LES VACCINS

Intervention de Madame Michèle OTTMANN – virologue, laboratoire de Virologie et pathogenèse Virale de la Faculté de médecine Laennec de Lyon, maître de conférences à l’Université Claude Bernard Lyon 1. Principaux travaux sur le VIH, virus d’Epstein-Barr, virus Ebola et virus grippal
Stage à Public désigné 00180 du PAF SVT 2008-2009 – Académie de Lyon

L’ORGANISME ET LE PATHOGENE

Le bilan mondial actuel des maladies infectieuses fait état de plus de trois millions de décès dus au VIH, trois millions dus à d’autres virus, aux pneumocoques responsables de maladies respiratoires, bronchiolites notamment. Deux millions et demi de décès sont provoqués par les maladies diarrhéiques et deux millions à la tuberculose. Enfin plus d’1 million de morts à cause du paludisme et 750 000 de la rougeole dans les pays en voie de développement  car elle entraine une immunosuppression. 

La lutte contre les maladies infectieuses est donc toujours d’actualité.

1) Le virus dans l’organisme

Trois cas peuvent être définis :

· l’élimination du pathogène : infection aigue
· l’infection chronique, par exemple celle de l’hépatite B (virale) qui déclenche une multiplication accélérée des cellules infectées durant laquelle surviennent des erreurs dans les transcriptions et donc des mutations. C’est, dans ce cas, l’origine d’un processus de cancérisation.

· le virus est latent (en permanence dans l’organisme) et la production virale est quelquefois réactivée: c’est l’exemple du virus d’Epstein-Barr dans les lymphocytes et les cellules des glandes salivaires. Les micro-gouttelettes de salive rejetées sont contaminantes lorsque le virus est réactivé.

2) la défense humorale et cellulaire

L’immunité innée : un très grand nombre de cellules sont capables d’attaquer le pathogène : la réponse est immédiate, non spécifique et ne produit pas de mémoire immunitaire. Il n’y a pas non plus d’amplification de la réponse. Les moyens de défense se trouvent dans la peau, la sueur, les larmes, la salive, contenant des agents bactéricides et virucides. Des lymphocytes particuliers (les natural-killers) sont capables d’éliminer par cytolyse les cellules infectées.

Ce domaine de recherche, longtemps laissé de côté par rapport à la réponse adaptative, est maintenant en expansion.

L’immunité adaptative demande un temps de mise en œuvre, implique un faible nombre de cellules et induit une mémoire immunitaire. Cette réponse immunitaire est divisée en deux secteurs, l’immunité « humorale » dans laquelle il y a production d’anticorps par les plasmocytes et l’immunité cellulaire où interviennent les lymphocytes T cytotoxiques , l’ensemble des deux étant coordonné par l’action des lymphocytes T4. 

En parallèle, d’autres réactions de l’organisme apparaissent : la fièvre (due à la sécrétion d’IL
1 dès le contact), la destruction de l’épithélium rhinopharyngé, des courbatures (résultat de la sécrétion de cytokines et d’interleukines).

La réaction immunitaire se traduit aussi par la mémoire immunitaire impliquant les lymphocytes B et les lymphocytes T.

LA NATURE, L’HISTOIRE, LA PRODUCTION DES VACCINS

1) Les substances présentes dans les vaccins :

« Le vaccin le plus efficace est la maladie mais c’est celui qui a le plus d’effets secondaires. »

Le vaccin doit induire toute la cascade des réactions immunitaires mais en éliminant les symptômes. Il doit induire la réponse immunitaire (RI) primaire et shunter la primoinfection.

Le vaccin contient des antigènes (du pathogène voulu) mais, pour que la réaction immunitaire soit suffisante pour être protectrice, il doit contenir aussi des adjuvants. Sans adjuvant, on obtient uniquement une réponse humorale. Ce type de vaccin ne protège pas suffisamment contre le pathogène. 

