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    Présentation

    
      20 ans. C'est la baisse moyenne de l'espérance de vie en Afrique
        subsaharienne, après un quart de siècle d'épidémie de sida. Et aucune
        vaccination n'est encore envisageable… Alors que les vaccins font
        régulièrement l'objet d'attaques, cet exemple devrait rappeler combien
        ils ont joué un rôle déterminant dans la formidable augmentation de la
        durée de la vie dont l'humanité a bénéficié au XXe siècle. En racontant la saga
        humaine, scientifique et industrielle qui se cache derrière la mise au
        point des vaccins contre les principales maladies virales (rage, fièvre
        jaune, polio, hépatite B, grippe, etc.), Jean-François Saluzzo tient
        non seulement en haleine le lecteur, mais il répond aussi à de
        nombreuses questions concernant la fabrication des vaccins, leur
        composition, les espoirs d'un vaccin anti-sida, etc. Sans oublier les
        « affaires ». Celles, par exemple, des vaccins contre l'hépatite B et
        contre la rougeole, respectivement accusés d'être responsables de cas
        de sclérose en plaque et d'utisme. Qu'en est-il réellement ? L'auteur
        fait aussi le point sur ce sujet controversé.

    

    
      Jean-François Saluzzo, a travaillé à
        l'Institut Pasteur, puis chez Sanofi Pasteur, où il dirigea notamment
        la production des vaccins viraux. Actuellement consultant auprès de
        l'OMS, il est chargé du transfert de technologies pour le développement des vaccins dans les payx émergents

    

    
      Une mise au point rigoureuse et facile à lire sur les vaccins et leurs « affaires ». À lire de toute urgence...

    

  
    
       
       
       
       
    

    Avant-propos

    
      Août 2009 : les autorités chinoises annoncent les résultats des études cliniques qu’ils ont menées sur le virus de la grippe A H1N1 et révèlent qu’ils ont produit un vaccin en un temps record, bien avant les grandes firmes pharmaceutiques européennes. Une question se pose immédiatement : ce vaccin est-il de qualité similaire aux vaccins saisonniers contre la grippe ? Un journaliste la posera à un éminent spécialiste français des maladies infectieuses, le professeur Didier Raoult, qui répond qu’il n’y a pas de risques particuliers puisqu’il s’agit d’un vaccin à virus inactivé et que seuls les vaccins à virus vivant atténué peuvent poser problème(1). En effet, dans ce second cas, le virus étant capable de se multiplier dans l’organisme, il peut induire une infection pouvant être parfois sévère (voir le chapitre 1).

      Cette opinion émise par le professeur Raoult est certainement partagée par tous les virologues qui ne travaillent pas dans l’industrie du vaccin. C’était la mienne jusqu’en 1990, date à laquelle je rejoignis le laboratoire pharmaceutique Pasteur Mérieux Connaught, après avoir passé quatorze ans à l’Institut Pasteur. Je fus immédiatement impressionné par l’outil industriel destiné à la production des vaccins. Habitué à cultiver les virus dans des flacons d’une base de 25 cm2, je découvris la culture virale réalisée dans d’immenses biofermenteurs de 1 500 litres. Mais ce qui m’étonna le plus fut le laboratoire des contrôles : il y avait autant de personnes engagées pour contrôler les vaccins qu’il y en avait pour les produire. Je m’aperçus par la suite que la durée des contrôles, qui peut aller jusqu’à un an pour certains vaccins, constitue le paramètre limitant dans le cycle de production de ces derniers. Que faisaient donc mes collègues pharmaciens dans leur bunker du laboratoire des contrôles ? C’est ce que l’on sera amené à découvrir dans cet ouvrage. Dès à présent, évoquons la préoccupation majeure des industriels des vaccins : la présence de virus contaminants apportés notamment par les matières premières composant ces vaccins ou par les techniciens de production, virus qui pourraient au final se retrouver dans les vaccins.

      Au préalable, découvrons brièvement ce monde industriel bien particulier et l’étonnante aventure industrielle qui lui a donné naissance. Jusqu’à la fin des années 1980, les vaccins représentaient une activité marginale dans le monde de l’industrie pharmaceutique, leur chiffre d’affaires étant inférieur à 5 % de celui de la pharmacie mondiale. La production des vaccins était contrôlée par de petits laboratoires publics, comme l’Institut Pasteur pour la France. De nombreux pays possédaient leur propre unité de production, à usage national. Très peu d’industriels s’étaient lancés dans ce segment peu lucratif. Le vaccin était considéré comme une activité à caractère humanitaire, dont le plus grand nombre de pays possible devait bénéficier, certains étant aidés par des organismes internationaux comme l’OMS. Pourtant, l’industrie du vaccin connut un renouveau spectaculaire, lié à deux événements majeurs.

      À partir des années 1990, un changement s’opéra, qui coïncida avec la chute du mur de Berlin et l’effondrement du bloc soviétique, dont de nombreux pays étaient producteurs de vaccins destinés non seulement à être utilisés localement, mais aussi à être exportés dans les pays dits « satellites » et à être fournis à des organismes internationaux comme l’UNICEF. Le changement politique et économique que connaissent alors les pays du bloc soviétique conduit ces derniers à ne plus considérer l’industrie du vaccin comme une priorité. Il est désormais plus intéressant pour eux de s’approvisionner sur le marché international à des prix très compétitifs pour des produits de qualité répondant aux normes internationales. Les industriels occidentaux doivent alors répondre à une hausse spectaculaire et soudaine des besoins en vaccins.

      La seconde cause de ce renouveau industriel est l’arrivée de vaccins nouveaux à des prix élevés, par exemple le vaccin anti-pneumococcique conjugué (Prevenar®), apparu au début des années 2000 qui connut un immense succès (son chiffre d’affaires annuel mondial est supérieur à 1 milliard d’euros). Il s’agit là d’une véritable révolution dans le monde du vaccin. D’autres paramètres ont favorisé l’augmentation des prix des vaccins (en particulier leur pénurie), si bien que leur marché est passé d’un chiffre d’affaires de 2 milliards de dollars en 1992 à 14 milliards en 2007 (ce qui correspond à une croissance annuelle comprise entre 13 et 14 %), avec une prévision de 25 milliards pour 2017.

      Au cours de cette période, l’industrie du vaccin fut donc enfin reconnue. Les grandes compagnies pharmaceutiques ayant fait l’acquisition de tous les laboratoires indépendants, aujourd’hui, les cinq plus grands laboratoires pharmaceutiques assurent à eux seuls plus de 70 % des ventes de vaccins dans le monde. Il s’agit de Pfizer, Novartis, GlaxoSmithKline (GSK), Sanofi-Aventis et Merck, que nous appellerons dans cet ouvrage les big pharma.

      Ce n’est pas uniquement pour des raisons financières que le vaccin connaît ce succès, mais aussi en raison du lien constaté entre état sanitaire et développement économique. Jusqu’à ces dernières années, les économistes et les responsables de la santé considéraient que l’amélioration du développement économique induisait une amélioration de la santé. Or des études récentes sur le paludisme réalisées dans des pays pauvres d’Afrique ont révélé que l’amélioration de la santé était un paramètre qui pouvait être déterminant dans le développement économique d’un pays. Les grands organismes humanitaires, et notamment la Fondation Bill-et-Melinda-Gates (voir le chapitre 4), l’ont bien compris en se lançant dans une croisade visant à améliorer la santé par la prévention des maladies infectieuses au moyen de la vaccination. Cette approche n’est pas seulement humanitaire, puisque l’on s’attend au développement économique des pays qui bénéficient de cette aide. Un tel apport de moyens financiers nouveaux apporte un dynamisme exceptionnel au développement des vaccins.

