutagenése dirigée.

Des études chez la souris suggerent que des traces (de ordre de 2 ng pour la
voie intranasale) d’holotoxine sont nécessaires pour observer un effet adju-
vant de la part de CTB ou LTB (Tamura et coll., 1994a), ou en tout cas pour
augmenter cet effet (Wu et Russell, 1998). Le fait que de faibles quantités
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d’holotoxine résiduelle soient présentes dans la plupart des préparations com-
merciales de CTB ou LTB a conduit & une controverse dans la littérature,
quant au caractere indispensable de ’holotoxine pour l'effet immunogene ou
adjuvant.

Une préparation de LTB recombinante (tL’TB 2 ug), donc sans traces de LT,
administrée par voie intranasale chez la souris induit une réponse anti-CT
humorale systémique modérée et une faible réponse muqueuse au niveau local
seulement ; I'adjonction de 50 ng d’holotoxine LT a permis d’obtenir une
forte réponse systémique, comparable a celle obtenue avec 2,9 ug de LT seule,
de méme qu’une forte réponse muqueuse en IgA sécrétoires dans des tissus
muqueux distants tels que les poumons, I'intestin et le systéme urogénital (de
Haan et coll., 1996a). Des résultats plus nuancés ont été obtenus chez le
macaque rhésus par Russel et coll. (1996). Selon ces auteurs, les grandes
différences observées entre différents organismes (souris, singe, homme) en ce
qui concerne la sensibilité a I'holotoxine CT et les doses minimales immuno-
genes rendent U'extrapolation des résultats extrémement aléatoire.

Les expériences d’immunisation par voie orale effectuées par Takahashi et
coll. (1996) indiquent par ailleurs que des souches de souris d’haplotypes
différents ne réagissent pas de facon identique a 'application par voie orale de
la toxine LT. Ce dernier travail révele de plus que les réponses immunitaires
induites chez la souris par LT ou CT peuvent différer qualitativement, en ce
sens que CT, contrairement a LT, a tendance a favoriser une réponse de type
Th2 conduisant 2 la production d’anticorps IgE antitoxine. En raison de cette
derniére observation et de résultats similaires obtenus par d’autres (Snider et
coll., 1994 ; Tamura et coll., 1994b), la recherche dans ce domaine s’oriente
désormais plutdt vers la toxine LT ou ses dérivés.

En ce qui concerne les essais chez ’homme, le vaccin oral contre le choléra
WC/rBS, développé en Suede, contient 10! V. cholerae tués et 1 mg de
sous-unité CTB recombinante (rCTB) par dose (paragraphe ci-dessus). Deux
ou trois doses de ce vaccin ont déja été administrées a4 de nombreux volontai-
res, y compris dans des essais de champ en régions endémiques. La forte
concentration de tCTB incorporée dans le vaccin vise & induire une immu-
nité antitoxique. Un vaccin similaire est en développement contre les ETEC.

Une étude de Hashigucci et coll. (1996) fait état d’un certain effet adjuvant
d’une préparation de rL'TB contenant 0,5 % de LT coadministrée par voie
intranasale avec un vaccin antigrippal trivalent inactivé. Une réactogénicité
non négligeable, attribuée a la présence de LT, a été observée chez certains
volontaires.

La possibilité d’induire une immunité muqueuse au niveau du tractus génital a
été évaluée dans deux études utilisant le vaccin cholérique WC/rBS. Dans la
premigre (Wassen et coll., 1996), des femmes ont été immunisées a 3 reprises,
3 intervalle de 2 semaines, soit par la voie orale soit par la voie vaginale. Cette
derniére s’est révélée trés supérieure a la voie orale pour induire une réponse
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muqueuse locale au niveau du tractus génital. Dans une autre étude (Koz-
lowski et coll., 1997), 'application 2 trois reprises, par différentes voies, du
vaccin WC/tBS a montré que les voies orales, rectales ou vaginales permet-
taient d’induire des réponses spécifiques en IgG sériques et en IgA sécrétoires
salivaires. La voie rectale s’est révélée la plus favorable pour induire des taux
élevés en IgA et IgG dans les sécrétions rectales ; elle était cependant ineffi-
cace pour induire une réponse dans le tractus génital féminin. Seule la voie
vaginale a permis d’induire une réponse spécifique significative au niveau des
voies génitales. Ces résultats démontrent les limitations du modele du SIMC
chez ’homme ; seule 'application par voie muqueuse d'un vaccin A proximité
de I'endroit méme ot la réponse immunitaire est souhaitée pourrait s’avérer
efficace.