Il doit déclencher la production d’anticorps (et une production de LB mémoire) mais aussi de LT cytotoxiques. L’adjuvant est définit comme toute substance accroissant le pouvoir immunogène du vaccin et induisant la totalité de la RI. Il s’agit par exemple d’huile en émulsion qui permet de libérer tardivement l’antigène et de faciliter la capture par les macrophages associée à des mycobactéries, de l’alun (hydroxyde d’aluminium) avec des bactéries tuées,…
Actuellement les recherches portent sur des immunostimulants (petites molécules induisant la RI cellulaire.)

2) Les différents types de vaccins :

21- Le vaccin tué : ces vaccins ne présentent aucun danger. Ils peuvent être utilisés chez la femme enceinte

Le microbe est tué par l’utilisation du formol, de la chaleur par exemple.

Quelques caractéristiques et contraintes de ce type de vaccin :

· il est nécessaire de faire trois injections séparées d’un mois d’intervalle pour avoir une protection de 70 à 80 % ;

· le vaccin induit la production d’Anticorps circulants ;

· le vaccin contre le virus de la poliomyélite (polio injectable), n’empêche pas une infection ultérieure mais réduit le tropisme du virus pour les cellules nerveuses (Le virus de la poliomyélite passe de l’intestin aux ganglions nerveux et se loge dans le SN). 

· il y a nécessité de faire des rappels (afin de remobiliser les défenses de l’organisme). On peut demander aussi une sérologie des anticorps de la polio (si le taux est suffisant, on peut alors ne pas faire faire le rappel). 

· Les rappels de vaccination sont très importants : on connaît le cas des personnes âgées qui attrapent le tétanos en jardinant car elles ont négligées ces rappels et ne sont plus protégées efficacement.

22- Le vaccin vivant atténué : la souche vaccinale est atténuée, avirulente et donc injectable. Elle se multiplie dans l’organisme sans induire l’effet de la maladie. Comme l’antigène reste longtemps, la mise en place de la RI est complète et durable. C’est le cas de la vaccination contre la rubéole, les oreillons, la rougeole. Ce type de vaccin doit être conservé au réfrigérateur avant l’injection (4°C). 

Le vaccin antipoliomyélitique buvable est aussi dans ce cas : le virus est cultivé sur des cellules de rein de singe pendant très longtemps : il perd alors sa neurovirulence. Dans l’organisme, il se multiplie mais n’atteint jamais le SN central car il a perdu son tropisme vis-à-vis des cellules nerveuses. 

Question sur le danger de ce type de vaccin : on n’est jamais à l’abri d’une mutation de réversion du virus qui peut redevenir sauvage dans l’organisme et retrouver son pouvoir pathogène. Ce vaccin (antipolio buvable) est maintenant abandonné en France. 

Un objectif de l’OMS est d’éradiquer le virus de la poliomyélite de la planète mais il reste des poches de résistance en Afrique (centrale et de l’Ouest) et en Inde avec 2 sous types viraux différents.

Dans les pays peu développés, il y a d’autres difficultés dans la vaccination (beaucoup croient que le SIDA se transmet lors des campagnes de vaccinations), cependant on a réussi à éradiquer la variole donc les espoirs sont permis d’éradiquer d’autres maladies. 

23- Autres types de vaccins : Vaccin à base d’anatoxine (vaccins contre le tétanos, la diphtérie) on prend la protéine la plus dangereuse de la bactérie: pour faire le vaccin.

Vaccin à base de protéines membranaires recombinantes (vaccins contre la grippe, hépatite B, la coqueluche acellulaire) : on utilise une partie de virus  avec l’idée d’identifier les antigènes reconnus pour produire des anticorps neutralisants et d’utiliser uniquement ceux la.

Remarque : la sérothérapie.

Richet (prix Nobel en 1913) est l’inventeur de la sérothérapie réalisée à partir d’un sérum de chiens qui a protégé des lapins durant la seconde moitié du 19e siècle.

Emile Roux (1894) a mis en place pour la première fois une sérothérapie chez l’Homme à partir du sérum de cheval.

L’idée de la sérothérapie est d’apporter une grande quantité d’anticorps protecteurs au moment de la maladie de façon à obtenir une action immédiate, sans attendre la réponse de l’organisme.