      On le voit, les vaccins s’inscrivent dans la globalisation de l’économie mondiale. En bénéficieront en premier lieu les pays les plus pauvres et… les donateurs les plus audacieux.

      Au fil des chapitres de cet ouvrage, nous découvrirons l’histoire des vaccins viraux au travers de ses principaux épisodes.

      Il nous est apparu indispensable de présenter, dès le premier chapitre, un résumé des techniques de production de ces vaccins. Cette production fut longtemps réalisée sur des animaux, ce qui constituait une forte contrainte qui en freina le développement. Il fallut attendre l’avènement de la culture des cellules, au début des années 1950, pour que l’industrie du vaccin contre les maladies virales prenne un réel essor. Le premier bénéficiaire en fut le vaccin contre la poliomyélite. La culture des cellules s’accompagnant d’importantes applications industrielles, on ne s’étonnera pas de découvrir une extraordinaire saga, qui associe intérêts financiers, filouterie et scandales. La production des vaccins viraux n’en connut pas moins une véritable révolution industrielle au début des années 1980, grâce à la multiplication des cellules sur des microbilles en suspension dans des biofermenteurs de grande capacité.

      Le deuxième chapitre révèle l’étonnante découverte, faite en 1960, d’un virus simien apporté par les cultures de cellules de rein de singe utilisées pour produire le vaccin contre la poliomyélite, le premier à être produit non plus sur des animaux, mais sur des cultures cellulaires. Le virus contaminant, qui se révéla capable d’induire des tumeurs chez les animaux, fut administré avec le vaccin à des millions d’enfants, notamment aux États-Unis. Par chance, cela n’eut aucune conséquence en termes de santé publique. Cet incident explique la place particulière que tient le vaccin contre la poliomyélite dans cet ouvrage, car il a fortement influencé le développement des vaccins ultérieurs. Il changea l’histoire des vaccins : il ne s’agissait plus de s’intéresser uniquement à leur principe actif, mais également à l’ensemble de leurs composés. Cet épisode explique que des journalistes se soient interrogés, de manière rétrospective, à propos de l’émergence du sida : ne serait-elle pas le résultat des campagnes de vaccination contre la polio réalisées en Afrique centrale dans les années 1960 avec un vaccin préparé sur des cellules de singe qui auraient été porteuses d’un virus précurseur du VIH ? L’hypothèse est audacieuse, mais sera finalement infirmée par les chercheurs.

      Les chapitres suivants se réfèrent à l’histoire de quelques vaccins contre les grandes maladies virales. Le lecteur pourra les aborder dans l’ordre qu’il souhaite. J’ai toutefois choisi de commencer par la rage, qui fait l’objet du chapitre 3, et de montrer le rôle déterminant qu’ont joué des équipes de recherche françaises — à commencer par celle de Louis Pasteur — et des industriels français dans la mise au point du vaccin antirabique.

      Le vaccin contre la fièvre jaune, que j’aborde dans le chapitre 4, est le résultat d’une étonnante collaboration, que l’on souhaiterait plus fréquente, entre chercheurs américains et français. Enregistré pour la première fois en 1936, ce vaccin est resté inchangé depuis cette date et n’a jamais été concurrencé. Considéré comme le vaccin le plus sûr et le plus efficace, il a été administré à des centaines de millions de personnes, sans problème particulier jusqu’à la fin des années 1990, date à laquelle de graves accidents ont été rapportés, dont certains furent mortels, principalement chez les personnes âgées, sans que l’on en ait encore compris les causes. La fièvre jaune embrase à nouveau l’Afrique et l’Amérique du Sud depuis la fin des années 1980 et son virus pourrait se répandre également dans les différentes parties du monde où le moustique vecteur, Aedes aegypti, est présent. Pour faire face à cette menace et bloquer le virus à la source, un plan de rattrapage fondé sur la vaccination de masse a été mis en place en 2005, grâce à un financement octroyé par la Fondation Bill-et-Melinda-Gates, qui agit au travers d’un groupement appelé GAVI. Cet épisode nous offre l’occasion de présenter le rôle décisif que joue le mécénat privé international dans la lutte contre les maladies infectieuses dans les pays tropicaux.

      L’actualité aidant, le chapitre 5 est consacré à la grippe. En 2006, j’avais écrit, en collaboration avec Catherine Lacroix-Gerdil, un ouvrage intitulé Grippe aviaire : sommes-nous prêts ?(2) Dès la parution de cet ouvrage, j’en avais envisagé une suite (qui aurait pu s’intituler La Grippe aviaire, cinq ans après), afin de comparer les ambitions affichées en 2006 pour lutter contre la pandémie et les résultats obtenus quelques années plus tard. C’est ce bilan que je présente ici. La première surprise fut d’ordre épidémiologique : tandis que le virus H5N1 est resté confiné dans des foyers très limités, c’est un virus d’origine porcine, le fameux virus de la grippe A H1N1, qui a émergé. Ces circonstances ont amené les industriels non seulement à augmenter considérablement les capacités mondiales de production, mais également à mettre au point des vaccins plus efficaces grâce à l’utilisation de nouveaux adjuvants. On découvrira comment cet effort a été perçu et quelles sont les conséquences présentes et futures de cette pandémie dans le monde des vaccins contre la grippe.

      La plus belle page de l’histoire des vaccins est sans conteste l’éradication de la variole, annoncée en 1977 par l’OMS. Elle fut obtenue grâce au vaccin découvert par Edward Jenner en 1796. La variole demeure la seule maladie infectieuse éliminée par l’Homme. Ce succès fut suivi, à partir de 1988, d’une tentative d’éradication d’une autre redoutable virose, la poliomyélite, relatée au chapitre 6. Ce combat, que l’on croyait aisé, est loin d’être gagné. La cause pourrait en être le vaccin polio oral lui-même.

      Le développement des vaccins passe par différentes étapes : choix technique, essais sur animaux, études cliniques chez l’Homme. L’étape décisive précédant la commercialisation d’un vaccin est la démonstration de son efficacité au cours d’études réalisées sur un nombre limité de volontaires. Pour illustrer cette phase, nous avons choisi de présenter, dans le chapitre 7, le vaccin contre l’hépatite B, en raison d’abord de la personnalité de son principal investigateur, Wolf Szmuness, un Polonais d’origine juive qui connut la guerre et le goulag, et qui décida de consacrer sa vie professionnelle au virus de l’hépatite B après avoir soigné son épouse atteinte de cette grave maladie infectieuse. C’est aux États-Unis que Szmuness put réaliser son rêve : valider le vaccin contre l’hépatite B. Il y parvint en associant à l’étude clinique la communauté homosexuelle de la ville de New York, fortement touchée, et qui fut ainsi préparée à faire face avec la même solidarité à un nouveau défi, celui du sida.

      Nous ne pouvions passer sous silence le vaccin, très attendu, contre le sida, qui fait l’objet du chapitre 8. Durant des années, sa venue prochaine a été annoncée, jusqu’à ce que, en 2008, pour la première fois, les chercheurs avouent qu’aucun candidat vaccin alors en cours de développement n’avait de chance d’aboutir. Pourtant, en 2009, un petit espoir s’est levé : un vaccin testé en Thaïlande a entraîné une diminution des infections de 31,2 %. Pour être modeste, ce résultat n’en est pas moins encourageant.

