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La vaccination contre le paludisme

Etat actuel et perspectives

Pierre AMBROISE-THOMAS

Laboratoire de Parasitologie et Pathologie Exotique, Faculté de Médecine de Grenoble

Dans la recherche d'une vaccination active contre
le Paludisme, plusieurs progrés techniques importants
ont été enregistrés au cours de ces derniéres années.
D'une fagon paradoxale, c’est cependant sur le plan

- .psvchologique et non pas technique que s’est produite

I'évolution la plus considérable. En effet, il y a seule-
ment 10 ans, aucun paludologue et aucun immunolo-
giste n'aurait osé parler de perspective de vaccination
contre le paludisme humain et encore moins entre-
prendre des recherches dans ce domaine. Cet objectif
paraissait inaccessible pour des raisons aussi bien théo-
riques que pratiques. D'un point de vue dogmatique,
on considérait en effet que puisque le Paludisme
humain n'entraine pas d'immunité naturelle totale-
ment protectrice, il éfait illusoire d'espérer qu'une
telle protection puisse étre fournie par une immuni-
sation artificielle. Apparemment logique, ce raison-
nement était pourtant en contradiction avec 'exemple
constitué par d’autres maladies transmissibles. C’est
ainsi que le tétanos n’entraine aucune immunité natu-
relle et que pourtant la vaccination contre cette affec-
tion est I'une des plus efficaces qui soit. Par ailleurs,
sur un plan pratique, toute tentative de vaccination
contre le paludisme humain paraissait 4 'avance vouée
& l'échec, compte tenu de l'impossibilité de produire
les quantités de parasites nécessaires a la préparation
des antigénes.

Actuellement, la mise au point d’'un vaccin contre
le paludisme humain est I'un des objectifs prioritaires
du Programme Spécial de I'Organisation Mondiale de

la Santé pour la lutte contre les maladies tropicales.
Dans plusieurs pays, différents laboratoires ont totale-
ment ou largement orienté leurs recherches vers ce
domaine. Des résultats nombreux ont déja été acquis.
Nous envisagerons les principaux de ces résultats pour
chacun des trois types de vaccinations réalisées puis
nous tenterons de dégager la synthése des perspec-
tives d’avenir 3 court ou 4 moyen terme mais aussi
des difficultés qui restent 4 surmonter.

LES DIFFERENTS TYPES DE VACCINATIONS
ET LEURS PRINCIPAUX RESULTATS

Sur le cyvcle évolutif des Plasmodium, il existe
trois points d'impact possibles & une vaccination. Les
gamétes, les sporozoites et les formes sanguines avec,
plus particuliérement, les mérozoites.

1. Vaccination contre les gamétes

Dans son principe méme, il s’agit d'une vaccina-
tion éminemment philanthropique. En effet, le sujet
vacciné ne peut attendre directement aucun effet béné-
fique de cette opération qui, en revanche, empéche la
transmission du paludisme & d’autres sujets. '

Jusqu’ici, les essais n’ont été réalisés qu’avec des
modeéles animaux : Plasmodium gallinaceum et, plus
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récemment, Plasmodium knowlesi (Gwadz, 1976 ; Car-
ter et Chen, 1976 ; Gwadz, Carter et Green, 1979).
L’inoculation de gamétes traités par le formol ou sou-
mis & des irradiations ne protége pas contre l'infesta-
tion par des sporozoites et n'empéche pas le dévelop-
pement de formes sanguines asexuées. En revanche,
les gamétes produits ne sont pas fertilisants chez le
moustique. Cette immunité est liée 4 la présence d'IgG
-normalement ingérées par le moustique lors du repas
de sang. Si les gamétes sont mis en suspension dans du
plasma normal, ils peuvent recouvrer leurs possibilités
actuelles de fécondation. .