Initialement ces sérums sont hétérologues (production d’anticorps par une autre espèce) mais ils ne sont plus utilisés actuellement car il y a un risque très fort de réaction anaphylactique pouvant aboutir au décès (par exemple, le sérum de cheval utilisé autrefois contenait, en plus des anticorps, un grand nombre de protéines étrangères à l’organisme humain).

On utilise actuellement des Immunoglobulines humaines : à partir d’un pool (plasma de 1000 donneurs), on extrait les IG
 spécifiques de dizaines de pathogènes (issues des vaccinations antérieures bactériennes et virales et d’infections naturelles…) et on obtient des médicaments utilisables par exemple chez des enfants ayant des déficits Immunitaires sévères (maladies héréditaires avec défaut d’Anticorps). 

Une autre application se trouve dans la génétique des groupes Rhésus (dans le cas père Rh+ et mère Rh- avec enfant Rh+, la mère développe des Anticorps contre le fœtus qui est une cause de stérilité connue maintenant ou de jaunisse néonatale grave). L’injection d’IG est réalisée assez tôt durant la grossesse.

La sérothérapie s’utilise encore dans le cas d’une morsure de serpent et pour le cas de la rage.

Dans ce dernier cas, on injecte le sérum au plus près de la morsure et en même temps, au lieu le plus opposé à la morsure, on injecte le vaccin contre la rage. 

NB il n’y a aucun traitement de la rage déclarée, irréversible et mortelle, d’où le traitement mis en place dès la morsure. 

3) L’histoire des vaccins :

31 – les débuts :

La notion intuitive de vaccination a émergé en Chine dont on a retrouvé l’histoire (1000 ans BP) avec l’inoculation de pus d’une personne infectée pour combattre la variole.

En 1796, Jenner, médecin anglais, met en place une démarche scientifique fondée sur une observation (protection des éleveurs vis-à-vis de la variole humaine) : il a supposé qu’ils étaient protégés par une maladie bovine (le Cow pox).

Pasteur, en 1885, traite le jeune Joseph Meister mordu par un chien enragé à partir d’un virus atténué ; le jeune garçon ne développe pas la rage. Le virus neurotrope inoculé à des lapins est inactivé par dessication des moelles épinières de ces animaux.

32- Le vaccin anti-grippal :

Il est toujours fabriqué par culture du virus sur des œufs de poule. Le virus se développe en infectant l’embryon et se répand très rapidement dans le liquide de l’allantoïde de l’oeuf qui est utilisé pour préparer le vaccin.

En 1918, le virus dit « de la grippe
 espagnole » venait en réalité d’Asie (virus aviaire) a fait  40 millions de morts.  On a mis en évidence l’existence d’un virus filtrant (René Dujarric de la Rivière, 1948 qui reconnaît la souche française du virus) : le virus de la grippe (nommé actuellement Orthomyxoviridae Influenza A, B et C).

En 1931 : le premier essai de culture sur œuf est effectué mais sans grande réussite 

En 1933,  en Grand Bretagne, isolement du virus de la grippe après injection de produit de prélèvement rhino-pharyngé au furet.
En 1947, on cultive sur œuf, on prélève le liquide allantoïdien et on produit un vaccin qui permet de traiter le corps expéditionnaire américain pendant la seconde guerre mondiale 

En 1968, la vaccination contre la grippe est encore confidentielle en France.

En 1977 une grippe vient de Russie (virus échappé d’un laboratoire).

Le vaccin actuel comporte trois souches: H1N1, H3N2 et B (l’Homme est le seul réservoir du virus B).

En 1984 on créé les groupes régionaux d’observation de la grippe GROG (on montre que la vaccination grippale diminue de façon significative la mortalité des personnes âgées) ; la vaccination est actuellement prise en charge à partir de 65 ans.

