
Un des sujets soumis le plus à des controverses d’origine socio-techniques est la vaccination. Bien que l’efficacité de la 
vaccination ou l’absence de déséquilibre entre bénéfices et risques ne soient pas remises en question par des débats 
scientifiques, il n’en demeure pas moins que ces sujets sont très médiatisés et que des médias anti-vaccinations fleurissent 
de plus en plus. C’est pourquoi il a été choisi d’illustrer cette ressource à l’aide de l’exemple de la vaccination contre la 
grippe.

Trois types d’activités sont proposés dans cette ressource :
1. Des activités pour découvrir la notion de controverse : elles ont pour objectif de faire découvrir aux élèves à travers 
quelques documents l’histoire des controverses concernant la vaccination et de se rendre compte du poids des croyances 
dans celles-ci.
2. Des activités pour revoir les méthodes d’analyse de corrélations : elles permettent à l’élève de faire un état des lieux 
des faits scientifiques actuels au sujet de la vaccination contre la grippe tout en faisant un rappel de toutes les méthodes 
vues depuis la sixième qui sont nécessaires pour aborder l’analyse de débats.
3. Une activité d’analyse du niveau de preuve des allégations lors d’un débat pour identifier des controverses : il s’agit 
d’analyser des débats ou des discours argumentés. Une méthode simplifiée d’analyse est proposée pour permettre aux 
élèves d’identifier quelques stratégies de base à acquérir.

Afin de permettre aux enseignants d’élaborer des documents qui serviront aux élèves pour établir les faits scientifiques 
nécessaires à l’analyse des débats, un certain nombre d’études simplifiées seront présentées et analysées. Ces documents 
pourraient être utilisés tels quels auprès des élèves si un travail de préparation à l’analyse de ce type de documents a 
déjà été effectué auparavant (pour illustrer une façon d’y parvenir, consulter par exemple la ressource «La validation d’hy-
pothèses au cycle 4 sur le thème de l’équilibre alimentaire et du microbiome» - Waag, 2016). Ces documents peuvent 
sinon être adaptés de différentes façons pour faciliter leur appréhension. La ressource propose de nombreuses activités. 
L’ensemble ne pourrait bien évidemment pas être traité au cours d’une seule année scolaire si l’on souhaite suivre les 
programmes officiels. Il est donc nécessaire de faire des choix en fonction des élèves que nous avons en face de nous.

Objectifs de cette ressource

- Proposer des documents dont le niveau de preuve puisse être évalué le plus précisément possible par les élèves.
- Permettre aux élèves d’évaluer facilement des controverses.
- Mettre en évidence de nombreuses possibilités de controverses socio-techniques mais aucune controverse scientifique 
avec les données actuelles concernant le bénéfice de la vaccination pour lutter contre les pandémies.
- Argumenter les bénéfices de la vaccination contre le virus de la grippe.

Pré-requis

S’adresser à des élèves sachant :
- proposer des corrélations scientifiques.
- identifier un niveau de preuve.
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1. Des activités pour découvrir la notion de controverse

Une controverse socio-technique et scientifique : les expériences de Jenner

Depuis l’invention de la vaccination, le public manifeste de la peur, voir de l’hostilité vis-à-vis de cette méthode préventive 
qui a pourtant fait largement ses preuves. À chaque nouveau vaccin, des théories du complot visant notamment à faire 
croire que l’industrie pharmaceutique domine les décisions politiques dans le monde amènent le public à se méfier de ces 
importantes découvertes.

L’origine de cette peur pourrait, peut-être, être en partie expliquée par la façon dont les premières expériences scienti-
fiques de vaccination ont été menées.

Dans les années 1770, alors que les études épidémiologiques n’existaient pas telles qu’on les connaît actuellement, Jen-
ner s’est basé sur le constat anecdotique que les trayeuses de vaches survivaient à des symptômes anormalement faibles 
de la variole, pour réaliser une expérience risquée qui consistait à inoculer la vaccine à un enfant puis de l’exposer à la 
variole.

La publication de Jenner fut une description du suivi sur plusieurs mois de 23 cas vaccinés puis inoculés avec la variole 
(Jenner, 1798). Ces résultats furent confirmés par Pearson par un suivi démarré en 1799 des expériences de vaccination 
au niveau national (Baron, 1838).

Une autre expérience fut menée en 1777 par George Washington (Foege, 2011) qui fit vacciner les troupes américaines 
contre la variole à une époque où l’armée anglaise les dominaient sur ce point car ils avaient pu survivre à des épidémies 
et acquérir ainsi une immunisation utile en temps de guerre. Cependant cette pratique ne fut pas sans conséquences 
puisque des soldats sont morts de cette vaccination même si la guerre contre les Anglais fut gagnée.

Woodwille fit également une expérience de vaccination sur 600 personnes en 1799 (Baxby, 1981). De nombreuses per-
sonnes ont développé des éruptions cutanées de variole après le test d’inoculation. On pense que des erreurs dans la 
préparation du matériel de vaccination sont à l’origine de ces résultats (Crookshank, 1889). En effet, on utilisait toujours le 
même bistouri pour la vaccination et l’inoculation de la variole. Des confusions entre les lésions de la vaccine et de la va-
riole étaient également faites lorsqu’il s’agissait de récupérer l’inoculat. Des controverses socio-techniques et scientifiques 
sont donc apparues à cette époque.

Il pourrait être intéressant d’aborder ces controverses par une analyse d’illustrations de cette époque (ainsi que des don-
nées ci-dessus).
On pourrait par exemple demander aux élèves de faire un petit travail de recherche sur les expériences de Jenner afin 
d’expliquer le tableau présenté dans le document 1 et de faire une analyse de l’illustration du document 2.
Il serait ainsi possible d’amener les élèves à appréhender le principe de la vaccination mais aussi de revenir sur la notion 
de niveau de preuve. Les élèves pourront également se rendre compte du poids des croyances dans les controverses en 
analysant la caricature. Ils seront également à même de comprendre l’origine de ces croyances (protocole de Jenner éthi-
quement discutable, erreurs à l’origine de morts dans les expériences).

Une controverse socio-technique et scientifique : la campagne de vaccination contre la grippe de 1976 aux USA

Alors que la variole tuait 400 000 personnes chaque année en Europe au XVIIIe s. et qu’un tiers des survivants devenait 
aveugle (Barquet, 1997), l’éradication de cette maladie a fait oublier ses conséquences au public. Ainsi l’inconfort pouvant 
être ressenti et les rares cas de complications graves constatés ont amené les populations à se méfier de la vaccination 
surtout lorsqu’il s’agissait de réaliser la fameuse piqûre chez les enfants. Un grand pas pour la mobilisation anti-vaccinale 
fut fait lorsqu’une nouvelle souche de virus de la grippe fit son apparation, le virus de la grippe porcine qui ne pouvait être 
différencié à l’époque de celui de la grippe. Une relation temporelle forte entre la campagne vaccinale de masse aux USA 
de 1976 et la survenue de syndromes de Guillain-Barré a été constatée (Schonberger, 1979). De plus, suite au moratorium, 
le nombre de cas de syndromes de Guillain-Barré a immédiatement diminué (Freedman, 1999). Malgré les nombreux 
biais rapidement constatés comme la méthode utilisée pour diagnostiquer les cas de syndrome de Guillain-Barré (pas 
de critères établis par le CDC pour les personnels de santé, pas de copies de compte-rendus médicaux, une variabilité 
importante des qualifications des personnes faisant le diagnostique, pas toujours de suivi des patients, pas d’évaluation 
neurologique standardisée des dossiers cliniques) et l’absence de résultats concordants avec une étude menée dans l’ar-
mée (Kurland, 1985), une forte controverse à la fois socio-technique et scientifique est née.

Cette notion de controverse peut être abordée par une étude de photographies de 1976 illustrant la façon dont la vac-
cination était perçue. Un exemple est proposé dans le document 3. L’objectif pourrait donc être de faire définir par les 
élèves la façon dont était perçue la vaccination à cette époque. Ce constat pourrait être ensuite confronté aux données 
mettant en évidence l’efficacité de la vaccination pour éradiquer la variole. Des données adaptées sont proposées dans 
les documents 4 et 5 qui permettent de proposer un lien entre la vaccination et l’éradication de la variole. L’origine de la 
controverse scientifique des années 70  au sujet de la vaccination peut être abordée à l’aide du document 6 qui permet 
d’établir une relation temporelle forte entre la survenue du syndrome de Guillain-Barré et la vaccination. 