Récemment, des études ont été réalisées pour
P. gallinaceum avec la technique des hybridomes. Il a -

pu ainsi étre produits deux anticorps monoclonaux qui,

séparément, ne provoquent qu’une agglutination stel- .

laire des gamétes miles mais qui exercent une action
synergique et entrainent alors une agglutination des
gamétes qui se disposent en lignes et perdent leur
pouvoir de fertilisation.

Jusqu’ici, aucun essai n'a été réalisé avec des
Plasmodium humains. Il faut par ailleurs souligner
que les voies d’immunisation varient totalement
suivant le modele expérimental utilisé : injection intra-
veineuse pour P. gallinacewm et, au contraire, injec-
tion intra-musculaire en-adjuvant complet de Freund
(ACF) pour P. knowlesi.

2. Immunisation contre les sporozoites

Il s’agit d’'une vaccination réellement prophylac-
tique puisqu'elle provoque la destruction des sporo-
zoites mais, en revanche, est absolument sans effet sur
le développement des parasites endo- ou exo-érythro-
cytaires. 1l est donc essentiel que cette vaccination
soit & 100 9, efficace puisqu'un seul sporozoite peut
provoquer un paludisme pernicieux. Il s’agit par ail-
leurs du seul type de vaccination qui ait été avec
succeés utilisé chez 'homme (volontaires).

Des résultats peu convaincants ont été obtenus
par inoculation de sporozoites vivants (infection expé-
" rimentale rapidement traitée et guérie) ou tués par
les U.V., une destruction mécanique ou le formol. En
revanche, des expériences trés démonstratives ont été
effectuées avec des sporozoites irradiés. Les princi-
paux travaux ont été réalisés par le groupe de Nussenz-
weig 4 New York. L'immunisation est effectuée par
voie intra-veineuse avec inoculations répétées & 3 ou
4 reprises de 10% 4 5 X 10* sporozoites irradiés par
8 krads. L'immunité obtenue dure environ deux mois
et entraine au moins 90 9, de protection. Elle est
parallele aux titres observés en Immuno-fluorescence
sur des sporozoites (Beaudoin ef coll., 1977) et elle

peut étre également suivie i1 vitro par le test de neutra-
lisation des sporozoites et par la réaction de précipi-
tation circum-sporozoitaire. Cette immunisation est
strictement spécifique du stade évolutif. Elle confére
une protection étendue & plusieurs espéces (I'immuni-
sation par les sporozoites de P. berghet protége contre
P. vinckei P. chabauds). En fait, cette protection éten-
due n’est peut-étre pas valable dans tous les cas et
pour les Plasmodium humains, I'immunité semble étre
strictement spécifique d’espéce (Clyde, 1975). Le méca-
nisme mis en cause parait correspondre 3 la produc-
tion d’anticorps circulants liés 4 un développement de
formes parasitaires. La protection n'est en effet obte-
nue que par l'injection intra-veineuse de sporozoites
vivants mais atténués. Cette immunité est thymo-
dépendante et n'est pas modifiée par la splénectomie
(Spitalny, 1976).

" L’étude des antigénes sporozeitaires est particu-
licrement avancée. En effet, pour P. berghei, Nussenz-
weig ¢t coll. ont réalisé un marquage par l'iode radio-
actif de sporozoites entiers, les parasites étant ensuite
éclatés par passage 4 la presse de French et les extraits
soumis & une électrophordse en gel de dodécylsulfate
de sodium-polyacrylamide (SDS-Page). Aprés colora-
tion par le bleu de Coomassie, on réalise une auto-radio-
graphie qui révéle la présence d'un nombre finalement
limité de composants antigéniques (moins de 10) dont
le plus important a un poids moléculaire de 44 000 (Pb
44). Cette fraction est spécifiquement précipitée par
tous les immuns sérums anti-sporozoites de P. berghei.
Elle a permis l'obtention d’anticorps monoclonaux
par la technique des hybridomes. A I'aide d’une lignée
continue (3D 11) il a pu &tre préparé in vitro des anti-
corps dont le pouvoir protecteur a été prouvé, ce qui
constitue la premiére réalisation de ce type en matiére
de paludisme.