      Enfin le dernier chapitre (chapitre 9) est dédié aux « affaires ». Les accusations des opposants à la vaccination ne portent ni sur une anomalie de production (erreur de dosage du principe actif, mauvaise inactivation virale, retour de la virulence) ni sur la contamination d’un vaccin par un organisme étranger, mais sur l’association des vaccins à des maladies dont l’origine est inconnue, comme la mort subite du nourisson (dans les années 1970), le syndrome de la guerre du Golfe (1991), le syndrome de fatigue chronique (1995), etc. Nous avons limité notre récit à deux sujets particulièrement sensibles et d’actualité. Tout d’abord les soupçons selon lesquels les vaccins — ou plus exactement le vaccin contre la rougeole et le mercure contenu dans certains vaccins — pourraient être responsables de l’autisme. Nous verrons comment ces deux paramètres ont été mis hors de cause. Mais le mal est fait : des enfants sont décédés faute d’avoir été vaccinés contre la rougeole. Ce chapitre illustre le danger que représente, sur des sujets aussi sensibles, une information erronée ou fondée sur des connaissances scientifiques incomplètes, et relayée par les médias. L’autre affaire est purement française : il s’agit de l’incrimination du vaccin contre l’hépatite B dans le déclenchement de la sclérose en plaques. Cette affaire politico-scientifique très médiatisée a été saisie par la justice. Que reproche-t-on au vaccin ? aux industriels qui le produisent ? Le lecteur découvrira qu’il n’existe aucune relation établie entre le vaccin contre l’hépatite B et la sclérose en plaques, et que l’affaire portée devant la justice concerne tout particulièrement la publicité qui a été faite lors du lancement de la campagne de vaccination en 1994.

    

    
      Ce livre se veut le récit d’un scientifique candide qui découvre le monde du vaccin et celui de l’industrie pharmaceutique. On n’y trouvera donc aucun élément concernant les vaccinations à pratiquer, leur calendrier, leurs effets indésirables, les recommandations vaccinales…

    

  
    
       
       
       
       
    

    Chapitre 1

    
      La production des vaccins contre les virus
      

      L’âge du bricolage microbiologique
      

    

    
      Avant de nous intéresser en détail à la production des vaccins viraux, présentons rapidement les propriétés bien particulières des virus et leurs conséquences sur le concept même de vaccin viral.

      À la fin du XIXe siècle se produisit la révolution microbiologique incarnée par Louis Pasteur et ses disciples. À cette époque, les scientifiques se livraient une course effrénée pour la découverte de nouveaux germes. Deux groupes de microbes responsables de maladies infectieuses étaient alors décrits : celui des bactéries et celui des virus. Parmi les bactéries, on recense des germes tels que les bacilles de la typhoïde, du tétanos, de la diphtérie ou encore du choléra. Leurs principales caractéristiques : on peut les observer au microscope optique et les cultiver dans des « bouillons de culture ». À l’opposé, les virus sont de trop petite taille pour être visibles avec les microscopes d’alors — il faudra attendre les années 1940 et la mise au point du microscope électronique pour pouvoir enfin les observer — et ils ne se cultivent pas.

      Comment la présence d’un virus pouvait-elle être détectée à cette époque ? Prenons l’exemple de la rage : l’inoculation de la salive d’un animal enragé à un animal sain, un chien ou un lapin, provoquait la maladie, qui était donc transmissible d’animal à animal. Une fois la maladie reproduite, les chercheurs en déduisaient qu’ils étaient en présence d’un germe, mais, malgré leurs efforts, celui-ci demeurait invisible. Une propriété remarquable complétait alors cette notion de germe invisible et transmissible : même après avoir été passée au travers d’un filtre très fin, la salive d’un chien enragé continuait à transmettre la maladie. On parlait alors d’« agent ultra filtrant » (le premier nom attribué aux virus). On s’en doute, les premiers virologues furent particulièrement frustrés de ne pas pouvoir observer les virus qu’ils venaient de découvrir et de devoir faire appel à des expérimentations complexes sur des animaux pour multiplier ces agents infectieux mystérieux.

      La difficulté à cultiver les virus eut pour conséquence le retard important que prit la virologie par rapport à la bactériologie, notamment dans son application vaccinale. Dans les années 1930, seulement deux vaccins contre les maladies virales étaient disponibles, les vaccins contre la variole et contre la rage, tandis que l’on comptait un grand nombre de vaccins contre les maladies dues aux bactéries : typhoïde (1896), choléra (1896), peste (1897), diphtérie (1923), tétanos (1927), tuberculose (1927), coqueluche (1926).

      Pendant près de cinquante ans — entre 1900 et 1950 — les rares vaccins viraux disponibles furent préparés sur des animaux vivants : sur flancs de génisses pour la variole, sur cerveaux de moutons pour la rage, sur œufs fécondés pour la fièvre jaune et la grippe, sur cerveaux de souris pour l’encéphalite japonaise. L’avènement des cultures cellulaires à partir des années 1950 donna un essor à la virologie. Une nouvelle page du développement des vaccins s’ouvrit, notamment avec le vaccin contre la poliomyélite, qui était très attendu. Mais les techniques de culture, encore rudimentaires, ne permirent pas, dans un premier temps, la production de vaccins à grande échelle. La naissance de l’industrie des vaccins contre les maladies virales ne date que de 1975 environ. Elle fut autorisée par l’avènement et le développement de nouvelles technologies fondées sur la culture des cellules sur des microbilles, dans des biofermenteurs.

      Ce lent processus d’évolution technique s’est accompagné d’une amélioration permanente de la qualité et par conséquent de la sécurité des vaccins.

      Mais revenons aux conditions particulièrement difficiles qui ont précédé la culture des cellules : comment les premiers vaccins viraux ont-ils pu être développés ? Leur production industrielle ne pouvait alors se faire, nous l’avons vu, qu’en utilisant des animaux. Des stratégies complexes et spécifiques à chaque virus furent utilisées par les chercheurs. Néanmoins, au final, ces vaccins se répartissent en deux groupes : celui des vaccins vivants atténués et celui des vaccins inactivés.

      Le premier groupe comprend de nombreux vaccins : fièvre jaune, polio (par voie orale), rougeole, varicelle, oreillons, rotavirus, encéphalite japonaise. Il résulte d’une approche empirique qui consiste à modifier un virus pathogène pour l’Homme en lui faisant subir des multiplications successives, pour le transformer en un virus inoffensif. Les premiers vaccins vivants atténués furent développés à une époque où les connaissances sur la biologie des virus étaient très restreintes. L’avènement de la biologie moléculaire nous a permis de découvrir, dans les années 1970, une propriété essentielle des virus : leur aptitude à muter à forte fréquence lors de leur multiplication. En effet, contrairement aux bactéries, beaucoup plus stables qu’eux, les virus évoluent très rapidement. Et les mutations d’un virus sont particulièrement fréquentes lorsque ce dernier doit franchir une barrière d’espèce. Dans les années 1930, les chercheurs de la Fondation Rockefeller, aux États-Unis, ont adapté le virus de la fièvre jaune (virus qui, naturellement, n’infecte que les primates et les moustiques) aux souris, puis aux œufs fécondés — que, dans notre jargon, nous qualifions d’œufs « embryonnés », une expression que nous reprendrons tout au long de cet ouvrage. Le virus subit alors de nombreuses mutations pour s’adapter à ces hôtes nouveaux. Et les chercheurs purent constater que, par hasard — ou par chance —, au bout d’un certain nombre de passages sur ces espèces animales, le virus avait perdu son aptitude à provoquer la maladie chez l’Homme. Ainsi est né le vaccin contre la fièvre jaune 17D (voir le chapitre 4). Les termes « hasard » et « chance » s’imposent dans ce cas. En effet, par la suite, les diverses tentatives de reproduction de cette expérimentation dans des conditions similaires n’ont jamais permis d’obtenir un virus atténué. Le vaccin fièvre jaune 17D est donc unique.