En 2008, 70 ans après cette découverte (1937) le vaccin est toujours produit sur œuf

33- Le vaccin antivariolique :

En 1980,  l’OMS
 déclare que la variole est éradiquée (dernier cas connu en Somalie en 1977). La planification de la destruction des stocks viraux est organisée au niveau mondial : tout cette destruction devait être réalisée en même temps et prévue en 2002. Cette opération a été suspendue à la suite des attentats du 11 septembre 2001 car la question d’une utilisation à des fins terroristes d’un tube de virus s’est posée. La destruction n’est plus d’actualité et de nouveaux travaux sont conduits maintenant sur la formulation vaccinale.


34- Le BCG (obligatoire de 1949 à 2007) :

On a montré que le Monovax n’était pas très efficace, remplacé par BCG intradermique.

Le BCG a une efficacité dans les formes de méningites graves chez le nourrisson, raison de son maintien. Mais chez l’adulte il ne protège que dans 50-75 % des cas contre la tuberculose. Le vaccin a été abandonné d’une part par suite de son efficacité trop limitée et des effets indésirables et d’autre part sur la baisse d’incidence de la tuberculose en France. Le BCG est recommandé pour les enfants qui présentent un risque d’attraper la maladie.

4) La fabrication industrielle des vaccins :

41-Les précautions et les contrôles

On recherche le bénéfice (immunitaire) maximal pour un risque minimal mais aucune personne n’est à l’abri d’un accident vaccinal. 

L’autorisation de mise sur le marché est donnée quand la preuve de l’innocuité est faite (le vaccin doit être garanti non pathogène et sans prion
).  Les contrôles sur les vaccins sont drastiques (en France : Agence Française de Sécurité Sanitaire ou AFSSA
.

Il faut comprendre que la vaccination cherche à donner un bénéfice à la collectivité : une couverture vaccinale de 50 à 75 % est insuffisante car, alors, 50 à 25% des personnes ne sont pas protégées et peuvent répandre l’infection dans la population. Un vaccin est efficace quand la population est protégée à plus de 95%.

Chaque vaccin a un numéro de lot permettant un suivi ; on doit garantir la reproductibilité de la vaccination. Il existe un système de standardisation mondial de contrôles des produits (entre l’EU et l’Europe) ce qui peut éviter de refaire les mêmes contrôles plusieurs fois et permet de gagner du temps dans la fabrication des vaccins (par exemple, la production industrielle du vaccin anti-grippal commence en mai, à partir de la dernière souche contaminante de l’année précédente : cf diapositive avec les chariots d’incubation à 34°)

Les principaux types de vaccins sont les vaccins vivants, inertes et obtenus par recombinaison génétique. Il existe des vaccins monovalents, ou combinés (cocktail vaccinal : jusqu’à 6 ou 7). 

42- Les étapes de la production:

Une banque de germes, connus, à propriété constante (les virus in vitro sont stables ne mutent que lorsqu’ils sont dans l’organisme) est utilisée comme souche. Les milieux de culture sont complexes mais standardisés avec un contrôle strict de tous les paramètres doivent toujours  être identiques quelque soit le lieu de production.

Pour les virus, les cultures se font uniquement sur le vivant, par exemple des cellules de rein de singe pour la rage (La lignée de cellules hôte doit être stable et ne pas dériver génétiquement et elle est contrôlée), des œufs pour la grippe. Il faut aussi qu’il n’y ait aucune trace de l’ADN de la cellule support dans le vaccin.

On purifie ensuite l’antigène récolté, mais, comme on est dans un système industriel de production sur des centaines de litres, la production n’a plus rien à voir avec ce que l’on fait en laboratoire de recherche. Ce qui fonctionne sur quelques millilitres n’est plus du tout applicables sur des centaines de litres : par exemple, les cellules
 de culture du virus sont adhérentes sur les parois des flacons de cultures en laboratoire, et dans les fermenteurs industriels, on les fait pousser sur des billes permettant l’adhérence et multipliant la surface.

Les contrôles sont très importants, par exemple sur le sérum de veau fœtal indispensable en grande quantité aux cultures et qui doit être contrôlé exempt de prions et de bactéries. On cherche des moyens de cultures qui se passeraient de sérum de veau fœtal et on développe des souches de cellules hôte qui pouvant se multiplier sans ce sérum.