Il est important de constater à ce niveau de notre démarche que malgré l’existence à cette époque d’une controverse 
scientifique sur l’existence ou non d’un risque de syndrome de Guillain-Barré associé à la vaccination, celle-ci ne portait 
pas sur un déséquilibre entre les bénéfices et les risques de la vaccination. En effet, le risque était de 1 cas de Guillain-Bar-
ré pour 100 000 vaccinations face à un risque de pandémie grippale (Schonberger, 1979).

2. Des activités pour revoir les méthodes d’analyse de corrélations

Les sources de doute du public vis-à-vis de la vaccination ayant été établies (poids des croyances, expériences historiques 
manquant fortement de rigueur et posant de nombreux problèmes éthiques, manque de précision dans les études épi-
démiologiques concernant la vaccination dans les années 70 face à une maladie méconnue,...), il est possible d’aller plus 
loin avec les élèves en tentant d’établir les faits suivants avec le niveau de preuve atteint actuellement d’après les récentes 
revues de la littérature :

- La vaccination contre la grippe est efficace pour permettre l’immunisation contre le virus de la grippe (niveau de preuve : 
nombreuses études épidémiologiques avec des effectifs suffisants, essais cliniques, expériences sur les animaux et des 
études chez les humains aux résultats similaires à ceux obtenus dans les expériences animales, des mécanisme biolo-
giques incomplets).
- Les risques associés à la vaccination sont extrêmement faibles (nombreuses études épidémiologiques avec des effectifs 
suffisants, des mécanismes biologiques incomplets).

Pour illustrer les liens qui caractérisent ces deux faits, différents supports sont proposés afin d’envisager des activités ayant 
pour but de développer chez l’élève différents regards critiques vis-à-vis des données scientifiques (voir figure 2).

Il est possible à partir de ce document de faire calculer par les élèves des risques relatifs par comparaison des valeurs de 
chaque courbe (les résultats sont indiqués dans la figure 1).

FIGURE 1
Le risque relatif de survenue d’un syndrome de Guillain-Barré chez les individus vaccinés par rapport à ceux qui 
ne le sont pas pour chaque semaine suivant la campagne de vaccination de 1976 aux USA (Schonberger, 1979)

FIGURE 2
Les différents supports proposés et les questions auxquelles ont pourrait faire aboutir nos élèves

Support utilisé Regard critique

Données brutes et courbes de régression La représentation d’une courbe de régression dans un article signifie-t-elle forcément un lien causal ?

Article Un article annoncé comme étant scientifique l’est-il toujours véritablement ?

La revue de la littérature
- Les valeurs de risque relatif sont-elles toujours à interpréter de la même façon ?

- Peut-on se faire un avis tranché en lisant une synthèse même si elle met en relation des données 
épidémiologiques, cliniques et expérimentales pour proposer un mécanisme biologique ?

Méta-analyse de données épidémiolo-
giques Comment exploiter une méta-analyse ?

Essai clinique Comment un essai clinique peut-il renforcer le niveau de preuve ?



Par ailleurs les sujets ont été choisis afin de permettre aux élèves d’adopter un esprit critique pour des thèmes très média-
tisés (le risque de syndrome de Guillain-Barré, l’efficacité de la vaccination contre la grippe chez les personnes âgées,...).

Proposer des liens grâce aux courbes de régression

En classe, nous utilisons très fréquemment des graphiques afin d’établir des liens entre deux paramètres (par exemple, 
lorsqu’on étudie les effets de l’intensité des efforts physiques sur le fonctionnement des organes). C’est l’occasion de faire 
découvrir aux élèves l’analyse de la force d’un lien. Dans les différents exemples d’activités de construction de graphiques, 
lorsque les données sont mesurées par les élèves et qu’elles sont en assez grande quantité, il est possible de leur faire 
découvrir la situation où des points seront bien alignés (le lien établi sera donc fort) et où les points ne seront pas bien 
alignés (le lien sera plus faible). Dans le cas de la vaccination, il est possible d’appliquer à nouveau de façon assez simple 
cette méthode d’analyse et de voir son intérêt dans une analyse critique. Les documents 7-8-9 correspondent aux résultats 
d’une étude mentionnée par un intervenant du débat analysé dans la dernière partie de cette ressource et positionné 
contre la vaccination. Il est intéressant de faire constater aux élèves que l’auteur est arrivé à la conclusion que le risque de 
mortalité infantile augmenterait en fonction du nombre de doses vaccinales administrées alors que l’analyse de graphique 
que nos élèves peuvent faire les amène en fait à identifier qu’il ne peut pas être démontré un lien causal du fait de l’utili-
sation de données qui ne correspondent pas à des mesures d’exposition individuelle au vaccin.

Avoir un regard critique sur les sources d’un document à priori scientifique

Un des éléments clés pour discuter du niveau de preuve d’une étude est de vérifier en premier lieu que l’objet de notre 
étude provient d’un article scientifique. En vérifiant la nature de la revue où sont publiées les données, il est possible de se 
faire une idée. En étudiant la bibliographie et la profession de l’auteur, on peut également se faire une idée assez précise 
de la nature du document sur lequel on travaille. Un auteur que l’on peut considérer comme scientifique apte à traiter d’un 
sujet donné doit afficher un scepticisme initial. Dans le cas de l’extrait d’article «scientifique» présenté dans le document 
6, un simple travail de recherche sur internet (voir figure 3) permettra à l’élève d’identifier que l’auteur est engagé dans 
une association anti-vaccinale et risque d’être moins objectif.

FIGURE 3
Extrait du site https://vaccines.procon.org/view.source.php?sourceID=012895
et de wikipedia présentant l’auteur de l’article présenté dans le doc.6.



L’analyse de biais dans les études pour prendre de la distance avec les valeurs chiffrées

Dans l’exemple de la campagne de vaccination de 1976, nous avons pu voir les biais majeurs de l’étude qui avait mis en 
évidence une forte augmentation du nombre de cas de syndrome de Guillain-Barré. Malgré tout, nous n’avons pas pu 
arriver à une conclusion totalement satisfaisante pour ce sujet. Afin d’identifier un éventuel lien entre cette maladie et la 
vaccination, il est indispendable de travailler sur de nombreuses études épidémiologiques (voir Waag, 2016 concernant la 
démarche de validation d’une hypothèse). L’interprétation de valeurs dans ces études nécessite de prendre beaucoup de 
précautions. Ce travail n’est cependant pas totalement inaccessible pour des élèves. Différentes déclinaisons d’une revue 
de la littérature sont proposées dans les doc. 10-11-12. Pour chaque variante, des tâches et des objectifs sont proposés 
(voir figure 4).

Dans la première variante (qui peut être encore allégée en indiquant seulement les risques relatifs par étude), il s’agit 
de constater que le risque de syndrome de Guillain-Barré est plus élevé lorsqu’on est vacciné, si on s’intéresse aux deux 
premières études. Les autres données par contre, permettent de constater qu’au cours de certaines années ce risque est 
diminué lorsqu’on est vacciné. Le fait que la vaccination puisse à la fois augmenter et diminuer ce risque, n’a à priori pas 
de sens. Il faut faire intervenir des biais de saisonnalité et un facteur de confusion, comme l’effet d’une infection par le 
virus de la grippe sur le déclenchement des réactions auto-immunes. Bien entendu, cette dernière proposition ne sera 
pas formalisée par des élèves de troisième. Cependant, des tentatives d’explication révéleront que les élèves auront pu 
appréhender de façon intuitive la problématique de biais qui se pose. La donnée de l’étude de Stowe en 2009 présente 
dans le tableau pourrait servir d’indice pour les élèves.
Par ailleurs, il est également possible de leur faire constater sans difficulté que les risques recensés sont bien inférieurs 
aux valeurs trouvées dans le doc. 6 pour la campagne vaccinale de 1976 aux USA (risque relatif supérieur à 15). Il est inté-
ressant également de constater les proportions d’individus atteints du syndrome dans la population. On pourra préciser 
qu’en France, il y a 2,4 cas pour 100 000 personnes par an qui sont atteintes de ce syndrome. La grippe quant à elle est 
responsable de 1 500 à 3 000 décès par an en France (en 2014, il y a eu une mortalité exceptionnelle de 18 300 décès). 
Par ailleurs en Afrique sub-saharienne, jusqu’à 650 000 décès par an sont dus à la grippe saisonnière. Le risque lié à la 
vaccination semble donc bien faible s’il en existe effectivement un.