Pour le paludisme des singes, des résultats d’abord
inconstants ont été obtenus avec le modéle P. cyno-
molgt. bastianellii-Macaca mulatta (Collins, Contacos,
1972 ; Ward, Hayes, 1972). En revanche, le modéle
P. knowlesi-Macaca mulatta a conduit, luf, 4 des immu-
nisations trés démonstratives (Gwadz et coll., 1979).
Les vaccinations sont réalisées par injection intra-
veineuse de sporozoites isolés et irradiés & 30 krads. I1
faut inoculer 7 & 14 doses vaccinantes pendant une
période de 7 4 11 mois avec un total de 3 a 400 mil-
lions de sporozoites. Il en résulte une protection effi-
cace et qui est paralléle aux titres en immuno-fluores-
cence sur antigénes sporozoitaires, aux résultats de la
réaction de neutralisation des sporozoites et a ceux du
test de précipitation circum-sporozoitaire. Par ail-
leurs, les antigénes des sporbzoites de P. knowlesi ont
été étudiés par les mémes méthodes d’auto-radiogra-
phie aprés marquage 4 l'iode radioactif et électropho-
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rése sur SDS-Page. Le principal antigéne sporozoitique
de surface a un poids moléculaire de 100 000 daltons
et parait strictement spécifique.

Enfin, la vaccination contre les sporozoites a été
réalisée chez différents volontaires. Les premiéres
expétiences sont celles de Rieckmann ef coll., 1974 et
de Clyde et coll., 1973 et 1974). Elles ont été réalisées
par pigire (3 4 500 par sujet) de moustigues infestés
et irradiés par 12 a 15 krads. Pour P. falciparum,
Iimmunité a été constatée pendant environ 3 mois
dans la proportion de 2 sujets sur 5. Avec P. vivax,
Yimmunité semble, elle, durer 3 & 6 mois. Par la suite,
(Bray, 1976) des résultats plus décevants ont été
observés chez des enfants en Gambie. L'immunisation
par des sporozoites irradiés par 20 krads n'a en effet
pas provoqué d’immunité de protection face & des
infections naturelles. En revanche, les expériences trés

récentes de Rieckmann et coll., 1979, chez 3 volon-

taires, ont, elles, abouti & des protections réellement
efficaces. L'immunisation a été conduite & partir de la
souche éthiopienne Taménie de P. falciparum avec
6 a 8 expositions aux piqires d’un total de 440 &
987 moustiques infestés puis irradiés par 12 krads. La
protection observée concerne aussi bien la souche
homologue (sensible 4 la chloroquine) que des souches
hétérologues (souche vietnamienne résistante 4 la
chloroquine).

3. Vaccination contre les formes sanguines

a. INDIGNISATION PAR INFECTIONS ACTIVES
CONTROLEES

Un certain degré de protection a été observé par -

des infections actives et contrdlées par notamment
la chloroquine (P. berghes chez la souris, Yoeli, 1974 ;
P. falciparum chez Aotus trivirgatus, Voller et Ri-
chards, 1970).

b. PARASITES IRRADIES

Les érvthrocytes parasités et irradiés ont été lar-
gement utilisés comme immunogénes expérimentaux.
Chez la souris, l'injection d’érythrocytes infestés par
P. berghei et irradiés par 18 & 20 krads provoque une
certaine immunité (Corradetti, 1966 ; Sadun, 1967).

e méme, chez dotus trivirgatus (Dourorucouli) 3 injec-
tions de 2 x 10° cellules parasitées et irradiées pro-
voquent une légére diminution de la réceptivité & des
infestations ultérieures (Sadun ef coll., 1969). Des
résultats analogues ont été observés pour le modéle
P. knowlesi-acaca mulatta (Corradetti, 1972).