On passe ensuite à la formulation pharmaceutique en mélangeant éventuellement les différents antigènes, on ajoute l’adjuvant,  les stabilisants,… On répartit ensuite le produit en doses.

Les difficultés de productions sont immenses, par exemple, la nécessité d’augmenter la production d’un vaccin a impliqué d’augmenter la taille du fermenteur, mais la conception, la fabrication du nouveau matériel, sa validation, la production de lots d’essais nécessaires à la vérification de sa fiabilité a nécessité au total 5 ans de travaux.

Les contrôles portent aussi sur la qualité de l’eau utilisée, le maintien de tous les paramètres de cultures (pH, anions, cations,…) fait que le temps de contrôle est au moins égal au temps de fabrication. L’AFFSA contrôle ensuite les échantillons produits par le laboratoire mais, dans le cas de la grippe où le vaccin change tous les ans, il existe un protocole international ne contrôlant que l’étape qui change tous les ans (en effet, la décision du choix de la souche virale permettant de fabriquer le vaccin se fait en février et on n’a pas beaucoup de temps pour fabriquer puis commercialiser le vaccin).

La fabrication d’un vaccin est donc très longue et très complexe ; elle a été améliorée et accélérée par l’utilisation de la PCR qui a révolutionné le contrôle. Un des objectifs actuels est de réduire le nombre d’animaux de laboratoire. Actuellement, en dehors de producteurs locaux de pays émergents, trois entreprises mondiales produisent ; SANOFI AVENTIS, GLAXO SMITHKILINE(GSK) et CHIRON.


Le calendrier vaccinal
 est remis à jour tous les ans par le Ministère de la Santé. 

Pour la grippe, un enseignant devrait être vacciné pour ne pas contaminer les élèves.

5) Les nouveaux vaccins : 

Depuis 1937, la production de vaccin contre la grippe n’a pas changé.

Les animaux test n’ont pas changé non plus : par exemple, le furet est toujours utilisé comme animal de test du vaccin car il présente les même symptômes que l’Homme.

Le vaccin contre le virus H5N1
 : le virus n’est actuellement pas transmissible à l’Homme : tous les décès viennent d’une contamination massive et directe de l’animal à l’Homme mais en aucun cas d’une transmission d’Homme à Homme. Si on identifie un jour un cas de transfert d’Homme à Homme, il faudra réagir vite pour identifier le virus pandémique et pouvoir produire le vaccin en quantité suffisante. C’est un défi impressionnant. 

Le vaccin contre le rotavirus du nourrisson, en préparation, responsable de diarrhées, virus résistant à coque car non enveloppé (Certains virus sont dits enveloppés par une couche membranaire issue de la cellule hôte et sont très sensibles aux conditions environnementales, notamment sensible à la chaleur et aux détergents). En France la vaccination n’est pas recommandée pour les moins de 6 mois. Celle-ci est recommandée en Autriche et Belgique.

Le vaccin contre le virus de la varicelle zona (même famille qu’Epstein-Barr ou herpès) est un gros virus à ADN infectant les cellules nerveuses et pouvant devenir latent. Une infection à l’âge adulte par ce virus (possible si on n’a pas eu la varicelle) est grave, longue, douloureuse alors que la maladie enfantine est bénigne. 

Le vaccin HPV contre le papillomavirus (cancer du col de l’utérus qui peut être provoqué par deux virus différents, HPV 16 et HPV 18). Ce cancer est le second cancer dans le monde chez les femmes de plus de 44 ans. En France, il est la cause de 1500 décès annuels et 4000 femmes infectées pas an. La vaccination est recommandée pour les jeunes filles de 14 ans ou de 15 à 23 ans qui n’ont pas eu de rapports sexuels ou alors dans l’année qui suit leur premier rapport sexuel (car la jeune fille a pu être en contact avec le HPV et s’être immunisée seule ou alors être infectée et la vaccination ne sert plus à rien). (Environ 400 jeunes femmes contaminées par ce virus sous-type 16 ou 18 par an).