En revanche (Berguist et coll., 1997a), lapplication intranasale de doses
croissantes (de 10, 100 et 1 000 ug) de la sous-unité CTB 2 45 volontaires a
permis d’induire des réponses anti-CTB significatives aux niveaux systémique
(IgA et IgG sériques) et muqueux (IgA et IgG dans les sécrétions nasales et
vaginales) pour les deux plus fortes doses administrées, aucune réponse signi-
ficative n'étant observée pour la dose de 10 pg. Un niveau inacceptable de
réactogénicité au niveau local a cependant été observé pour la dose la plus
forte. Ces résultats montrent que la vaccination intranasale avec CTB est
susceptible d’induire de fortes réponses systémique et muqueuse chez ’homme
et suggérent que la sous-unité CTB, conjuguée a un antigéne vaccinal, pour-
rait éventuellement étre utilisée en tant que vecteur protéinique pour induire
une immunité protectrice contre des infections systémiques, respiratoires ou
génitales.

Une publication récente de Haneberg et coll. (1998) présente des résultats
prometteurs d’immunisation par voie intranasale au moyen de vésicules pré-
parées & partir de la membrane externe de Neisseria meningitidis. L’'immunisa-
tion primaire de 12 volontaires par 4 doses appliquées 2 intervalles d’'une
semaine suivie d’un rappel 4 5 mois a induit une réponse spécifique sécrétoire
dans les sécrétions nasales de tous les volontaires, 8 d’entre eux présentant de
plus une réponse salivaire persistant pendant au moins 5 mois.

Limmunisation intravaginale pourrait également étre une approche prophy-
lactique contre les infections urinaires. Dans un essai en double aveugle de
phase II, Uehling et coll. (1997) ont tenté de vacciner un groupe de femmes
contre une dizaine de souches bactériennes uropathogénes d’'un vaccin multi-
valent incorporé dans un suppositoire vaginal. Le vaccin a montré une faible
efficacité sous la forme d’une réinfection urinaire retardée dans le groupe
traité par rapport au groupe témoin ; ’emploi d’'un adjuvant vaccinal aurait
éventuellement pu améliorer la performance du vaccin.

Finalement, parmi les développements récents dans ce domaine, il convient
de signaler 'approche visant & obtenir, par mutagenese dirigée, des variants
détoxifiés génétiquement des holotoxines CT et LT présentant si possible les
mémes propriétés d’immunogénicité et d’adjuvance que les toxines natives.
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Certaines de ces protéines mutantes se sont révélées prometteuses dans des
essais chez 1'animal (Di Tommaso et coll., 1996 ; de Haan et coll., 1996b,
1998 ; Douce et coll., 1997 ; Tsuji et coll.,, 1997 ; Chong et coll., 1998 ;
Komase et coll., 1998). La toxine LTK63 (Di Tommaso et coll., 1996) est
actuellement 1'un des adjuvants de choix dans le développement de vaccins
sous-unités oraux contre H. pylori (Telford et Ghiara, 1996). Elle a aussi été
testée chez 'animal pour I'immunisation intranasale en combinaison avec des

peptides synthétiques homologues & certains épitopes du virus de la rougeole
(Partidos et coll., 1996).

Une autre approche intéressante consiste 4 exprimer un antigéne sous forme
de fusion génétique avec la partie carboxy-terminale de CtxA (CtxA2); la
protéine ainsi exprimée est naturellement présentée en association avec la
sous-unité CixB pentamérique et l'application orale chez la souris peut
conduire & une immunité & long terme (Hajishengallis et coll., 1995, 1996).
Inversement, I’application intranasale de fusions de différents immunogénes
la partie amino-terminale de CtxA (CtxAl) s’est révélée immunogene chez
la souris ; de telles fusions étaient non toxiques dans des tests in vitro et in vivo

(Agren et coll., 1997).

Linnocuité, c’est-a-dire I'absence d’effet toxique direct et d’induction d'une
réaction immunitaire inappropriée, de méme que ’efficacité de telles toxines
mutantes ou fusions restent cependant a démontrer chez ’homme.