      Les autres vaccins viraux vivants atténués contre diverses maladies virales ont été obtenus de façon similaire, en réalisant des passages en série du virus jusqu’à l’obtention d’un candidat vaccin. Ce dernier est ensuite expérimenté chez l’animal, puis chez l’Homme, pour vérifier son atténuation. Les vaccins vivants atténués présentent l’immense avantage de permettre la multiplication du virus chez l’Homme sans induire la maladie, tout en stimulant puissamment le système immunitaire, conférant ainsi une protection solide, parfois avec une seule dose vaccinale (tel est le cas notamment du vaccin contre la fièvre jaune), parfois avec 2 doses (rougeole, rubéole, encéphalite japonaise). Leur inconvénient majeur est leur aptitude à induire des effets indésirables pouvant, dans des cas extrêmement rares, être dangereux pour la personne vaccinée (voir le chapitre 4).

      Le second groupe de vaccins, celui des vaccins inactivés, répond à une autre logique : le virus pathogène pour l’Homme est traité par des agents chimiques ou par la chaleur afin de le rendre inerte, c’est-à-dire incapable de se multiplier chez l’Homme. C’est par exemple le cas du vaccin contre la rage, l’agent chimique qui inactive le virus étant la béta-propiolactone ou le formol. Outre la rage, plusieurs vaccins entrent dans ce groupe : polio injectable, grippe, hépatite A. En apparence faciles à obtenir, puisqu’il n’y a pas à modifier le virus mais seulement à l’inactiver, ces vaccins présentent l’inconvénient d’être faiblement immunogènes. Ils doivent donc contenir une importante quantité de virus (parfois impossible à obtenir), il est nécessaire d’administrer plusieurs doses vaccinales et la stimulation du système immunitaire ainsi obtenue est d’une durée nettement inférieure à celle que procurent les vaccins vivants atténués.

      Ces notions de base étant acquises, nous pourrons comprendre les principes régissant la production industrielle des vaccins.

    

    
      Les vaccins préparés sur des animaux

      L’idée de protéger des individus contre une maladie infectieuse est très ancienne. En Chine, au XIe siècle, on prélevait des croûtes de sujets atteints de la variole, on les maintenait à la température ambiante pendant un mois, puis on les broyait et on les mélangeait à des plantes. La poudre ainsi obtenue était insufflée par voie nasale, afin de provoquer une maladie atténuée destinée à protéger contre la redoutable variole. On s’en doute, cette pratique, dénommée « variolisation », était dangereuse. Elle connut pourtant un réel succès et fut même introduite en Europe au XVIIIe siècle.

      La variolisation fut remplacée par la vaccination, dont le père est le docteur Edward Jenner : ayant constaté que les sujets contaminés par des vaches atteintes par le virus cowpox (un virus de la même famille que celui de la variole) étaient par la suite réfractaires à la variole, après de longues recherches, Jenner mit au point la pratique qui devint la vaccination. Le premier à en bénéficier fut le petit James Philip. Le 14 mai 1796, Jenner lui inocula au bras du pus provenant d’une pustule prélevée chez une jeune fermière contaminée par le cowpox. Quelques jours plus tard, une lésion caractéristique de l’infection est apparue au point d’inoculation. Jenner attendit ensuite un an avant de pratiquer l’inoculation du virus de la variole sur le jeune James, avec succès : l’enfant ne fut pas malade, il était protégé. La première vaccination avait été réalisée avec succès.

      Comme il était alors difficile d’obtenir des animaux porteurs de cowpox, Jenner pratiquait ce que l’on appelle la vaccination « de bras à bras » : lorsqu’un enfant était vacciné, il développait une pustule à l’endroit où le vaccin avait été effectué ; on prélevait alors le liquide contenu dans la lésion, avec lequel on vaccinait d’autres enfants — on parle alors de « passages » successifs. Jenner démontra de la sorte que la maladie ainsi créée chez l’homme, et à laquelle il donna le nom de « vaccine », était transmissible en série. Cette pratique de vaccination fut généralisée et diffusée à travers le monde. Lorsque le roi d’Espagne Charles IV, dont la fille avait été atteinte de variole, voulut que ses colonies bénéficient de la vaccination jennérienne, une expédition fut organisée à bord de la Maria-Pinta. Vingt-deux orphelins âgés de trois à neuf ans furent recrutés. Le premier jour, deux d’entre eux furent vaccinés. Puis, tous les dix jours, deux nouveaux enfants étaient vaccinés à l’aide du pus frais prélevé sur ceux qui avaient été précédemment vaccinés. On disposa ainsi du virus vivant à la fin du voyage à Porto Rico, ce qui permit d’effectuer les vaccinations tant attendues. Ce succès amena à conduire de nouvelles expéditions afin d’introduire la vaccination dans les colonies espagnoles d’Asie.

      On s’en doute, cette pratique de vaccination de bras à bras était dangereuse. En effet, il était possible de transférer en même temps d’autres maladies infectieuses dont le donneur pouvait être porteur, comme la tuberculose ou la syphilis. De dramatiques épidémies furent ainsi recensées. En 1861, à Rivalta (dans le Piémont italien), quarante-six enfants furent vaccinés à partir du contenu d’une pustule prélevé chez un enfant dont on s’aperçut plus tard qu’il était syphilitique ; trente-neuf d’entre eux contractèrent la syphilis. Il s’agit d’un exemple parmi bien d’autres, qui furent d’autant plus dramatiques qu’il s’agissait le plus souvent d’enfants.

      Il devint alors nécessaire de substituer la vaccination interhumaine par un vaccin d’origine animale. En 1810, à Naples, Gennaro Galbiati cultiva le virus de la vaccine sur une génisse qui servit ensuite à la vaccination. La méthode fut exportée dans le monde entier. En France, en décembre 1864, une génisse inoculée à Naples arriva en gare de Lyon-Perrache, où elle fut accueillie par tous les membres du congrès de médecine et de nombreux hommes politiques.

      Selon quelle technique la préparation vaccinale était-elle produite ? On rasait le flanc d’une génisse et on lavait la zone d’inoculation, sur laquelle on effectuait une multitude de scarifications. On badigeonnait ensuite cette zone avec une suspension de virus de la vaccine. La peau dénudée devait alors être soigneusement massée afin de permettre au virus de pénétrer dans les lésions. Au cinquième jour, moment où la culture du virus avait atteint son plein développement, les flancs de la génisse étaient désinfectés et, à l’aide d’une curette, on récoltait les éléments vaccinaux : lymphe, croûte, tissu dermique. On obtenait ainsi un produit visqueux, la pulpe vaccinale. Pour éviter sa coagulation, on y ajoutait de la glycérine, qui avait en outre un effet bactéricide sans pour autant altérer l’activité du virus. La pulpe était alors broyée, puis tamisée, afin d’obtenir un produit sirupeux : le vaccin. Ce dernier devait ensuite subir différentes épreuves de contrôle avant de pouvoir être commercialisé. Cette technique a subi des améliorations successives au cours de sa longue histoire, mais c’est bien ce vaccin produit sur flan de génisse qui permit d’éradiquer la variole en 1977.