Dans la deuxième variante, une liste de biais est déjà proposée. Il pourrait s’agir pour l’élève de rédiger un discours argu-
menté au sujet du lien éventuel entre vaccination et survenue du syndrome.

Dans la dernière variante, les biais ne sont pas indiqués mais des données complémentaires (doc. 12) peuvent permettre 
aux élèves de les envisager. Le biais mis en évidence ici est un facteur de confusion qui correspond à la survenue des syn-
dromes grippaux à la même période. D’autres biais peuvent être proposés par l’étude du doc .10 (en comparant les deux 
premières études aux autres ou en regardant attentivement la conception des études de Hughes, 2006 et Stowe, 2009).

Comprendre comment des biais peuvent être contournés par les essais cliniques

Comme nous l’avons vu dans le cas du syndrome de Guillain-Barré, de nombreux biais dans les études rétrospectives 
compliquent les interprétations des résultats pour proposer des corrélations. 
L’exploitation d’une méta-analyse peut apporter des éléments qui facilitent l’établissement de corrélations en augmentant 
le nombre de cas lorsque le protocole a été reproduit. Ceci peut être mis en évidence par un travail avec les élèves en 
questionnant le lien entre risque de mort subite du nouveau-né et l’immunisation. On arrive facilement, avec les données 
du doc. 13, à mettre en évidence que la vaccination diminue ce risque. En effet les risques relatifs sont presque tous bien 
inférieurs à 1.

Niveau Document Tâche Objectif

3e 10
Proposer une conclusion en se basant sur les deux 

premières études puis en prenant en compte 
toutes les autres

Appréhender de façon intuitive la notion 
de biais

2nde 11
Exploiter l’ensemble des valeurs tout en prenant 
en compte les différents biais pour parvenir à une 

conclusion

Comprendre l’impact des biais dans 
l’analyse

1ère-
Term

10
+12

Utiliser les différentes données pour expliquer la di-
versité des valeurs obtenues dans la méta-analyse. 

Que peut-on conclure de toutes ces données ?

Définir des biais et les prendre en 
compte dans une analyse

FIGURE 4
Les différentes variantes d’exploitation des doc. 10-11-12
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Dans le cas de la mise en évidence de l’efficacité de la vaccination chez les personnages âgées, les méta-analyses semblent 
par contre indiquer qu’il est impossible de proposer des corrélations du fait de biais particuliers (voir doc. 14A : on n’ob-
tient pas une courbe reliant la fréquence de morbidité et le taux de vaccination). Il peut être intéressant de travailler sur 
ce sujet avec les élèves afin qu’ils comprennent qu’il est important de faire un suivi sur une longue période pour pouvoir 
mettre en évidence des biais (avant, pendant et après les épidémies grippales). L’exploitation du document 14B permet 
de constater que la vaccination est associée à une réduction de 44 % de la mortalité pendant l’épidémie mais de 61 % 
avant l’épidémie de grippe. Cette diminution du risque avant la saison de la grippe reflète la présence de biais. Ce biais 
correspond en fait à un choix préférentiel des personnes âgées en bonne santé de se faire vacciner (Jackson, 2006).

Il serait ensuite formateur d’exploiter le doc. 15 qui présente les conditions et résultats d’un essai clinique visant à établir 
un lien entre la vaccination et la protection contre le virus de la grippe chez les personnes âgées.

Proposer des liens en se référant à des mécanismes biologiques : l’exemple de l’efficacité de la vaccination contre la grippe

Pour atteindre un niveau de preuve satisfaisant concernant une allégation, il est nécessaire de proposer des mécanismes 
biologiques confirmant le lien mis en évidence par des essais cliniques et des expériences in-vitro.
Il est possible, dès la troisième, de faire analyser des essais cliniques pour mettre en évidence que la vaccination contre la 
grippe entraîne une production d’anticorps dirigés contre deux types d’antigènes et que ces anticorps sont efficaces pour 
empêcher l’infection (doc. 16 A et B). Des études chez les souris permettent d’établir que le mode d’action des anticorps 
correspond à une fixation sur ces antigènes (doc. 17A) et qu’ils permettent, selon des études in vitro chez l’Homme, d’em-
pêcher la formation de protéines virales (doc. 17B). Un travail de schématisation peut être envisagé afin de modéliser ce 
mécanisme (cf. figure 5).

Proposer des liens en se référant à des mécanismes biologiques : l’exemple du lien entre vaccination et les réactions auto-immunes

L’une des plus grandes angoisses du public concernant la vaccination contre la grippe est l’éventualité d’un lien causal 
avec le syndrome de Guillain-Barré. Nous avons vu qu’une association temporelle forte avait été source d’inquiétudes 
dans les années 70 (cf. doc. 6). Malgré les importants biais expliquant l’aberrance des résultats excessifs de calculs de 
risques relatifs, le public n’a pas été rassuré. Il l’a été encore moins avec les études épidémiologiques qui ont suivi car 
elles nécessitaient une analyse critique avec beaucoup de recul surtout lorsqu’en 2009, aux USA, une nouvelle association 
temporelle forte a été constatée. Malgré les nombreuses données épidémiologiques permettant d’être rassurés (cf. doc. 
12), il a été proposé que la vaccination anti-grippale induirait des phénomènes auto-immuns (Segal, 2018). Un résumé 
d’une revue de la littérature à ce sujet est proposé dans le doc. 18A et permet de se faire une idée de ce que peut être 
une synthèse sélectionnant de façon trop restreinte la littérature disponible pour servir un propos. On se rend compte 
qu’une expérience importante chez des souris est mentionnée pouvant mettre en évidence un effet de mimétisme mo-
léculaire à l’origine de réactions auto-immunes (doc. 18B). Par contre, des analyses cliniques et des tentatives de repro-
duction des expériences chez les souris n’ont pas été prises en compte dans le discours alors que les résultats révélaient 
une absence de lien entre la vaccination et la production d’anticorps impliqués dans des réactions auto-immunes (doc. 18 
C). Un travail de synthèse peut être réalisé avec des élèves de lycée sur ce sujet en exploitant dans un premier temps les 
doc. 18A et B puis dans un deuxième temps les doc. 18C et 19. Les conclusions obtenues amènent alors à une notion de 
controverse scientifique. Il est également important de faire comprendre aux élèves que cette controverse ne peut nourrir 
une crainte déraisonnable vis-à-vis de la vaccination puisque de nombreuses données épidémiologiques suggèrent une 
diminution du risque de  syndrome de Guillain-Barré suite à la vaccination du fait de son effet protecteur contre le virus de 
la grippe potentiellement responsable de syndrome de Guillain-Barré (cf. Tam, 2007 - Lehmann, 2010 et Vellozzi, 2014).
Lors de débats ou de discours argumentés, les intervenants effectuent souvent une revue de la littérature. Il est intéressant 
de constater que ces revues peuvent facilement être utilisées pour donner du poids à un argumentaire puisqu’il s’agit 
souvent d’une sélection non exhaustive et biaisée de données scientifiques. Dans les revues de la littérature de maga-
zines scientifiques « sérieux », le problème reste le même car leurs auteurs ne sont pas spécialisés dans l’ensemble des 
domaines qu’ils traitent. En terminale, le travail proposé peut donc être intéressant car il pourrait préparer nos élèves aux 
années de fac qui les attendent au cours desquelles ils seront amenés à réaliser des revues de la littérature.

Les anticorps neutralisent le virus

Les anticorps empêchent le virus d’entrer dans la cellule-hôte

FIGURE 5
Les effets de la vaccination par l’intermédiaire des anticorps (adapté de Soema, 2015)



3. Une activité d’analyse du niveau de preuve des allégations lors d’un débat pour identifier des controverses

L’objectif final de cette ressource est de proposer une méthode et des activités permettant à des élèves de troisième et 
lycée d’analyser des affirmations faites par exemple lors de débats ou proposées dans des discours ou textes argumentés.

L’activité proposée peut être de demander aux élèves d’analyser un extrait vidéo de débat (l’exemple suivant exploite par 
l’émission « Pour ou contre : Grippe : Faut-il se faire vacciner  ? » diffusée sur RTL TVI - lien web).

La méthode en quatre étapes proposée ici (figure 6) est menée en exploitant les données du chapitre 2 de cette ressource. 
Il est possible d’adapter les attendus en fonction de ce qui aura été travaillé avec les élèves. Il est cependant indispensable 
d’avoir établi des faits au sujet de l’efficacité de la vaccination contre la grippe et sur la quantification des risques associés.