134 Cah. O.R.S.T.O.M., sér. Ent. méd. et Parasitol,, vol. XVILI, ne 2, 1980 © 132-14

SYMPOSIUM LAVERAN : PALUDISME

¢. SCHIZONTES ENDO-ERYTHROCYTAIRES EX ADJUVANTS

L’injection de schizontes de P. knowlesi en adju-
vant complet de Freund (ACF) protége environ 50 9,
des singes Rhésus contre une épreuve ultérieure par le
variant homologue Les survivants ainsi immunisés
ne présentent qu une parasitémie bréve et spontané-
ment limitée mais qui ne s’étend pas aux variants anti-

. géniquement hétérologues. En outre, on peut observer

chez ces survivants une anémie importante provoquée
par l'injection de débris érythrocytaires (anémie par
auto-anticorps), mais, d'une facon générale, le prin-
cipal inconvénient de la vaccination par les schizontes
concerne le manque d’efficacité sur les variants
hétérologues.

L’analyse antigénique de schizontes endo-éry-
throcytaires a été réalisée pour P. knowlesi. Il a été
isolé 25 fractions différentes dont 12 sont retrouvées
sur la membrane d’érythrocytes parasités. Deux de
ces fractions, d’'un poids moléculaire de 65000 et
90 000 daltons para'ssent inter-spécifiques puisqu'elles
sont précipitées aussi bien par des sérums homologues
que par les sérums de malades spontanément infestés
par P. falciparum.

d. MEROZOITES EN ADJUVANTS

C’est actuellement l'un des modes d’Immunisa-
tion qui parait le plus prometteur caril n’est pas limité
par l'existence de variants antigéniques, les méro-
zoites libres paraissant au contraire particuliérement
sensibles 4 I'action des anticorps.

Les parasites doivent étre injectés par voie mtra-

" musculaire, en présence d’adjuvant, généralement

I'adjuvant complet de Freund.

Pour le modéle P. knowlesi-Macaca mulatia, plu-
sieurs travaux ont été réalisés, notamment par Mit-
chell ¢t coll., 1973 ; Richards, Cohen, 1977. La protec-
tion concerne aussi bien les variants antigéniques
homologues que les autres. Aprés cette immunisation,
une infestation par des sporozoites provoque un déve-
loppement normal des formes exo-érythrocytaires mais
la parasitémie reste trés faible ou méme nulle (Ri-
chards et coll., 1977).

Pour le paludisme a P. falciparum de singes Aodus
trivirgatus, Reese ¢t coll., 1978, ont réalisé des vaccina-
tions 4 partir de mérozoites obtenus en cultures in
vitro. 5 X 108 mérozoites soigneusement débarrassés
de tout débris érvthrocytaire sont injectés par voie
intra-musculaire a 3 reprlses en présence d’adjuvant
de Freund incomplet associé & un dipeptide synthé-
tique, le Muramyl dipeptide ou MDP. La protection a

&>
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été observée contre une infection réalisée aprés
3 semaines, mais n'a concerné qu'un singe sur 3 en
raison probablement des quantités insuffisantes d’anti-
génes utilisés pour I'immunisation. Par la suite, des
résultats analogues ont été obtenus par Siddiqui ef
coll. (1979) avec une protection chez tous les animaux
immunisés mais, malheureusement, un survivant
parmi les animaux témoins (réceptivité inégale des

Douroucoulis en fonction du caryotype). Dans I'étude

de Mitchell, Richards et coll., 1977, la vaccination a
été réalisée par 3 injections, & 20 jours d’intervalle, de
10% 4 10°® mérozoites de P. falciparum en adjuvant
complet de Freund. L'immunité observée concernait

aussi bien la souche vaccinante (souche Gambie) que

des souches hétérologues (originaires du Nigeria ou
d'Ouganda) mais n'avait aucun effet vis-3-vis de
P. knowlesi.