      Le vaccin contre la variole est un exemple particulièrement probant de vaccin produit sur des animaux. Ce n’est pas le seul — nous avons déjà cité les vaccins contre la rage (produit à partir de cerveaux de moutons ; voir le chapitre 3), la fièvre jaune (produit à partir d’œufs fécondés ; voir ci-après et le chapitre 4), la grippe (produit à partir d’œufs fécondés ; voir le chapitre 5) et l’encéphalite japonaise (produit à partir de cerveaux de souris). De nos jours, ces virus continuent à être produits sur ces mêmes supports animaux. C’est également le cas des vaccins contre les oreillons et la rougeole, produits à partir d’œufs fécondés.

    

    
      Une production sur des œufs embryonnés

      Une technique révolutionna l’histoire des vaccins viraux. Elle fait appel à des animaux, ou plus exactement à des embryons.

      Au début des années 1930, aux États-Unis, le docteur Ernest Goodpasture proposa d’étudier la possibilité de cultiver le virus de la variole aviaire, ou virus folwpox, sur des œufs embryonnés. La technique était relativement simple : les œufs étaient placés dans un incubateur ; entre le dixième et le douzième jour d’incubation, la position de l’embryon était déterminée par un éclairage adapté, puis une partie de la coquille était retirée et, à l’aide d’une seringue, on inoculait le produit contenant le virus à l’intérieur de l’œuf ; on refermait alors l’ouverture avec un verre de montre scellé avec de la paraffine et l’œuf était remis dans l’incubateur.

      Ce procédé présentait deux grandes difficultés. La première concernait les contaminations bactériennes : l’œuf lui-même est un système clos parfaitement stérile, mais des germes pouvaient être introduits lors de l’inoculation, soit parce que le produit inoculé dans l’œuf était contaminé, soit parce que l’aiguille introduite dans l’œuf était porteuse de germes. À cette époque, on ne connaissait pas encore les antibiotiques, aussi était-il très difficile de réaliser ces opérations techniques de façon totalement stérile. La seconde difficulté était relative à l’impossibilité de vérifier la présence du virus dans l’œuf.

      Pour remédier à ces contraintes, Goodpasture et son assistante, Alice Woodruff, améliorèrent tout d’abord les techniques d’asepsie, notamment en s’assurant que l’échantillon à inoculer était parfaitement stérile. Quant à la visualisation du virus folwpox, elle résulte d’une idée géniale de Goodpasture : les virus se multiplient dans des organes cibles — par exemple dans le cerveau pour le virus de la polio, dans le foie pour celui de la fièvre jaune. On parle de « tropisme cellulaire » pour désigner cette cible préférentielle des virus. Dans le cas du folwpox, à l’instar des autres poxvirus (une famille de virus qui comprend, en particulier, ceux de la variole et de la vaccine), l’organe cible du virus est la peau, sur laquelle il provoque ces lésions spécifiques que nous avons signalées précédemment. Goodpasture proposa d’essayer de cultiver le folwpox sur les membranes des œufs. En effet, l’œuf fécondé comporte l’embryon, divers liquides qui assurent son alimentation et des membranes, parmi lesquelles la membrane dite chorioallantoïque. Et effectivement, en effectuant cette culture, Woodruff observa l’apparition de petites taches blanchâtres proéminentes — et donc faciles à repérer, c’était là la principale nouveauté — sur cette membrane : il s’agissait du virus folwpox. La culture de virus dans les œufs embryonnés était née. Nous étions en 1931.

      La découverte est de taille. En effet, d’autres virus se révélèrent aptes à se multiplier en grande quantité dans des œufs fécondés. C’est ainsi que sir Frank Macfarlane Burnet, futur prix Nobel de physiologie ou médecine, établit la possibilité de produire des quantités importantes de virus de la grippe dans le liquide allantoïque des œufs embryonnés. Aujourd’hui encore, il s’agit de la technique de référence pour la préparation des vaccins contre la grippe à travers le monde (voir le chapitre 5).

      Dans les années 1960, les œufs sont de plus en plus fréquemment utilisés pour produire des vaccins, en particulier les vaccins « de l’enfance », rougeole et oreillons. À l’instar du vaccin contre la fièvre jaune, ces deux vaccins produits sur des œufs sont des vaccins vivants atténués, contrairement aux vaccins contre la grippe dont le virus est inactivé par des agents chimiques. Une inquiétude surgit alors concernant ces vaccins vivants atténués : l’œuf ne risquait-il pas d’être porteur d’un agent infectieux qui serait administré en même temps que le virus vaccinal et qui pourrait être transmis à l’espèce humaine ? Les plus optimistes mirent en avant la barrière d’espèce (qui rend difficile la transmission de maladies infectieuses d’une espèce à une autre), mais était-elle vraiment absolue ? Le débat était ouvert. Et l’inquiétude fut d’autant plus vive qu’à cette époque, on connaissait plusieurs virus d’animaux (dont certains proviennent des volailles) capables d’induire des tumeurs.

      Faisons un retour en arrière. En 1909, un fermier se présente au laboratoire de Peyton Rous, un jeune chercheur de la Fondation Rockefeller. Il tient dans ses mains un poulet mort quelques heures auparavant. Rous examine l’animal, le dissèque et observe une importante tumeur sur le flanc gauche, avec des métastases dans les différents organes. L’animal présente une tumeur généralisée. Par curiosité, Rous décide d’inoculer le broyat de la tumeur après filtration à d’autres animaux, technique qui, nous l’avons vu, était à l’époque la seule permettant de détecter la présence d’un virus. En quelques jours, tous les animaux inoculés développent une tumeur similaire à celle du donneur. Le fait d’avoir filtré le broyat permet d’éliminer non seulement les bactéries, mais aussi les fragments de cellules cancéreuses. Une conclusion s’impose : la tumeur est induite par un agent filtrant, c’est-à-dire par un virus, appelé « virus du sarcome de Rous ». Cette découverte est à l’origine de la recherche sur les virus agents de tumeurs. Elle permettra à Rous d’obtenir le prix Nobel de physiologie ou médecine en 1966 (soit plus de cinquante ans après sa découverte).

      En 1960, les chercheurs connaissent des virus capables d’induire des tumeurs chez les animaux, mais aucun virus capable d’induire des tumeurs chez l’Homme. Dans le cas des volailles, on connaît à cette époque un virus tumorigène très fréquent, le virus de la leucose aviaire. Il peut se répandre rapidement dans les élevages, où il est responsable de véritables hécatombes, provoquant chaque année des pertes considérables. Ce virus se retrouve également dans les embryons de poulet. Par conséquent, les œufs utilisés pour produire des vaccins pouvaient contenir un virus responsable de tumeurs. Y avait-t-il un risque pour l’espèce humaine ? Nous verrons dans le chapitre 4 consacré à la fièvre jaune que ce risque de présence du virus de la leucose aviaire était réel. Par chance, il n’y eut aucune conséquence pour les personnes qui reçurent le vaccin contaminé.

      Avec le développement de nouveaux vaccins produits sur des œufs embryonnés, s’impose la nécessité d’améliorer la qualité des œufs en prenant en considération leur finalité, selon qu’il s’agit de vaccins inactivés ou de vaccins vivants atténués.