Dans la plupart des débats comme celui qui est proposé ici, il est également très intéressant de discuter avec les élèves de 
certains aspects caricaturaux de l’émission télévisée tout en évitant d’utiliser ces éléments comme des moyens d’analyse 
critique. En effet, même s’il semble de prime abord plus accessible de faire constater aux élèves qu’il y a un intervenant 
plus proche du milieu scientifique que l’autre, on risque de faire croire aux élèves qu’une analyse critique reviendrait sim-
plement à identifier l’intervenant scientifique pour déterminer celui qui aurait les meilleurs arguments.

Voici quelques exemples d’aspects caricaturaux de l’émission :
- Dans ce débat, la présentatrice considère qu’un médecin généraliste est un spécialiste de tous les domaines de la 
science en lien avec la vaccination.
- On retrouve une confrontation entre un individu comprenant le sens des sciences et l’importance de la pondération avec 
une personne spécialisée dans la communication agressive visant à simplifier à outrance des mécanismes biologiques 
extrêmement complexes et à citer des données scientifiques mal interprétées.
- On retrouve aussi une présentatrice qui ne maîtrise pas assez le sujet pour savoir réagir au moment opportun.

Conclusion

Il est possible de se rendre compte à travers la démarche proposée ici qu’un travail d’analyse de débat ne peut pas s’im-
proviser avec des élèves. Ils doivent acquérir de nombreuses compétences avant de pouvoir adopter un regard critique 
même pour un débat aussi caricatural et simple que celui proposé en exemple dans la ressource.

https://www.youtube.com/watch?v=OEy90GzwpMY&t=34s
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Dr. Jenner performing his first vaccination on James Phipps

E. Board
The Welcome Museum, London. Image ©Bettmann/Corbis

Source

Un tableau représentant la premère expérience de vaccination par Jenner
Edward Jenner (1749-1823) est représenté ici réalisant sa première vaccination sur James Phipps en 1796.
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The Cow-Pock or the Wonderful Effects of the New Inoculation

James Gillray
Library of Congress, Prints & Photographs Division, 1802

Source

Une caricature de scène de vaccination à l’hôpital St. Pancras
Cette illustration est une caricature inspirée par la controverse au sujet de la vaccination des années 1800. Il semblerait que le 
personnage central soir George Pearson.
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La réaction d’un garçon de 8 ans se faisant vacciner contre la grippe en 1976

Sarkozy’s Secret Plan for Mandatory Swine Flu Vaccination”

F. William Engdahl
Voltaire Network, 8 June 2009

Source
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A. L’évolution du nombre de pays où la variole est endémique

B. La réponse immunitaire de l’humain vis-à-vis du virus responsable de la variole

Smallpox and its eradication

Fenner
History of international public health, 1988
adapté par T. Waag

The antibody response in man following infection with viruses of the pox 
group. III. Antibody response in smallpox.

Downie, McCarthy
Journal of hygiene, 1958
adapté par T. Waag

Source

Source
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Une étude visant à mettre en relation la réglementation vaccinale et le nombre de cas de variole aux USA

The relation of smallpox morbidity to vaccination laws

Woodward, Feemster
The New England Journal of Medecine, 1933
adapté par T. Waag

Source

100

50

C
as

 d
e 

va
rio

le
 p

ou
r 1

00
 0

00
 h

ab
ita

nt
s

Réglementation 
vaccinale

Vaccination 
obligatoire

Option en 
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localités

Pas de régle-
mentation

Interdiction 
d’obliger la 
vaccination

Nombre d’états 10 6 28 4

Population 32 434 954 17 930 882 59 923 117 4 002 888

Cas de variole 21 543 91 981 393 924 46 110
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Le nombre de cas de syndrome de Guillain-Barré parmi les individus vaccinés ou non contre la grippe dans les 
semaines qui ont suivi la campagne de vaccination de 1976 aux USA

Guillain-Barre syndrome following vaccination in the National Influenza Immu-
nization Program, United States, 1976–1977

Schonberger, Bregman, Sullivan-Bolyai, Keenlyside, Ziegler, Retailliau et al.
Am J Epidemiol, 1979
adapté par T. Waag

Source
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Infant mortality rates regressed against number of vaccine doses 
routinely given: Is there a biochemical or synergistic toxicity?

Miller
Human and Experimental Toxicology, 2011
adapté par T. Waag

Source

Des données brutes au sujet de la mortalité infantile dans 34 pays

Rang Pays Taux de mortalité infantile (/1000)

1 Singapour 2,31

2 Suède 2,75

3 Japon 2,79

4 Islande 3,23

5 France 3,33

6 Finlande 3,47

7 Norvège 3,58

8 Malte 3,75

9 Andorre 3,76

10 République Thèque 3,79

11 Allemagne 3,99

12 Suisse 4,18

13 Espagne 4,21

14 Israël 4,22

15 Liechtenstein 4,25

16 Slovénie 4,25

17 Corée du Sud 4,26

18 Danmark 4,34

19 Autriche 4,42

20 Belgique 4,44

21 Luxembourg 4,56

22 Pays-Bas 4,73

23 Australie 4,75

24 Portugal 4,78

25 Royaume-Uni 4,85

26 Nouvelle Zélande 4,92

27 Monaco 5,00

28 Canada 5,04

29 Irlande 5,05

30 Grèce 5,16

31 Italie 5,51

32 Saint-Marin 5,53

33 Cuba 5,82

34 USA 6,22
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Infant mortality rates regressed against number of vaccine doses 
routinely given: Is there a biochemical or synergistic toxicity?

Miller
Human and Experimental Toxicology, 2011
adapté par T. Waag

Source

Des données brutes au sujet du nombre de doses vaccinales prescrites aux nouveau-nés de 34 pays

Pays Nombre de doses vaccinales prescrites avant 1 an

Suède 12

Japon 12

Islande 12

Norvège 12

Danmark 12

Finlande 13

Malte 15

Slovénie 15

Corée du Sud 15

Singapour 17

Nouvelle Zélande 17

Allemagne 18

Suisse 18

Israël 18

Liechtenstein 18

Italie 18

Saint-Marin 18

France 19

République Tchèque 19

Belgique 19

Royaume-Uni 19

Espagne 20

Portugal 21

Luxembourg 22

Cuba 22

Andorre 23

Autriche 23

Irlande 23

Grèce 23

Monaco 23

Pays-Bas 24

Canada 24

Autralie 24

USA 26
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Les différents niveaux de traitement des données et la conclusion de l’étude

Infant mortality rates regressed against number of vaccine doses 
routinely given: Is there a biochemical or synergistic toxicity?

Miller
Human and Experimental Toxicology, 2011
adapté par T. Waag

Source

La répartition des données des documents 7 et 8 dans un graphique

Les propositions de courbes de régression

Conclusion de l’auteur :

En utilisant une courbe de régression, une corrélation entre le nombre de doses vaccinales prescrites et le taux de 
mortalité infantile est mise en évidence. Cette découverte démontre que les pays qui prescrivent un nombre de doses 
vaccinales élevé ont un taux de mortalité infantile plus élevé.

La courbe de régression retenue dans l’article
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Types d’études Nombre de cas de syndromes Risque relatif par saison

Hurwitz, 1981
(USA : 222,6 millions d’individus)

Survenue du syndrome sur 8 semaines après vaccina-
tion dans un groupe non vacciné et vacciné contre la 

grippe

13 vaccinés
495 non vaccinés

Vaccinés/non vaccinés :
1978-79 : 1,4

Kaplan 1982
(USA : 225,1 millions d’individus)

Survenue du syndrome sur 8 semaines après vaccina-
tion dans un groupe non vacciné et vacciné contre la 

grippe

1979-1980 :
7 vaccinés - 412 non

1980-1981 :
12 vaccinés - 347 non

Vaccinés/non vaccinés :
1979-1980 : 0,6
1980-1981 : 1,4

Roscelli 1991
(armée américaine : 289 individus)

Survenue du syndrome le mois suivant la vaccination 
contre la grippe ou à une date en-dehors de la période 

de vaccination

23 cas pendant le mois suivant la 
vaccination

24,18 cas pour les autres mois de 
l’année

Période de risque associé à la vaccination/autre 
période :

1980 à 1988 : 0,97

Hughes 2006
(UK : entre 57,58 et 58,89 millions d’individus)

Survenue du syndrome dans les 42 jours suivant la 
vaccination et après les 42 jours

3 cas dans les 42 jours suivant la 
vaccination

221 cas après les 42 jours

Période de risque associé à la vaccination/autre 
période :