Par immuno-électrophorése bi-dimensionnelle, les
sérums de singes vaccinés contre des mérozoites de
P. knowlesi ont permis d'identifier 11 fractions anti-
géniques différentes dans des érythrocytes parasités.
Deux de ces antigénes varient quantitativement sui-

vant le stade évolutif du parasite et semblent donc

spécifiques de ces stades. Une autre fraction parait,
elle, spécifique de I'espéce.

DIFFICULTES ACTUELLES ET PERSPECTIVES

D’AVENIR

En quelques années, -la vaccination contre le
paludisme a donc connu d'indiscutables progrés. Cepen-
dant, plusieurs et importantes difficultés demeurent.
Elles concernent essentiellement les sources d’anti-
génes, les modeles expérimentaux utilisables, les voies

d’administration et les stimulants non spécifiques de -
I'immunité, enfin, les effets immuno-pathologiques ou

iatrogénes.

a. Sources d’antigénes

Pour une trés large part, les progrés récents de la
vaccination contre le paludisme sont liés & la possi-
bilité de cultiver in wvitro P. falciparum a la suite
notamment des travaux de Trager et Jensen. Cepen-
dant, le rendement de ces cultures demeure faible et,

au moins avec les systémes expérimentaux les plus’

+ simples, des manipulations quotidiennes sont indispen-
sables. En outre, P. falciparum ne se développe que
dans des hématies humaines et il s'ensuit une possi-

bilité de contamination des extraits antigéniques par

-
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des fractions d’origine érythrocytaire. Un risque sup-
plémentaire était représenté jadis par 'addition d’'un
sérum humain au milieu de culture. Il est désormais
possible d’éviter ce risque par l'utilisation de certains
sérums animaux. Malgré cela, le rendement des cul-

" tures #n vitro est manifestement trop faible pour que

ces cultures puissent un jour constituer une source
suffisante d’antigénes parasitaires. Dans ces condi-
tions, on tend a s’orienter de plus en plus vers la pro-
duction d’anticorps spécifiques monoclonaux obtenus
par la méthode des hybridomes. Grice & ces anticorps,
il serait ensuite possible d'isoler des immunogénes
réellement spécifiques dont la production pourrait étre
envisagée par les techniques de recombinaisons géné-
tiques bactériennes.

¢

b.. Modéles expérimentaux

Quelle que soit la qualité des antigénes plasmo-
diaux que nous pourrons préparer, il restera indispen-
sable de les expérimenter chez des animaux réceptifs.
L’espéce de choix est représentée par les Adotus frivir-
gatus (Douroucoulis), singes de petite taille, originaires
d’Amérique latine. Malheureusement, I'obtention de
ces singes devient de plus en plus difficile et dans de
larges zones l'espéce semble en voie de disparition ou
est en tout cas trés menacée. Il importe donc absolu-
ment de prévoir I'élevage et la reproduction de ces ani-
maux dont seuls certains caryotypes sont réguliére-
ment réceptifs & P. falciparum. D'une facon générale,

- c'est Aotus trivirgatus grisétmembra, originaire de

Colombie qui est le plus facilement parasité. En, fait,
il existe au moins 9 caryotypes différents pour ces
singes et seuls 2 caryotypes (II et III) assurent une
possibilité d'infestation dans 100 % des cas. Cet aspect
est fondamental si I'on considére que certaines expé-
riences récentes ont vu une partie de leur valeur dimi-
nuée par la survie d’animaux témoins non immunisés
et dont linfestation aurait dii étre normalement
mortelle. - :

¢. Voies d’administration et adjuvants

Pour l'immunisation anti-sporozoitique, la wvoie
intra-veineuse est impérativement nécessaire dans les
modeles expérimentaux. Pour des raisons évidentes,
elle ne saurait étre concevable dans une éventuelle
application en médecine humaine. La méme impossi-
bilité concerne évidemment les injections intra-mus-
culaires avec adjuvant complet de Freund pour l'immu-
nisation contre les mérozoites. II est donc essentiel de
pouvoir utiliser de nouvelles fractions immunogenes
actives par voie sous-cutanée ou intradermique et,