      Aujourd’hui, pour les vaccins inactivés, comme celui de la grippe, c’est avant tout la viabilité de l’œuf embryonné qui importe, car la qualité des œufs influe sur le rendement des productions virales. Les élevages dans lesquels les œufs sont prélevés (qualifiés d’« élevages conventionnels ») doivent être dédiés à l’industrie du vaccin et faire l’objet d’un contrôle sanitaire strict : les volailles sont vaccinées contre les principales maladies infectieuses, elles doivent être exemptes de germes et des contrôles sérologiques réguliers sont réalisés pour vérifier l’absence de maladies infectieuses pour lesquelles il n’existe pas de vaccins. Dans ces conditions, la présence d’un agent infectieux est peu probable et, dans le pire des cas, la filtration stérilisante en fin de procédé de production du vaccin élimine les bactéries et l’étape d’inactivation chimique inactive d’éventuels virus contaminants. La qualité des œufs et la technique de production assurent donc la qualité finale du vaccin.

      Pour les vaccins vivants atténués, le problème est tout à fait différent, puisqu’aucune étape d’inactivation ne permet de sécuriser le produit final. La seule protection est l’absence de germes dans les œufs. Autant dire qu’il s’agit d’un véritable défi pour les éleveurs. C’est ainsi que sont nés, au début des années 1960, les élevages de poules avec un statut sanitaire particulier : EOPS (exempt d’organismes pathogènes spécifiques) ou SPF en anglais (Specified Pathogens Free). Ces élevages sont réalisés en colonies fermées, dans une enceinte protégée, avec un personnel qualifié. Contrairement à ce qui se fait dans les élevages conventionnels, les poules pondeuses ne sont pas vaccinées, mais contrôlées régulièrement pour s’assurer qu’elles ne sont pas porteuses de germes (ces contrôles portent sur une trentaine de germes pathogènes). Tous les oiseaux sont soumis à un prélèvement sanguin lors de l’établissement de la colonie. Puis, chaque mois, on procède à des échantillonnages de sang de 5 % des volailles, dans lesquels est vérifiée l’absence d’anticorps contre les agents pathogènes connus des volailles. Les œufs EOPS sont produits en quantité limitée et leur coût est très élevé. À titre d’exemple, l’industrie pharmaceutique utilise près de 500 millions d’œufs de poule d’élevage conventionnel pour produire le vaccin grippe saisonnier inactivé (le rendement est de 1 dose de vaccin par œuf), alors que seulement quelques millions d’œufs EOPS sont disponibles à travers le monde. Fort heureusement, le rendement pour les vaccins vivants atténués est important. À titre d’exemple, un œuf fournit entre 60 et 100 doses de vaccin vivant atténué contre la grippe (car il existe aussi un vaccin contre la grippe de ce type, voir le chapitre 5).

      D’autres vaccins vivants atténués sont produits sur des œufs EOPS : les vaccins contre la rougeole, la fièvre jaune et les oreillons ; et deux vaccins viraux inactivés utilisent ce même support : le vaccin contre la rage et un vaccin contre l’encéphalite à tiques.

    

    
      Alexis Carrel et la « vieille souche »

      Passons maintenant au point décisif pour l’étude de virus : la culture des cellules. Il nous conduit à raconter une véritable saga.

      Il fallut attendre les années 1950 pour que les cultures de cellules remplacent, en partie, les animaux pour la production des vaccins. Près de soixante ans séparent donc les travaux de Louis Pasteur sur la propagation du virus de la rage sur les moelles de lapin et ceux de Jonas Salk pour la préparation du vaccin polio sur les cellules de reins de singes.

      Pourtant, la découverte de la culture de cellules ou, plus exactement, de la culture de tissus remonte à 1907, date à laquelle Ross Harrison, qui travaillait alors à l’université John-Hopkins, aux États-Unis, obtint la croissance de fibres nerveuses provenant d’embryons de grenouille. La découverte fut accueillie avec un énorme enthousiasme, car elle faisait entrevoir la possibilité de restaurer des tissus lésés et annonçait des applications déterminantes pour comprendre le fonctionnement cellulaire. Rétrospectivement, on doit reconnaître qu’il fallut de nombreuses années pour trouver une application à cette découverte.

      Dans la longue histoire des cultures cellulaires, un nom s’impose, celui d’Alexis Carrel. Né en 1873 à Sainte-Foy-lès-Lyon, il obtint le prix Nobel de physiologie ou médecine le 10 octobre 1912. Il fut le premier savant vivant aux États-Unis à obtenir cette distinction. On devine son parcours. Trop à l’étroit dans le milieu hospitalier lyonnais, il quitte la France pour l’Amérique du Nord en 1904. Il envisage d’acheter un ranch au Canada. Il rencontre alors le professeur Adelstan de Martigny, un chirurgien réputé qui l’introduit dans son service de l’Hôtel-Dieu à Montréal. L’année suivante, au cours d’un congrès, il est repéré par Simon Flexner, directeur du futur Institut Rockefeller à New York, où Carrel fera toute sa carrière. Il se consacre entièrement à la recherche.

      Dans le domaine de la chirurgie vasculaire, les travaux de Carrel font rapidement référence. Il obtient des résultats spectaculaires en réussissant, grâce à la perfection de ses réparations vasculaires, à transplanter des organes. Après la Première Guerre mondiale, qu’il passe en France, il revient aux États-Unis. Entre 1920 et 1930, il réalise une succession de découvertes, toujours à l’Institut Rockefeller : greffes, notamment de cornées ; cultures de cellules ; étude du comportement biologique des individus en fonction des conditions climatiques… Cet exceptionnel chercheur explore donc un très large champ. Pour revenir au propos qui nous intéresse ici, nous nous limiterons à la partie de l’œuvre de Carrel qui concerne les cultures cellulaires.

      Mais avant d’entrer en détail dans ce chapitre, poursuivons la description résumée de la vie de Carrel, car sa brillante carrière scientifique fut entachée, à la fin de sa vie, par la publication, en 1935, d’un ouvrage intitulé l’Homme cet inconnu, qui contient une synthèse de ses réflexions scientifiques et philosophiques. Carrel y prône l’eugénisme actif pour permettre la reconstruction de l’Homme. Il écrit par exemple : « Pour la perpétuation d’une élite, l’eugénisme est indispensable. Il est évident qu’une race doit reproduire ses meilleurs éléments. » Et de fournir des conseils pratiques pour atteindre ce but : « Pourquoi la société ne disposerait-elle pas des criminels et des aliénés d’une façon économique ? Le conditionnement des criminels les moins dangereux par le fouet, ou par quelque autre moyen plus scientifique suivi d’un court séjour à l’hôpital suffirait probablement à assurer l’ordre. Quant aux autres, ceux qui ont tué, qui ont volé à main armée, qui ont enlevé des enfants, qui ont dépouillé les pauvres, qui ont gravement trompé la confiance du public, un établissement euthanasique, pourvu de gaz approprié, permettrait d’en disposer de façon humaine et économique. »

      Nous sommes en 1935. On imagine l’impact de cet ouvrage, qui connut un énorme succès. Le professeur Jean Lépine, ami de longue date de Carrel, écrira dans une biographie dédiée à l’œuvre du prix Nobel : « Inutile de dire la déception que la lecture de telles doctrines devait causer aux esprits réfléchis. Mais au moment même où ce livre paraissait, il y avait dans le monde un fou malfaisant, mégalomane persécuté, qui se servait du racisme comme marchepied de son ambition. Nul doute que dès cette époque l’entourage d’Hitler n’ait trouvé dans les idées de Carrel un encouragement, un appui. »