6) Les défis : 

En 1983 on déclarait qu’un vaccin contre l’HIV serait mis au point dans 3 ans. Maintenant, en 2008, on dit peut être dans 20 ans…. Ce virus (à ARN à 10000 nucléotides) est extrêmement variable : sur 10000 à 100000 virus qui sortent de la cellule contaminée, aucun n’est identique à celui qui est entré car le taux de mutation est énorme

Devant les énormes difficultés théoriques de production d’un vaccin, voire l’impossibilité, les firmes pharmaceutiques ont alors réorienté leur recherche sur les antiviraux (ce qui rapporte également plus financièrement) et la recherche sur le vaccin est réduite maintenant.  Le HIV n’est plus une priorité.

La recherche clinique sur HIV est très difficile : en réalisant un essai de vaccination, on précise aux populations vaccinées qu’elles doivent utiliser un préservatif mais on comprend que le test n’est valable que si elles ne se protègent pas. L’exploitation des résultats de ces compagnes de test est très complexe 

Question sur la résistance aux VIH : Les résistances spontanées (dossier PLS octobre 2000) avec le cas des prostituées africaines qui présentent une immunité cellulaire par les LT4 et LT8 et des Ac Ig-A sécrétoires au niveau des muqueuses empêchant l’infection des cellules dendritiques (macrophages au niveau des muqueuses). La protection semble cependant temporaire : à la suite de l’arrêt de la prostitution, l’immunité locale est arrêtée et la maladie se développe.

Autre résistance, très rare : mutation du récepteur CCR5.

La phylogénie du VIH a montré que ce dernier est très ancien et est d’origine simienne. Le singe ne développe pas la maladie mais il est porteur d’un rétrovirus qui ne le rend pas malade. Plusieurs transmissions singe – homme ont eu lieu dans le passé et abouti aux souche de HIV que l’on connaît aujourd’hui. Les personnes ont été contaminées à partir d’élevage de singes, ou lors de la chasse. 

L’Hépatite C ; on ne sait pas cultiver le virus. Un seul clone viral existe mais on ne sait pas s’il est représentatif de l’ensemble des virus circulants. Comme pour le HIV, HCV est très hétérogène et très variable. 

Le Paludisme (Plasmodium falciparum) le cycle complet du parasite utilise le moustique et l’être humain. On cherche actuellement le stade adéquat pour faire le vaccin (stade hépatique ou stade sanguin) et en choisissant le bon antigène. Le second problème est le coût : on ne pourra pas le vendre aux personnes qui en ont besoin mais n’ont pas les moyens de l’acheter. 

Les états sont donc impliqués dans les développements des vaccins.

De nouveaux virus sont aussi connus : celui dit de « la vallée du Rift », celui de « la vallée du Nil  (West-Nile)» transmis par les moustiques. Le virus West-Nile est arrivé dans l’état de New-York sur la cote Est en 1999, et a envahi les EU en moins de 5 ans. Les oiseaux sont le réservoir et les moustiques le vecteur. Ce virus ne se transmet pas d’Homme à Homme : on parle d’impasse épidémiologique.  Virus très faiblement mortels.

Le virus du Chikungunya a refait son apparition en Camargue (déjà identifié en 1965) et a été isole en Italie récemment.






� IL : interleukine


� IG : immunoglobulines constituants les anticorps. Ces protéines sont très fragiles et conservées au froid


� Une bactérie donne les mêmes symptômes que la grippe ; la grippe virale n’est pas de la même nature.  


� OMS : Organisation Mondiale de la Santé (World Health Organization)


� PRION : petites particules PROtéiques INfectieuses résistant à l'inactivation.


� AfSSA : � HYPERLINK "http://www.afssa.fr/" ��http://www.afssa.fr/�


� Cellules épithéliales de rein de singe dites cellules VERO mises en œuvre en 1962 pour les cultures virales


� � HYPERLINK "http://www.invs.sante.fr/beh/2007/31_32/beh_31_32_2007.pdf" ��Calendrier vaccinal : voir document de l’institut de veille sanitaire pour 2007�


� Virus H5N1 : virus de la grippe aviaire, sous type de virus grippal influenza





PAGE  
1