1992 à 2000 : 0,99

Juurlink 2006
(Ontario, Canada : environ 180 000 individus)

Survenue du syndrome dans les semaines 2-7 et 20-43 
après la vaccination

51 dans les semaines 2-7
141 dans les semaines 20-43

Période de risque associé à la vaccination/autre 
période :

1992-2004 : 1,45

Stowe 2009
(UK : entre 57,25 et 60,22 millions d’individus)

Survenue du syndrome dans les 30 j. suivant la vaccina-
tion, à J31-60 et J61-90 après la vaccination (contre le 
pneumocoque qui est souvent associé à une vaccina-

tion contre la grippe)

169 pour J0-30
690 pour J31-90

Période de risque associé à la vaccination/autre 
période :

1990-2005 :

Guilain-Barré associé à vaccination : 0,76

Donnée complémentaire :
Guilain-Barré associé à une consultation pour syn-

dromes grippaux : 7,35

Burwen 2010
(USA : entre 282,2 et 285 millions d’individus)

Survenue du syndrome dans les 6 semaines suivant 
la vaccination et dans les semaines 9 à 14 après la 

vaccination

2000 : 33 diagnostiqués dans 
les 6 semaines et 38 dans les 

semaines 9-14
2001 : 51 vaccinés 42 non vac-

cinés

Période de risque associé à la vaccination/autre 
période :

2000 : 0,86
2001 : 1,21

Greene 2010
(USA : entre 295,5 et 304,1 millions d’individus)

Survenue du syndrome dans les 42 jours suivant la 
vaccination et après

Nombre à J0-42 et à J>42
2005-2006 : 12 et 14,4
2006-2007 : 17 et 15,1
2007-2008 : 23 et 16,7

Période de risque associé à la vaccination vs. autre 
période :

2005-2006 : 0,83
2006-2007 : 1,13
2007-2008 : 1,37

Baxter 2013
(Californie du Nord : environ 15 millions d’individus)
Proportion d’individus vaccinés 6 semaines avant le 

diagnostique et proportion d’individus vaccinés dans la 
population totale à la même période

13 vaccinés malades (6 semaines 
avant le diagnostique)
25 vaccinés au total

Individus vaccinés diagnostiqués/vaccinés dans 
population totale
1995 à 2006 : 1,1

Sélection de données au sujet du risque relatif de syndrome de Guillain-Barré suite à une vaccination contre la grippe
Dans le tableau suivant sont présentés les résultats d’une étude (Baxter, 2013) et ceux sélectionnés dans deux revues de la littérature 
(Sejvar, 2011 - Stratton, 2012).
Critères de sélection des études : parmi 21 études trouvées dans les bases de données, seules les études avec une population 
contrôle (par ex. : non vaccinée) ou une période contrôle (par ex : période éloignée de la date de vaccination) ont été retenues.

Voir Sejvar, 2011 - Stratton, 2012 - Baxter, 2013 - Hurwitz, 1981 - Kaplan, 
1982 - Rosceli, 1991 - Hughes, 2006 - Juurlink, 2006 - Stowe, 2009 - Burwen, 
2010 - Greene, 2010
adapté par T. Waag

Source
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Types d’études Nombre de cas de 
syndromes Risque relatif par saison Biais (voir au verso)

Hurwitz, 1981
(USA : 222,6 millions d’individus)

Survenue du syndrome sur 8 
semaines après vaccination dans 
un groupe non vacciné et vacciné 

contre la grippe

13 vaccinés
495 non vaccinés

Vaccinés/non vaccinés :
1978-79 : 1,4

- Effectifs
- Échantillonnage (plus de femmes et 
individus plus âgés chez les vaccinés)

- Des facteurs de confusion (saisonnalité 
et effet du virus de la grippe)

- Délai nécessaire au déclenchement du 
syndrome

Kaplan 1982
(USA : 225,1 millions d’individus)

Survenue du syndrome sur 8 
semaines après vaccination dans 
un groupe non vacciné et vacciné 

contre la grippe

1979-1980 :
7 vaccinés - 412 non

1980-1981 :
12 vaccinés - 347 non

Vaccinés/non vaccinés :
1979-1980 : 0,6
1980-1981 : 1,4

- Effectifs
- Des facteurs de confusion (saisonnalité 

et effet du virus de la grippe)
- Délai nécessaire au déclenchement du 

syndrome

Roscelli 1991
(armée américaine : 289 individus)

Survenue du syndrome le mois 
suivant la vaccination contre la 

grippe ou à une date en-dehors de 
la période de vaccination

23 cas pendant le mois 
suivant la vaccination

24,18 cas pour les 
autres mois de l’année

Période de risque associé à la vaccina-
tion/autre période :
1980 à 1988 : 0,97

- Un facteur de confusion (saisonnalité)
- Délai nécessaire au déclenchement du 

syndrome

Hughes 2006
(UK : entre 57,58 et 58,89 millions 

d’individus)
Survenue du syndrome dans les 42 
jours suivant la vaccination et après 

les 42 jours

3 cas dans les 42 jours 
suivant la vaccination
221 cas après les 42 

jours

Période de risque associé à la vaccina-
tion/autre période :
1992 à 2000 : 0,99

- Données indirectes pour identifier les 
vaccinés

- Un facteur de confusion (saisonnalité)
- Délai nécessaire au déclenchement du 

syndrome

Juurlink 2006
(Ontario, Canada : environ 180 000 

individus)
Survenue du syndrome dans les 
semaines 2-7 et 20-43 après la 

vaccination

51 dans les semaines 
2-7

141 dans les semaines 
20-43

Période de risque associé à la vaccina-
tion/autre période :

1992-2004 : 1,45

- Types de vaccination non identifiés
 - Un facteur de confusion (saisonnalité)
- Délai nécessaire au déclenchement du 

syndrome

Stowe 2009
(UK : entre 57,25 et 60,22 millions 

d’individus)
Survenue du syndrome dans les 30 
j. suivant la vaccination, à J31-60 et 
J61-90 après la vaccination (contre 
le pneumocoque qui est souvent 

associé à une vaccination contre la 
grippe)

169 pour J0-30
690 pour J31-90

Période de risque associé à la vaccina-
tion/autre période :

1990-2005 :

Guilain-Barré associé à vaccination : 
0,76

Donnée complémentaire :
Guilain-Barré associé à une consulta-
tion pour syndromes grippaux : 7,35

- Types de vaccination non identifiés
 - Un facteur de confusion (saisonnalité)
- Délai nécessaire au déclenchement du 

syndrome

Burwen 2010
(USA : entre 282,2 et 285 millions 

d’individus)
Survenue du syndrome dans les 6 
semaines suivant la vaccination et 
dans les semaines 9 à 14 après la 

vaccination

2000 : 33 diagnos-
tiqués dans les 6 

semaines et 38 dans les 
semaines 9-14

2001 : 51 vaccinés 42 
non vaccinés

Période de risque associé à la vaccina-
tion/autre période :

2000 : 0,86
2001 : 1,21

- Un facteur de confusion (saisonnalité)
- Délai nécessaire au déclenchement du 

syndrome

Greene 2010
(USA : entre 295,5 et 304,1 millions 

d’individus)
Survenue du syndrome dans les 42 
jours suivant la vaccination et après

Nombre à J0-42 et à 
J>42

2005-2006 : 12 et 14,4
2006-2007 : 17 et 15,1
2007-2008 : 23 et 16,7

Période de risque associé à la vaccina-
tion vs. autre période :

2005-2006 : 0,83
2006-2007 : 1,13
2007-2008 : 1,37

- Un facteur de confusion (saisonnalité)
- Délai nécessaire au déclenchement du 

syndrome

Baxter 2013
(Californie du Nord : environ 15 

millions d’individus)
Proportion d’individus vaccinés 6 
semaines avant le diagnostic et 
proportion d’individus vaccinés 

dans la population totale à la même 
période

13 vaccinés malades 
(6 semaines avant le 

diagnostic)
25 vaccinés au total

Individus vaccinés diagnostiqués/vac-
cinés dans population totale

1995 à 2006 : 1,1

- Délai nécessaire au déclenchement du 
syndrome

Sélection de données au sujet du risque relatif de syndrome de Guillain-Barré suite à une vaccination contre la grippe
Dans le tableau suivant sont présentés les résultats d’une étude (Baxter, 2013) et ceux sélectionnés dans deux revues de la littérature 
(Sejvar, 2011 - Stratton, 2012).
Critères de sélection des études : parmi 21 études trouvées dans les bases de données, seules les études avec une population 
contrôle (par ex. : non vaccinée) ou une période contrôle (par ex : période éloignée de la date de vaccination) ont été retenues.
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Les biais possibles des études

- Les effectifs : les cas de syndrome de Guilain-Barré sont rares (en France, il y a 2,4 cas pour 100 000 personnes par an), et ils sont 
encore plus rares à trouver si l’on cherche des individus vaccinés.