Vaccins vivants et vecteurs vivants dérivés

Lapproche « vaccins vivants » pour 'immunisation par voie muqueuse est
basée sur le développement de souches atténuées bactériennes (Salmonella,
Shigella, Listeria, Mycobacteria...) et virales (poliovirus, adénovirus, virus de la
vaccine et virus apparentés, virus de I'influenza...).

En ce qui concerne les maladies virales, les vaccins vivants ont largement
contribué au succes de la vaccination, notamment au cours des grandes
campagnes de vaccination contre la variole, la poliomyélite, la rougeole, la
rubéole et les oreillons.

Pour les infections bactériennes, trois vaccins vivants sont actuellement sur le
marché :

e le vaccin parentéral contre la tuberculose basé sur la souche BCG de
Mycobacterium bowis, développée au début du siecle déja, et qui a largement
contribué a la diminution de I'incidence de cette affection dans le monde ;

e la souche de vaccin typhoidique oral S. typhi Ty21a développée dans les
année soixante-dix ;

e la souche de V. cholerae CVD 103-HgR développée dans les années quatre-
vingt grice au génie génétique.

En dépit d’efforts de recherche intenses dans de nombreux laboratoires, le
vaccin polio selon Sabin, les souches Ty21a et CVD 103-HgR, et trés récem-
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I'heure actuelle les seuls vaccins vivants pour I'immunisation par voie orale
ayant recu une autorisation de mise sur le marché.

En plus de leur potentiel vaccinal contre les agents pathogenes respectifs, de
telles souches peuvent étre modifiées génétiquement de sorte qu’elles expri-
ment un ou plusieurs antigénes protecteurs d’'un agent pathogéne hétérologue
qu'elles vont alors délivrer directement au niveau muqueux. Lapproche
« vecteurs vivants » est analysée de facon plus approfondie dans un autre
chapitre.

De nombreuses souches-vecteurs exprimant une grande variété de détermi-
nants antigéniques ont déja été testées avec des succes variables chez 'animal.
Les rares essais réalisés chez ’homme n’ont montré que peu ou pas du tout
d’immunogénicité de la part de I'antigéne hétérologue exprimé, en dépit
parfois d’une bonne immunogénicité de la souche-vecteur. Cette observation
vaut pour des souches atténuées de S. typhi exprimant une protéine antigéni-
que de la forme circumsporozoite de Plasmodium falciparum (Sztein et coll.,
1994) ou l'antigéne HBc du virus de ’hépatite B (Nardelli-Haefliger et coll.,
1996 ; Tacket et coll. 1997a). Les résultats négatifs obtenus par Nardelli-
Haefliger et coll. (1996) sont particuliérement décevants compte tenu du fait
que le méme antigéne viral exprimé dans une souche atténuée de S. typhimu-
rium a induit de bons taux de séroconversion chez la souris (Hopkins et coll.,
1995). Ces observations sont en soi une bonne illustration des surprises
rencontrées lors du passage des essais précliniques aux essais en phase 1.

Finalement, une difficulté potentielle a relever concernant 'emploi de vac-
cins par voie muqueuse basés sur des systémes de vecteurs vivants ou non
vivants concerne les effets éventuels de I'immunité induite par le vecteur
lui-méme. En effet, une forte immunité induite contre le vecteur d’immunisa-
tion pourrait interférer avec 'utilisation ultérieure du méme vecteur pour
administrer un nouvel antigéne. Un tel effet a été observé chez la souris aussi
bien aprés immunisation par voie orale au moyen de souches vecteurs vivan-
tes de Salmonella spp. exprimant des immunogenes (pili) IE. coli (Attridge et
coll,, 1997), qu'apres l'application intranasale d’un vaccin expérimental
consistant en une fusion de dextrane (immunogene) a la sous-unité CTB de la
toxine cholérique (Berquist et coll., 1997b). Dans les deux cas, une forte
immunité préexistante contre le vecteur a fortement inhibé I'induction d’une
réponse immunitaire contre 'immunogéne. Ces résultats indiquent qu’une
approche globale d’immunisation par voie muqueuse pourrait exiger le déve-
loppement d'une palette de vecteurs alternatifs ne présentant pas d’antigéni-
cité croisée. Considérant le travail considérable que représente la construc-
tion et la caractérisation exhaustive d’'un nouveau vecteur d’immunisation, la
généralisation de ce type de vaccins n’est pas 2 prévoir pour les 10 prochaines
années.
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Immunisation « génétique » par la voie muqueuse

Limmunisation « génétique » par application d’ADN plasmidique exprimant
un antigéne sous le contrdle d’'un promoteur eucaryotique est une approche
révolutionnaire testée par de nombreux laboratoires (Donnelly et coll., 1997 ;
Manickan et coll., 1997 ; Robinson, 1997 et la série d’article sur les vaccins
ADN dans le méme cahier du journal Vaccine).