Cah. ,O.R.S.T.O.M.,isér. Ent. méd. et Parasitol., vol. XVIII, no 2, 1980 : 132-148 133



parallélement, de disposer de nouveaux stimulants’

non spécifiques de I'immunité, aussi actifs que I'adju-
vant complet de Freund mais ne présentant pas les

maa affate cacandairae Cas adiwrvants A it Ad
mémes effets secondaires. Ces agjuvants Geviotnc etre

capables non seulement d’aider & I'induction initiale
de 'immunité mais également et surtout d’en accroitre
la durée qui, actuellement, ne dépasse pas quelques
semaines ou quelques mo's.

d. Effets immunopathologiques ou iatrogénes

‘11 s’agit-1a, A terme, d'un des aspects les plus
nrpnr‘rnnanfc de la vaccination contre le naludisme

En effet on ignore quels seront les effets indésirables
ou néfastes de cette vaccination chez des sujets vivants
en zone d’endémie, constamment infestés et réinfestés
et qui sont le plus souvent porteurs d’autres affections.
En fonction de nos connaissances actuelles, certains
effets immuno-pathologiques sont a craindre, notam-
ment en matiére de glomérulo-néphrite ou de syndréme

nepnrouque, voire dq’ anemle par auto-anucorps. uepen-
dant, des effets plus indirects’ peuvent &tre également
redoutés cormnme, par exemple, une action immuno-
dépressive ou un role déclenchant dans certaines
infections (lymphome de Burkitt) ou aggrava.nt pour
d’autres maladies \rﬁugemc; mu\:penua.mmem de
‘tous les contréles habituellement prévus pour toute
nouvelle vaccination, une prudence particuliére s'im-

pose donc indiscutablement en matiére de paludisme.

De cette revue d’ensemble, inévitablement incom-
pléte, on retiendra d’abord que la vaccination contre

SYMPOSIUM LAVERAN : PALUDISME

le paludisme qui constituait jadis un réve apparem-
ment inaccessible représente aujourd’hui un objectif
parfaitement envisageable. Les résultats acquis jus-

1 .ag difficultds encore

+16ant n antimicma ratcannd
sy Qaaliluaios Caavuas
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présentes rendent, elles, indispensable une trés large
prudence. .

Que la vaccination anti-palustre soit un jour réa-
lisable n’est actuellement pas douteux. A Vinverse,
il est absolument impossible d’évaluer le temps encore
nécessaire 2 la mise au point de ce vacein. L'enjeu est
en effet trop considérable, aussi bien sur le ‘plan médi-
cal, humain, que du point de vue scientifique, écono-
mique ou méme politique pour que certains résultats
ne demeurent pas inévitablement non publiés. Dispo~
ser dans ces con@1t10ns d'une information compléte et
exacte est évidemment trés difficile car cette informa-
tion peut étre entachée d'erreurs par défaut (secret
entourant certaines expériences) ou par excés (¢ bluff »
ou optimisme exagéré).

Sans doute plusieurs années seront-elles encore
indispensables i la mise au point d’un vaccin contre
le paludisme & moins que n'intervienne une de ces
accélérations brutales dont a parfois bénéficié dans le
passé la recherche médicale.
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Spé_ciﬁcité des antigénes plasmodiaux thermolabiles

Parmi les trés nombreux antigénes constituant
les parasites, on a identifié parfois des antigénes spéci-
fiques de genre et plus rarement des antigénes spéci-
fiques d’espéce parasitaire.
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Dans le cas du paludisme, la pratique en routine
depuis 4 ans d’une technique de précipita.tion immu-
no-diffusion ou électrosynérése (E.S.), avec un extrait
de P. falciparum, nous conduit i penser que l'un
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