Différents éléments sont donc à prendre en compte lors de la lecture des risques relatifs :

> Les risques relatifs ne sont pas très représentatifs s’ils s’intéressent à comparer une population vaccinée et non vaccinée. Les risques 
des deux premières études ne sont donc pas à prendre en compte.

> En considérant que l’ensemble des cas vaccinés qui ont eu le syndrome l’ont eu du fait du vaccin, et en considérant le risque relatif 
maximum proposé dans les études (1,45) il y aurait alors environ 1 cas pour 100 000 personnes (0,45x2,4) par an qui développeraient le 
syndrome du fait de la vaccination (à comparer avec les 1500 à 2000 morts de la grippe en France par an). 

- L’échantillonage : des différences importantes entre les populations vaccinées et non vaccinées rendent les études moins pertinentes 
puisque certaines populations peuvent avoir un risque plus élevé de syndrome de Guilain-Barré.

- Les facteurs de confusion : certains facteurs peuvent avoir un effet sur la survenue du syndrome. Par exemple, la vaccination a lieu à 
l’approche des épidémies de grippe et les études surviennent après ces périodes. L’immunisation engendrée par la grippe pourrait 
entraîner l’apparition du syndrome (voir Stowe, 2009 : risque relatif de 7,35).

- Il est parfois difficile d’identifier quels individus ont été vaccinés dans les études qui exploitent des bases de données. Les corrélations 
peuvent alors être biaisées.

- Lorsque les études s’appuient sur la comparaison de périodes à risque ou non, les résultats d’analyses peuvent être faussés par le fait 
qu’il puisse exister une latence importante entre la vaccination et l’apparition des symptômes associés au syndrome.



B. Risque relatif de syndrome de Guillain-Barré à la fin de la période de surveillance de la campagne de 2009 aux USA
Afin d’éviter un biais d’analyse important lié à l’existence d’un facteur de confusion concernant les pics de survenue des syndromes 
grippaux et de la vaccination (a), une analyse du risque relatif a été réalisée à la fin de la période de surveillance (b).

for GBS case finding [27] and very low influenza illness during
subsequent seasons compared with that of 2009–2010 [39].

GBS AND INFLUENZA

Even before the term “Guillain-Barré syndrome” was in use in
clinical medicine, postinfectious polyneuritis cases had been re-
ported since the 1918–1920 Spanish influenza pandemic [9].
Although URTI has been known to precede GBS, specific asso-
ciation between influenza infection and GBS has only started to
be reported more recently. Studies from the United Kingdom in
2007 and 2009 demonstrated a strong association with influen-
za. Tam et al found an odds ratio (OR) of 18.6 (95% CI, 7.5–
46.4) for GBS occurring within 60 days of ILI [40], and Stowe
et al, using a self-controlled case series design, found an RR of
7.35 (95% CI, 4.36–12.38) for GBS occurring within 90 days of
an ILI [23]. These 2 studies used the same primary care data-
base, but the Stowe et al analysis used 5 more years of data
(1990–2005 vs 1991–2001). Stowe et al also used a 90-day
risk period following exposure, whereas Tam et al used a 60-
day period of increased risk, which may have accounted for
the higher magnitude of risk found in Tam et al’s analysis; ear-
lier studies found that the risk for GBS was greatest 2–3 weeks
following an exposure but that increased risk continued through
6–8 weeks [1]. Another study used time-series analyses demon-
strating a positive association between GBS hospital admissions
and laboratory-confirmed influenza cases [12].

Studies during the 2009 H1N1 pandemic also support an in-
creased risk of GBS following 2009 pH1N1 infection. A brief
report by Verity et al described the GBS cases reported by pe-
diatricians during an active surveillance program implemented

specifically during the 2009 H1N1 pandemic [41]. From Sep-
tember 2009 through August 2010, 57 children were reported
with a diagnosis of GBS, and 49 of the 57 children had clinical
or laboratory evidence of infection within the 3 months prior to
GBS onset; 9 of these were laboratory-confirmed influenza.
Only 1 child had received the pH1N1 vaccine within 6 weeks
of GBS, which, based on GBS background incidence for chil-
dren, was expected by chance alone. Furthermore, the peak of
the second wave of the H1N1 pandemic occurred just prior to
a notable increase in reported GBS cases among children [41].
Other studies assessing the risk of GBS following the 2009
pH1N1 vaccines, such as the Greene et al study in the United
States and in the European pooled analysis [31, 34], both de-
scribed above, suggested that the findings may have been con-
founded by influenza illness that peaked just as the vaccines
became available and widely distributed (Figure 2). In a second-
ary analysis (case-centered), Greene et al, controlling for sea-
sonality, which indirectly controls for influenza illness, found
that the increased risk for GBS observed in the primary analysis
decreased and was no longer significant (OR = 2.0; 95% CI, .5–
8.1) (Table 1) [31]. The results from the European pooled data,
before adjustment for ILI and URTI, demonstrated a significant
OR of 2.8 (95% CI, 1.3–6.0), but after adjustment, the increased
risk estimate disappeared (OR = 1.0; 95% CI, .3–2.7) [42].

GBS, INFLUENZA, AND INFLUENZAVACCINE

The observed increased risk for GBS following influenza vacci-
nation after 1976 has primarily come from studies completed
during the 2009 H1N1 pandemic. However, the 2009 H1N1
pandemic and the 2009–2010 influenza vaccine program were

Figure 2. Percentage of influenza-like illnesses (ILIs) and 2009 pH1N1 vaccinations in the Emerging Infections Program (EIP) by week (weeks ending in
corresponding dates), United States, October 2009–May 2010. *Weekly percentage of outpatient visits for ILI among ILINet sentinel physicians in the EIP
catchment area.
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unique in that there was little or no nonpandemic influenza
virus strain circulating and the peak circulation of the 2009
H1N1 pandemic virus was much earlier (October 2009) than
typical influenza seasons (usually January–February). Further-
more, 2009 pH1N1 vaccines became available and widely dis-
tributed at the same time the 2009 H1N1 pandemic peaked
(Figure 2).

In an attempt to determine any confounding due to the si-
multaneous circulation of wild-type 2009 pH1N1 influenza
and administration of 2009 pH1N1 vaccines, data from the
CDC EIP active GBS case-finding surveillance collected from
October 2009 through May 2010 was reanalyzed using a differ-
ent approach. Rather than assessing the increased risk of GBS
during the 6 weeks following the 2009 pH1N1 vaccination
[30], the cumulative risk of GBS among the vaccinated and un-
vaccinated population at the end of the surveillance period
(which correlated with the end of the pandemic and the end
of administration of 2009 pH1N1 vaccines) was assessed
using a survival analysis. The cumulative risk of GBS was signif-
icantly higher among the unvaccinated population than the vac-
cinated population (9.2 per million vs 6.6 per million persons;
P = .012; Figure 3). There may indeed be an increased risk of
GBS during the 6 weeks following vaccination, and evidence
supports this assertion, but at the population level the survival
analysis shows that the overall risk of GBS among those vacci-
nated was lower during the 2009 H1N1 pandemic [43]. Previ-
ously, Tam et al and Stowe et al suggested similar protective
effect of influenza vaccinations, by way of preventing influenza
infection itself, on GBS risk [23, 40]. Finally, 2 recent robust
analyses, from Greene et al and Kwong et al [44, 45], assessed
the association of GBS following influenza vaccines as well as
following medically attended infections (specifically influenza
in the Kwong et al study). In the Greene et al analysis, data
on >9 million individuals from 10 US healthcare organizations

was used to determine the observed vs expected odds of vacci-
nation (with 2009 pH1N1 or 2010–2011 seasonal influenza vac-
cine) or infection occurring during the 6 weeks prior to GBS
onset. This was a case-centered study design, which controls
for time-varying confounders. The odds of vaccination prior
to GBS onset adjusted for GBS onset date, age, sex, site, and in-
fection status in the 6 weeks before GBS was 1.5 (95% CI, .6–4.0),
whereas the odds of having a medically attended infection also
adjusted for the same covariates and vaccination in the 6 weeks
before GBS onset was 7.8 (95% CI, 3.6–16.6) [44]. The Kwong
et al analysis used a self-controlled risk interval design and in-
cluded vaccination from 1993 to 2011, from a population size
of approximately 13 million. In this design, each individual serves
as his or her own control, thus minimizing biases between vacci-
nated and unvaccinated comparisons. The risk of GBS was higher
in the risk interval following vaccination exposure, with an attrib-
utable risk of 1.03 GBS cases per 1 million vaccinations. However,
a much greater risk for GBS was found in the risk interval follow-
ing medically attended influenza with an attributable risk of 17.2
cases per million influenza healthcare visits [45]. Both of these
studies used individual-level information, looking at vaccination
or medically attended infections during the same influenza sea-
sons, and both provide compelling evidence that the risk of GBS
following infections, including influenza, is far greater than the
risk following influenza vaccination.