Lapplication directe par voie muqueuse d’ADN plasmidique a aussi été tentée
chez la souris par différentes voies et en utilisant différents modéles ; comme
pour 'application d’antigénes purifiés, 'emploi d’adjuvants muqueux et/ou de
systémes vecteurs tels que des microparticules pourrait parfois s’avérer indis-
pensable (Fynan et coll., 1993 ; Etchart et coll., 1997 ; Jones et coll., 1997 ;
Klavinskis et coll.,, 1997). Une publication récente rapporte des résultats
intéressants d’immunisation de rats femelles par de ’ADN plasmidique admi-
nistré par voie mucosale vaginale au moyen d'un canon 2 génes (gene-gun)

(Livingston et coll., 1998).

La capacité de certains agents pathogenes tels que Shigella spp., Salmonella et
Listeria de pénétrer dans les cellules épithéliales et immunitaires, telles que les
cellules dendritiques et les macrophages, a incité différents groupes de recher-
che 2 étudier la possibilité d’utiliser des souches vecteurs atténuées basées sur
de tels agents pathogenes pour délivrer de ’ADN plasmidique et exprimer un
antigéne protecteur de fagon ciblée au niveau muqueux (Courvalin et coll.,
1995 ; Sizemore et coll., 1995 ; Dariji et coll., 1997 ; Dietrich et coll., 1998).
Parmi ces travaux, celui de Darji et coll. (1997) est le seul montrant que
I'immunisation de souris par voie orale au moyen d’une souche de S. typhimu-
rium exprimant un antigéne protecteur de Listeria pouvait permettre d’induire
une immunité protectrice cellulaire et humorale contre cet agent. Ces auteurs
démontrent que l'expression de 'antigéne se fait au niveau du noyau de la
cellule-hote apres relargage intracellulaire de ’ADN plasmidique. Ainsi I'im-
munisation génétique ciblée au niveau muqueux semble possible. Cependant,
I'observation par Dietrich et coll. (1998) que 'ADN plasmidique introduit
dans les macrophages par un vecteur Listeria s'intégre dans le génome de la
cellule héte & une fréquence de I'ordre de 1077 pose la question de I'innocuité
d’une telle approche. Cette note de prudence vaut également pour les autres
approches d'immunisation génétique (Doerfler et coll., 1997 ; Schubbert et
coll., 1997).

Immunisation par la voie muqueuse respiratoire

Quelques publications récentes font état d’essais d’'immunisation par la voie
mugqueuse respiratoire chez I’lhomme.

Dipthérie et tétanos

Aggerbeck et coll. (1997) ont examiné la réponse immunitaire & une vaccina-
tion de rappel contre la dipthérie et le tétanos chez des volontaires auxquels 181
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les toxoides dipthérique et tétanique ont été administrés par voie intranasale
(spray) en combinaison avec deux surfactants (adjuvants). Des taux de séro-
conversion significatifs, mais inférieurs 4 ceux obtenus aprés vaccination
parentérale, ont été observés. En dépit d’une certaine réactogénicité, la majo-
rité des personnes vaccinées ont dit préférer la vaccination intranasale. Les
auteurs de 'article attribuent le faible taux de séroconversion au fait que
probablement seule une faible proportion de 'antigéne passe la barriere mu-
queuse. La dose antigénique effective administrée au cours d’une immunisa-
tion par voie muqueuse est en effet souvent un parameétre difficilement maitri-
sable. En plus de nouvelles données expérimentales, I'article d’Aggerbeck et
coll. (1997) fournit une liste intéressante de publications, remontant & 1927,
sur le théme de la vaccination antidiphtérique et antitétanique par voie
mugqueuse.

Grippe

Contrairement au vaccin parentéral inactivé traditionnel, 'infection grippale
semble conférer un certain niveau de protection croisée contre des souches
virales de sérotype hétérologue en induisant la production d’anticorps sécré-
toires au niveau du tractus respiratoire. Ainsi, compte tenu de la pathogenése
infectieuse du virus de l'influenza, la voie intranasale parait optimale pour
'immunisation contre la grippe.