      La fin de la carrière de Carrel fut dramatique. Le professeur Lépine précise : « Alors je ne sais quel mauvais génie, peut-être dans l’entourage d’Hitler, suggéra au maréchal Pétain de confier à Carrel une création nouvelle, destinée à développer par des recherches statistiques les idées générales de l'Homme cet inconnu. Il était absolument inconscient du rôle qu’on lui faisait jouer. La manière un peu rude dont il fut débarqué à la Libération de Paris lui porta un coup dont il mourut, quelques semaines après. Il est mort, sûr de sa conscience, sans avoir compris. »

      Revenons aux cultures de cellules. Très tôt, Carrel prend connaissance des travaux pionniers de Ross Harrison et il envoie un des ses collaborateurs, Montrose Burrows, s’initier à la technique des cultures de tissus. Carrel y apporte alors des modifications significatives, en partant d’un fragment de tissu, par exemple le cœur embryonnaire d’un poulet. Il utilise une lame de verre dont la partie centrale contient une petite cavité et une lamelle de verre destinée à recouvrir cette cavité. Au fond de la cavité de la lame, Carrel dispose du plasma recueilli chez les oiseaux ; il place alors le fragment de tissu dans ce plasma et ajoute un milieu nutritif constitué d’un broyat d’embryon de poulet. En quelques secondes, le plasma coagule, enfermant ainsi le fragment de tissu dans un petit caillot. La lamelle est alors disposée sur le caillot, le tout formant une petite chambre humide. Ce dispositif est alors placé dans une étuve à 37 °C. La technique est appelée « culture en goutte pendante ».

      Les jours suivants, des cellules se multiplient, sortent du fragment de tissu et se dispersent. Mais elles souffrent rapidement de l’accumulation de substances toxiques. À ce stade, Carrel apporte à nouveau une solution originale : il décide de découper le fragment de tissu, de le laver et d’en transférer une partie dans une nouvelle lame, dans des conditions de culture identiques — une opération appelée « repiquage ». Les cellules se multiplient alors de nouveau. En effectuant des repiquages successifs, réalisés dans des conditions techniques d’asepsie totale, Carrel maintient les cultures cellulaires en vie. Pour ce faire, il s’inspire de son expérience de chirurgien — chaque technicien est équipé d’une blouse, d’une cagoule et de chausses de couleur noire parfaitement aseptisées. La description technique que fera Carrel de ses cultures de cellules, le mystère qui entoure certains gestes techniques, les conditions draconiennes de l’asepsie découragèrent bons nombres de chercheurs qui voulaient se lancer dans la culture de tissus. Carrel, qui est alors présenté comme un véritable gourou, entre définitivement dans l’histoire des cultures cellulaires grâce à la mise en culture, en 1912, dans son laboratoire, d’un fragment de tissu de cœur embryonnaire de poulet selon la technique précitée et dont les cellules seront repiquées pendant trente-quatre ans sans interruption. Carrel prétend ainsi avoir démontré l’immortalité des cellules en culture. L’événement est repris par les médias et la survie des cellules de Carrel, dénommées familièrement la « vieille souche », fait l’objet d’un reportage annuel dans la presse américaine.

      Outre l’amélioration de la multiplication des cellules selon la technique de la goutte pendante, les apports de l’équipe de Carrel à la culture cellulaire furent nombreux. Aussi est-il légitime de considérer Alexis Carrel comme le père des cultures cellulaires.

      Attardons-nous quelque peu sur la vieille souche, référence incontestée du travail de Carrel dans le domaine des cultures cellulaires. Comment peut-on expliquer l’immortalité des cellules de Carrel ? Un historien de la médecine, le docteur Jan Witkowski, mena une minutieuse enquête plus de trente ans après le décès de Carrel. Nous résumons ici ses conclusions, fondées sur plusieurs hypothèses et de curieuses révélations. Une cellule peut-elle devenir immortelle ? Oui. Mais à une condition : elle doit subir un processus de transformation, une modification importante de son comportement ; elle doit notamment acquérir une croissance anarchique et infinie. Ce processus peut se produire spontanément (phénomène extrêmement rare, mais rapporté pour des cellules de souris) ou bien la transformation cellulaire peut être induite par des facteurs externes, tel un virus oncogène. Des cellules ainsi transformées se multiplient indéfiniment et certaines possèdent parfois un pouvoir tumorigène (elles sont capables d’induire des tumeurs) lorsqu’elles sont inoculées à un animal. Or la cellule de Carrel ne semble pas avoir été immortalisée par transformation, Carrel ayant toujours précisé que sa cellule était normale.

      La seconde possibilité pour expliquer la propagation infinie des cellules de la « vieille souche » pourrait résulter des conditions de leur culture. En effet, Carrel précise qu’il cultive des cellules de poulet sur un support en verre en présence d’un milieu contenant notamment un extrait d’embryon de poulet. Ce milieu est préparé dans les conditions suivantes : l’embryon est finement haché, mis en suspension dans une solution saline, puis centrifugé ; le surnageant (c’est-à-dire le liquide qui reste après la centrifugation) constitue le milieu de culture. Ce processus peut suggérer une piste expliquant l’immortalité des cellules de Carrel. La centrifugation doit être réalisée à vitesse assez élevée si l’on veut bien séparer les cellules et le liquide qui constitue le surnageant ; sinon, le milieu obtenu peut contenir des cellules fraîches d’embryon, qu’il apportera à la culture cellulaire. Or, à ce stade de l’enquête, le mystère s’épaissit : dans son investigation auprès des anciens collaborateurs de Carrel, Witkowski n’est pas en mesure d’obtenir la précision essentielle que représente la vitesse de centrifugation.

      Dans son rapport, Witkowski rapporte des propos intrigants. Ils émanent d’un vigoureux opposant aux conclusions de Carrel sur l’immortalité de la « vieille souche », le docteur Leonard Hayflick. Ce dernier précise que, en 1963, à la faculté de médecine de Porto Rico, lors d’une présentation de ses travaux sur les cultures cellulaires, il mit en doute l’immortalité de la cellule de Carrel. À la fin de sa présentation, une femme s’approcha de lui et se présenta. Alors retraitée, elle avait travaillé pendant de nombreuses années au laboratoire de Carrel. Elle fit à Hayflick la confidence suivante : « Je n’ai jamais rapporté au préalable les informations que je vous donne aujourd’hui. Effectivement, dans les cultures de Carrel, nous ajoutions un milieu qui contenait des cellules fraîches. Ayant observé cela à maintes reprises, j’en avais fait part au chef du laboratoire, mais il ignora totalement ma remarque. »

      Mais l’enquête de Witkowski ne s’arrête pas là. Il rencontre de nombreux chercheurs qui ont travaillé à la Fondation Rockefeller ou l’ont visitée à l’époque de Carrel, notamment le docteur Ralph Buchsbaum, qui était alors un jeune chercheur de l’université de Chicago. Au cours de l’été 1930, il se rend à New York et demande à visiter le laboratoire de Carrel, sans succès. Il insiste. Finalement, un assistant de Carrel (ce dernier est alors en vacances en Espagne) accepte de lui faire effectuer un rapide tour du laboratoire. Buchsbaum demande alors à voir la fameuse cellule immortelle de Carrel. On le lui refuse, au prétexte qu’il s’agit d’un matériel trop précieux et qu’il y a des risques de contamination de la cellule. Il insiste, sans succès. Alors que son guide l’abandonne, il rencontre une jeune technicienne du laboratoire de Carrel, qu’il supplie de lui laisser observer la culture cellulaire. Après de longues tractations, elle accepte. Elle précise alors : « Si le docteur Carrel savait ce qu’il se passe, il aurait un arrêt cardiaque. »

      Buchsbaum observe les cellules, et il est surpris de constater qu’elles sont en mauvais état et qu’elles vont mourir. Il le précise à la technicienne qui acquiesce et affirme : « Pas question de les laisser mourir, le docteur Carrel serait catastrophé, je vais ajouter des cellules fraîches afin de faire repartir la culture. » Buchsbaum est stupéfait : la « vieille souche » n’est qu’une vulgaire fraude. Lui qui, dans son laboratoire, n’a jamais pu maintenir des cultures cellulaires similaires que durant quelques semaines, voire, dans le meilleur des cas, quelques mois, est régulièrement accusé d’incompétence par son responsable, le docteur Bloom, avec cette éternelle remarque : « Carrel, lui, y arrive. Buchshbaum, vous manquez de dextérité. » Cette fois, le jeune chercheur a sa revanche. Il rapporte ce qu’il a vu au laboratoire de Carrel au docteur Bloom, mais ce dernier refuse de le croire.