What have we learned over the last 35 years? First, increased
risk of GBS has been found to be associated with both influenza
infections and influenza vaccines. Second, many of the studies
assessing the risk of GBS following influenza vaccines have not
resulted in significant findings; however, most were not powered
to do so; it is important to note that whenever a significant pos-
itive association has been reported, the increased risks of GBS
following vaccination were well below the observed 8-fold risk
following the 1976 swine-origin influenza vaccine and on aver-
age demonstrated an attributable risk about one-tenth of that
for the 1976 swine-origin influenza vaccine. Third, the in-
creased risk of GBS found following the 2009 pH1N1 vaccines,
across several different studies, including a large international
study, using different populations and study designs provides
evidence in support of a causal association of GBS with influen-
za vaccination, although potential confounding due to influenza
weakens the evidence somewhat. Perhaps during the 2009
H1N1 pandemic, the large population sizes under observation
(EIP case finding) [29, 30] or the meta-analyses combining data
from several sources (28 million people vaccinated contributed
to the US meta-analysis) [33] provided sufficient power to de-
tect a small increased risk for a very rare event.

Although monitoring for GBS following influenza vaccina-
tion remains important, we may have enough evidence to better
understand the complex relationships between influenza, influ-
enza vaccines, and the risk of GBS. Evidence supporting an

Figure 3. Cumulative risk of Guillain-Barré syndrome (GBS) among the
2009 pH1N1 vaccinated and unvaccinated groups by day and all ages,
Emerging Infections Program, United States, 15 October 2009–31 May
2010. Solid line is the cumulative rate of GBS per 1 million persons vacci-
nated with pH1N1; broken line is the cumulative rate of GBS per 1 million
persons unvaccinated. Source: Reprinted with permission from Vellozzi
et al [43].

VACCINES • CID 2014:58 (15 April) • 1153

 at U
niversity of W

aikato Library on July 12, 2014
http://cid.oxfordjournals.org/

D
ow

nloaded from
 

Guillain-Barré Syndrome, Influenza, and Influenza Vaccination: 
The Epidemiologic Evidence
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The Risk of Guillain–Barré Syndrome Associated with Influenza A 
(H1N1) 2009 Monovalent Vaccine and 2009–2010 Seasonal In-
fluenza Vaccines: Results from Self-Controlled Analyses

Tokars, Lewis, DeStefano
Pharmacoepidemiology and drug safety, 2012
adapté par T. Waag

Source

Source

Vaccine Safety Datalink, a population-based database linking
vaccine data with health outcome data, also found a significant
increased risk of GBS [31] in the primary self-controlled analy-
sis, and, although the surveillance from the Food and Drug Ad-
ministration did not demonstrate a statistically significant
finding, the RR point estimate was elevated [32]. To increase
the power to assess an increased risk of this rare disease, a
meta-analysis combined data on 23 million persons vaccinated
from all the federal systems that participated in 2009 pH1N1
vaccine safety monitoring. Consistent with previous studies as-
sessing the seasonal influenza vaccine data from earlier years
[20, 22], this pooled analysis found an attributable risk of 1–3
additional GBS cases per million persons vaccinated with
pH1N1 [33] (Table 1). Findings from European studies assess-
ing the risk of GBS following the 2009 pH1N1 vaccines some-
what differed from what was observed in the United States. A
multicountry case-control study using data from several Euro-
pean countries, where predominately adjuvanted pH1N1 vac-
cines were used, found no increased risk for GBS within 6
weeks of vaccination after adjusting for influenza-like illness
(ILI)/upper respiratory tract infection (URTI) and seasonal in-
fluenza vaccination [34]. The United Kingdom also primarily
used adjuvanted vaccines and found no increased risk using a
self-controlled case series design (RR = 1.05; 95% CI, .37–
2.24) [35]. In addition, a large international study found a signi-
ficant increased risk of GBS following the 2009 pH1N1 vaccines
(relative incidence [RI] = 2.33; 95% CI, 1.5–3.6); however, when
stratifying by vaccine type (adjuvanted or unadjuvanted), the

RI for the unadjuvanted group was significantly increased
(RI = 3.1; 95% CI, 1.7–5.7) and higher than that for the adju-
vanted group (RI = 1.7; 95% CI, .9–3.3) [36]. Finally, a study
from Quebec, Canada, found an attributable risk of 2 additional
cases of GBS per million doses administered, similar to the US
surveillance findings; however, Quebec primarily used adju-
vanted H1N1 vaccines. The authors noted that the excess risk
was only found in persons aged >50 years [37]. Results of
these studies from the United States, Europe, Canada, and inter-
nationally gave mixed results but in general suggest an increased
risk of GBS after either adjuvanted or unadjuvanted vaccine.

Although an increased risk of GBS following 2009 pH1N1
vaccines was reported in most of the US studies, it is perplexing
that vaccine safety surveillance in the United States during the
years since the 2009 pandemic (2010–2011, 2011–2012, and
2012–2013 influenza seasons) did not find a signal for an in-
creased risk of GBS (CDC, personal communication), yet in
all 3 years the influenza vaccines included the 2009 pH1N1
strain. In addition, in 2009–2010, 27.0% of the US population
aged ≥6 months received the 2009 pH1N1vaccines. The cover-
age was 43.0%, 42.0%, and 45.0% in the next 3 seasons, respec-
tively [38]. Because an increasing number of individuals
received influenza vaccines that included the same 2009
pH1N1 strain, it is reasonable to ask why we did not see an in-
crease risk of GBS following vaccination in the subsequent
years. What had changed? Among other things, there were 2
major differences: the lack of nationally representative, large
population–based and comprehensive surveillance activities

Table 1. 2009 Monovalent Inactivated Influenza A(H1N1) Vaccine and Guillain-Barré Syndrome, US Vaccine Safety Surveillance,
2009–2010

Data Source [Reference] Study Designa Final Analysis RR/OR (95% CI) ARb

Emerging Infections Program (CDC)
Wise et al [30]

Unvaccinated controlc 1.57 (1.02–2.21) (all ages) 1.2

1.67 (.58–3.22) (<25 y)
1.54 (.90–2.25) (≥25 y)

Tokars et al [29] Self-controlled 2.1 (1.2–3.5) (all ages) 1–3

3.0 (1.0–9.1) (6 mo–24 y)
Vaccine Safety Datalink (CDC)
Greene et al [31]

Self-controlled 4.4 (1.3–14.2) 5

Case-centered 2.0 (.5–8.1)

PRISM (FDA)
Yih et al [32]

Self-controlled 2.50 (.42–15.0)
Case-centered 1.15 (.07–18.6)

Meta-analysisd

Salmon et al [33]
Self-controlled 2.35 (1.42–4.01) (all ages) 1.6

2.33 (.65–10.5) (<18 y)

Abbreviations: AR, attributable risk; CDC, Centers for Disease Control and Prevention; CI, confidence interval; FDA, Food and Drug Administration; OR, odds ratio;
PRISM, Postlicensure Rapid Immunization Safety Monitoring; RR, relative risk.
a All cases confirmed through medical records review.
b Per million doses administered.
c Includes person-time for vaccinated cases that occurred >6 weeks following vaccination.
d Includes data from the Emerging Infections Program, Vaccine Safety Datalink, PRISM, Department of Veterans Affairs, Centers for Medicare and Medicaid
Services, and Department of Defense.
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of vaccination status may be more accurate, there is
less potential bias from seasonal effects, and a simple
alternate method to calculate the relative risk is to
divide the number of cases in the risk interval by the
number in the control interval.