Des essais chez la souris ont montré que l'immunogénicité d’'un vaccin anti-
grippal a virus inactivés administré par voie intranasale est augmentée par
I'application simultanée d’'une préparation de CTB ou LTB pour autant que
celle-ci contienne des traces de toxine cholérique CT active (Tamura et coll.,
1994a). Hashigucci et coll. (1996) ont cherché & confirmer cette observation
chez ’homme en immunisant de facon similaire des volontaires avec un
vaccin antigrippal trivalent en présence ou en absence de 100 ug de LTB
recombinante et 0,5 ug de LT. Une réponse significative (anticorps salivaires
[gA et anticorps sériques inhibiteurs dans le test d’hémagglutination), bien
que relativement faible, a été observée avec un certain effet positif de la part
de l'adjuvant muqueux. Trés peu de volontaires ont cependant montré une
réponse contre chacun des trois sérotypes viraux inclus dans le vaccin. Les
effets secondaires locaux et systémiques ont été plus fréquents dans le groupe
traité avec I'adjuvant muqueux. Les auteurs prévoient un essai avec une dose
antigénique plus forte.

Lapplication dans les voies respiratoires d’'un vaccin vivant basé sur une
souche virale d’influenza atténuée est également possible (Clements et Ste-
phens, 1997). En ce qui concerne l'atténuation de la souche vaccinale, deux
approches ont récemment été testées.

La construction de souches contenant plusieurs mutations de thermosensibi-
lité (ts) dans le géne de la transcriptase virale PB2D a été réalisée. De telles
souches se sont révélées instables en essais précliniques, de sorte que leur
utilisation chez ’homme ne peut étre envisagée. Afin de limiter les risques de
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réversion & un virus pathogéne, une possibilité consisterait & introduire
d’autres mutations d’atténuation dans au moins un autre géne viral comme
c’est le cas pour d’autres vaccins et vaccins candidats (Murphy et coll., 1997
et références citées).

Un deuxieme type de souche atténuée a déja été extensivement testé en essais
cliniques ; il s’agit de souches « cold adapted » (ca) incapables de se propager &
la température des voies respiratoires profondes mais pouvant coloniser la
muqueuse nasale. Dans une étude récente a grande échelle sur 1 126 enfants
de 2 a4 36 mois (Gruber et coll., 1997), une dose unique d’un vaccin vivant
bivalent de ce type s’est montrée sfire et immunogéne chez les enfants de 6 &
36 mois ; la dose optimale devrait encore étre optimisée pour les enfants plus
agés (influence possible d’une immunité préexistante limitant la colonisation
par la souche vaccinale). Une éventuelle interférence des anticorps maternels
avec la multiplication de la souche vaccinale pourrait expliquer le taux
inférieur de séroconversion chez les enfants de moins de 6 mois.

Dans un autre essai (Clements et coll., 1996), 2 doses intranasales d'un vaccin
de type ca monovalent administrées & 2 mois d’intervalle chez des enfants de 2
a 6 mois ont permis d’induire des taux d’anticorps protecteurs chez presque
tous les vaccinés, aucune interférence n’étant observée avec les vaccinations
de routine effectuées en parallele. Ainsi, 'application par voie muqueuse de
2 doses d’une souche atténuée vivante d’influenza pourrait permettre de pal-
lier la faible immunogénicité des vaccins parentéraux observée pour cette
classe d'age.

Au vu de la trés grande variabilité antigénique du virus de la grippe, il faut
relever le fait que, quelle que soit I'approche envisagée pour l'atténuation, un
vaccin vivant devra étre annuellement ajusté en fonction des données épidé-
miologiques fournies par 'OMS. Ceci implique la constitution d’un lot de
semence (master seed lot) de la souche atténuée et la construction sur mesure
de souches réassortantes exprimant le sérotype approprié. Le développement
chaque année d’une ou plusieurs souches vaccinales atténuées conformes aux
recommandations de POMS et satisfaisant aux criteres d’enregistrement (sé-
curité, reproductibilité de lot & lot) dans un laps de temps extrémement court
pourrait s’avérer difficile.