      La « vieille souche » survivra peu à Carrel qui, avant le début de la Seconde Guerre mondiale, rentre en France. Il meurt à Paris le 5 novembre 1944, tandis que la vieille souche arrêtera son long et mystérieux périple de trente-quatre ans le 26 avril 1946. Elle fera une dernière fois la une de l'Herald Tribune daté du 2 octobre 1946.

      Witkowski ne put jamais obtenir de confirmation des allégations de Bluchsbaum de la part des collaborateurs de Carrel. Le mystère de la « vieille souche » ne sera jamais tout à fait résolu, même si l’enquête de Witkowski ouvre des pistes évocatrices. Mais la principale énigme demeure : que savait Carrel de ce qui se pratiquait au sein de son laboratoire ?

      Le prestige du prix Nobel était tel qu’il fallut attendre près d’un demi-siècle pour qu’une évidence s’impose : les cellules normales ne sont pas immortelles. Que de temps perdu…

    

    
      Cellules primaires de reins de singes et prix Nobel

      Malgré les travaux techniques de Carrel et de son équipe à l’Institut Rockefeller — qui, indépendamment de la fraude sur la « vieille souche », étaient remarquables concernant la mise au point des conditions de culture des cellules —, il faut reconnaître que, dans les années 1940, les cultures de cellules sont loin d’avoir répondu à l’espoir que l’on plaçait en elles.

      À cette époque, de nombreux chercheurs se passionnent pour la mise au point d’un vaccin contre la polio. Des pistes ont été ouvertes par trois chercheurs, Hilary Koprowski, Jonas Salk et Albert Sabin (dont nous reparlerons abondamment dans le prochain chapitre). Il reste néanmoins une étape essentielle à franchir : produire des quantités importantes de virus contre la poliomyélite pour préparer un vaccin. À cette époque, un dogme s’impose : le virus de la poliomyélite ne se cultive que dans les cellules nerveuses et la méthode la plus usuelle pour le multiplier demeure son inoculation in vivo dans des cerveaux de singes. Sabin avait montré qu’il était possible de propager le virus de la polio dans des cellules nerveuses mises en culture, mais celles-ci étaient difficiles à préparer et l’application n’avait aucun intérêt pratique.

      C’est à ce stade qu’intervient un trio de chercheurs de la prestigieuse université américaine Harvard : John Enders, Thomas Weller et Frederick Robbins. Si Enders, le patron du labo, est un chercheur chevronné, tel n’est pas le cas des deux autres, qui ont rejoint son laboratoire grâce à une bourse de courte durée obtenue auprès du National Research Council. Dès son arrivée, Robbins précise à Enders qu’il ne souhaite pas travailler sur la polio, un sujet qui occupe alors la grande majorité des chercheurs américains. Son intérêt se porte sur les virus responsables des diarrhées. Quant à Weller, il s’intéresse tout particulièrement au virus de la varicelle.

      La technique de culture cellulaire est alors des plus rudimentaires : elle consiste à déposer dans un tube un fragment de tissu humain en suspension dans un milieu nutritif que l’on change tous les quatre jours et dans lequel on ajoute l’échantillon susceptible de contenir un virus. Cette technique bénéficie toutefois d’un progrès décisif par rapport à l’époque héroïque de Carrel : l’emploi des antibiotiques (pénicilline et streptomycine), qui facilitent le maintien de la stérilité des cultures, en particulier dans la recherche de virus dans les selles de malades.

      Nous sommes en mars 1948. Robbins utilise des cellules d’intestin de souris pour essayer de multiplier les virus responsables de diarrhées. Quant à Weller, il cultive des cellules humaines d’origine embryonnaire. Robbins raconte : « Je n’arrivais pas à multiplier les virus. J’en fais part au patron, en lui indiquant qu’il faut que j’essaie avec un autre virus. » Enders lui répond : « Je me demande si nous ne devrions pas essayer le virus de la polio. Après tout, dans l’infection humaine, le virus se multiplie dans l’intestin. Pourquoi pas dans tes cellules intestinales de souris ? »

      L’idée paraît logique à Robbins. Le laboratoire dispose d’une souche de virus polio de type 2 appelée « souche Lansing », qui possède la propriété de tuer la souris. Robbins récupère le virus dans le congélateur et l’inocule aux cellules intestinales de souris. Il propose à Weller de faire de même sur les différentes cellules embryonnaires humaines. À la surprise des trois chercheurs, le virus de la polio de type 2 se multiplie dans les différents tissus d’origine embryonnaire qu’avait préparés Weller, et pas dans les cellules intestinales de Robbins. Pour la première fois, le trio d’Harvard a donc réussi à multiplier les virus polio dans des tissus autres que des tissus nerveux, ce qui constitue une véritable révolution technique dans le monde des virologues.

      Ils font une autre découverte, liée au colorant contenu dans les milieux de culture, le rouge de phénol : lorsque les cellules se multiplient, elles produisent de l’acide, ce qui provoque un changement de couleur du milieu, qui passe du rouge à l’orange, puis au jaune ; or, le virus bloquant la multiplication des cellules et détruisant ces dernières, en présence du virus, le milieu reste rouge. L’observation réalisée au microscope le confirme : les milieux de culture restés rouge sont ceux dans lesquels les cellules ont été détruites par le virus. Cette simple visualisation de la couleur du milieu permet donc de déterminer très aisément si le virus de la polio est présent ou non. Mieux encore, cette technique permet de quantifier le nombre de particules virales contenues dans un échantillon (on utilise l’expression « titrer le virus »), ce qui, jusqu’alors, ne pouvait se faire qu’à l’aide de plusieurs dizaines d’animaux. Le 28 janvier 1949, les travaux d’Enders, Robbins et Weller sont publiés dans la revue Science sous le titre « Culture de la souche Lansing du virus de la poliomyélite sur différents tissus embryonnaires d’origine humaine ». La même approche permet de démontrer que les deux autres types de virus polio (polio de type 1 et polio de type 3) se multiplient de façon similaire.

      La suite de l’histoire a d’importantes conséquences pour le développement du vaccin contre la polio. Il est établi que les virus de la polio peuvent se multiplier très efficacement dans des cellules de reins de singes en culture (ces cellules sont dites « primaires », voir l’encadré page suivante). La porte est alors ouverte à la production massive des virus et, par conséquent, à la production de vaccins contre la polio, qui se fera en quelques années.

    

    
      Cellules primaires, cellules diploïdes et cellules hétéroploïdes
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