Rougeole

Le virus de la rougeole étant principalement transmis de personne a personne
par la voie aérienne, la vaccination directe au niveau des voies respiratoires
supérieures pourrait présenter des avantages importants par rapport  la vacci-
nation conventionnelle, notamment dans les pays en développement (facilité
d’application, personnel médical non requis, pas de risque de contamination
lié & l'injection par une seringue non stérile). Une meilleure immunité mu-
queuse pourrait également limiter la circulation du virus de la rougeole dansla 183
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communauté cible pour la vaccination (effet de troupeau ou immunité gré-
gaire). Dans une revue récente, Cutts et coll. (1997) font une analyse exhaus-
tive et critique des différentes voies possibles d'immunisation contre la rou-
geole. Parmi les méthodes alternatives 2 la voie classique percutanée, la plus
étudiée est lapplication de la souche vaccinale par aérosol, testée dés les
années soixante. Cette méthode semble la plus efficace en terme d’immuno-
génicité, plus efficace notamment que la voie intranasale. Pour différentes
raisons, elle est cependant difficile a standardiser de sorte que son utilisation &
grande échelle n’est pour I'instant pas envisageable.

Dans un récent article, Simasathien et coll. (1997) ont comparé les réponses
induites par la souche vaccinale vivante Edmonston-Zagreb du virus de la
rougeole administrée par voies intranasale ou sous-cutanée chez des enfants
thailandais 4gés de 6 mois. L'application intranasale s’est révélée significative-
ment moins immunogeéne ; par ailleurs, la réponse induite par cette voie est en
général davantage affectée par la forte incidence des infections du systéme
respiratoire pendant la période de suivi. Le faible taux de séroconversion
observé par rapport a certains travaux antécédents est attribué au fait qu'une
dose vaccinale réduite a été administrée, conformément aux nouvelles recom-
mandations de TOMS.

En conclusion, malgré d’intenses efforts de recherche, I'immunisation par
voie muqueuse doit encore étre considérée comme une technologie d’avenir.
Seuls cing vaccins, contre la poliomyélite (vaccin vivant), la fievre typhoide
(vaccin vivant), le choléra (2 vaccins, 'un vivant et l'autre inactivé) et les
diarrhées 2 rotavirus ont en effet obtenu une autorisation de mise sur le
marché dans certains pays. La lenteur apparente des développements dans ce
domaine tient en grande partie 4 la difficulté d’acheminer I’antigéne vaccinal
de fagon controlée et slire jusqu’au niveau des tissus immunitaires muqueux,
d’ot la nécessité de développer de nouveaux systémes vecteurs (vivants et
non vivants).

En ce qui concerne les vaccins non vivants, il semble également que I'appli-
cation, avec l'antigéne vaccinal, d'un adjuvant approprié (adjuvant mu-
queux) soit dans la plupart des cas indispensable pour assurer une bonne
immunogénicité. Actuellement, ce domaine de recherche connait des déve-
loppements prometteurs. Les données disponibles sur la vaccination par voie
intranasale indiquent que cette stratégie est la plus efficace pour stimuler une
forte immunité locale dans le thinopharynx et les voies respiratoires. Sur la
base des rares résultats d’essais cliniques, cette approche pourrait également
permettre d’induire une certaine réponse dans des compartiments muqueux
éloignés tels que l'intestin et le systéme génital. Uapplication orale est toute-
fois la plus efficace pour induire une immunité protectrice au niveau de
'intestin.
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De nombreux essais cliniques seront encore nécessaires pour s'assurer du
caractere sir et efficace de P'application par voie muqueuse de vaccins adju-
vantés au moyen de la toxine LT et de ses dérivés, et pour assurer un haut
niveau de standardisation de I’application, notamment la reproductibilité de
la dose vaccinale. Pour les nouveaux vaccins vivants, un certain nombre de
souches candidates sont en cours d’évaluation, la plupart étant encore au
stade des essais précliniques. Un nombre limité d’entre elles se sont montrées
prometteuses en essais cliniques de phase I; des essais en phase II et III
permettront de confirmer leur innocuité et leur immunogénicité sur un plus
grand nombre de volontaires.

Finalement, la problématique de I'immunité induite contre le vecteur pour-
rait bien étre un facteur limitant pour 'immunisation répétée au moyen d’un
méme vecteur vivant ou non vivant portant différents antigénes hétérolo-
gues. Une série de vecteurs vaccinaux devra donc étre disponible avant que
I'immunisation par voie muqueuse se généralise.
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