Data analyses

To estimate the risk of GBS following receipt of H1N1
vaccine (primary objective), we included all those who
had received H1N1 vaccine, regardless of whether they
also had received seasonal vaccine. This approach
maximized the number of cases for analysis and would
likely not bias the results because most seasonal
influenza vaccine was given well before H1N1 vaccine.
However, we performed a sub-group analysis to
determine whether risk differed among those who had
received seasonal influenza vaccine during the 42 days
before H1N1 vaccine receipt (see below) versus those
who had not.
For the variable-window analysis of H1N1 vaccine,

we first constructed a primary model to estimate the
effect of vaccine on risk of GBS. Second, we added
interaction terms to the primary model to assess whether
the vaccine relative risk varied among the following
subgroups: age group, sex, vaccine type (injected,
intra-nasal, or unknown), whether seasonal influenza
vaccine had been received in the 42 days prior to H1N1
vaccine receipt, and the EIP site reporting the data.
For analyses of risk associated with seasonal influ-

enza vaccine (secondary objective), we used GBS cases
that had received seasonal influenza vaccine only and
not H1N1 vaccine. This was done so that H1N1
vaccine, generally given after seasonal influenza
vaccine, could not bias the findings by increasing the
number of cases in the control interval if GBS was
associated with H1N1 vaccination. Some cases had
GBS onset during the study period but received
seasonal influenza vaccine before the study start date
(1 October 2009). These cases were excluded from the
fixed-window analysis (which requires a 42-day risk
window beginning on the day after vaccination) because
their risk window would have contained <42 days.
However, these cases were included in the variable-
window analysis, and the person time in the risk interval
was adjusted appropriately; that is, for a patient vacci-
nated on 20 September 2009, the risk interval would
extend from 1 October 2009 (study start date) to 31
October (42 days after vaccination). None of the GBS
cases received H1N1 vaccine before the study start date.
We calculated the attributable risk of vaccine

receipt by applying statistically significant measures
of vaccine relative risk to an estimated baseline

incidence of GBS (1.2 per 100 000 person-years)
based on 13 studies for age-specific rates from North
America and Europe.1

This project was reviewed by the CDC institutional
review board and determined to be a surveillance
project and not human subject research.

RESULTS

A total of 379 cases of GBS were identified. The
number of cases identified per month varied from 50
to 56 during the study period without apparent seasonal
pattern (Figure 2). Of the 379, 19 received H1N1 and
not seasonal influenza vaccine, 78 received seasonal
and not H1N1 vaccine, 40 received both, and 242
received neither vaccine (8 cases that were vaccinated
after GBS onset are included in the “neither vaccine”
category). Among the 40 who received both vaccines,
28 received seasonal before H1N1vaccine (median
77.5 days from seasonal to H1N1 vaccine), 9 received
both vaccines on the same day, and 3 received the
seasonal vaccine after H1N1 vaccine.

The risk of Guillain–Barré syndrome following H1N1
vaccination

Fifty-nine GBS cases received H1N1 with or without
seasonal influenza vaccine. Of these, 53 were confirmed,
and 6 were probable cases—51 received inactivated
(injected), 3 live attenuated (intra-nasal), and 5 a H1N1
vaccine of unknown type; one case received two doses
of H1N1 vaccine, and the remaining cases received a
single dose. Information on H1N1 vaccine receipt was
obtained from a documented source in 40 (67.8%) cases,
patient self-report in 12 (20.3%) cases, and an unknown
source in 7 (11.9%) cases. The median date of H1N1
vaccine receipt was 7 December 2009 (range 15 October
2009–12 February 2010). The median age was 52 (range
1–84) years, and 33 (55.9%) were male.

Figure 2. Cases of Guillain-Barré Syndrome by Month of Symptom
Onset and Receipt of H1N1 or Seasonal Influenza Vaccines, Emerging
Infections Program, October 1, 2009–April 30, 2010

j. i. tokars et al.548

Published 2012. This article is a US Government work
and is in the public domain in the USA.

Pharmacoepidemiology and Drug Safety, 2012; 21: 546–552
DOI: 10.1002/pds

of vaccination status may be more accurate, there is
less potential bias from seasonal effects, and a simple
alternate method to calculate the relative risk is to
divide the number of cases in the risk interval by the
number in the control interval.

Data analyses

To estimate the risk of GBS following receipt of H1N1
vaccine (primary objective), we included all those who
had received H1N1 vaccine, regardless of whether they
also had received seasonal vaccine. This approach
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patient self-report in 12 (20.3%) cases, and an unknown
source in 7 (11.9%) cases. The median date of H1N1
vaccine receipt was 7 December 2009 (range 15 October
2009–12 February 2010). The median age was 52 (range
1–84) years, and 33 (55.9%) were male.

Figure 2. Cases of Guillain-Barré Syndrome by Month of Symptom
Onset and Receipt of H1N1 or Seasonal Influenza Vaccines, Emerging
Infections Program, October 1, 2009–April 30, 2010

j. i. tokars et al.548

Published 2012. This article is a US Government work
and is in the public domain in the USA.

Pharmacoepidemiology and Drug Safety, 2012; 21: 546–552
DOI: 10.1002/pds

La survenue des syndromes grippaux et des vaccinations au cours de la campagne de 2009 aux USA

La comparaison des risques de syndrome de Guillain-Barré à la fin de la période de surveillance

A. Les cas de syndrome de Guillain-Barré lors de la campagne vaccinale anti-grippale de 2009 aux USA
Lors de la  pandémie grippale de 2009 aux USA, un nombre particulièrement élevé de syndromes de Guillain-Barré a été constaté. 
Les autorités de sûreté ont établi des statistiques précises concernant le nombre de cas vaccinés ou non.
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Une méta-analyse du risque relatif de mort subite des nouveaux-nés immunisés par rapport à ceux qui ne le sont pas
Les risques relatifs de mort subite suite à une immunisation trouvés dans 9 études sont indiqués. Pour chaque étude, le pays et 
le type d’immunisation sont précisés. DTP : vaccination contre la diphtérie, le tétanos et la coqueluche - Polio oral : immunisation 
orale contre le virus de la poliomyélite - Polio : vaccination contre le virus de la poliomyélite - HiB : vaccination contre Haemophilus 
influencae B - hép B : vaccination contre l’hépatite B.

+1. UK - DTP
2. USA - DTP, polio oral

3. USA - DTP
4. France - DTP, polio oral

5. France - DTP
6. Nouv.-Zélande - DTP, hépB

7. France - DTP
8. UK - DTP, polio oral, HiB

9. Allemagne - DTP, polio, HiB, hépB

Moyenne

Nombre de morts subites

Cas vaccinésÉtudes Cas non vaccinés
52
225
401
332
1524
1234
341
971
1514

8
285
23
54
38
233
14
149
154

26
719
29
135
118
279
114
303
307

Nombre de cas 
contrôles

Risque relatif

0,1 0,2 0,5 1 2 5 10

+
+

+
+
+

+
+

+

+

Do immunisations reduce the risk for SIDS? A meta-analysis

Vennemann, Höffgenb, Bajanowskic, Hense, Mitchel
Vaccine, 2007
adapté par T. Waag

Source
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The overall effectiveness of vaccines (VE) against influenza-like ill-

nesses was 23% (6% to 36%; Analysis 1.1.1) when vaccine match-

ing was good and not significantly different from no vaccination

(RR 0.80; 95% CI 0.60 to 1.05; Analysis 1.1.2) when matching

was poor or unknown. Heterogeneity was high, even within the

same influenza season and within the same institution when data

from different accommodation blocks were analysed. We noted

no association (correlation coefficient 0.09) between vaccine cov-

erage and attack rate of influenza-like illness (Figure 1).

Figure 1.

Efficacy of the vaccines against influenza was tested in only six

data sets (1250 observations) (Cuneo Crovari 1980; Feery 1976;

Gross 1988; Morens 1995; Ruben 1974; Taylor 1992) and was not

significant both for vaccine matching (RR 1.04 ; 95% CI 0.43 to

2.51; Analysis 1.2.1) and when matching was absent or unknown

(RR 0.47; 95% CI 0.22 to 1.04; Analysis 1.2.2).

The effectiveness of the vaccines in preventing pneumonia was

assessed in 13 data sets (Analysis 1.3.1 and Analysis 1.3.2; 8446

observations). All of them reported virologic surveillance and eight

had follow ups shorter than three months (Arroyo 1984; Coles

1992; Currier 1988; Horman 1986; Meiklejohn 1987; Morens

1995; Patriarca 1985a; Taylor 1992). Well-matched vaccines were

46% (30% to 58%; Analysis 1.3.1) effective in preventing pneu-

monia (Gross 1988; Horman 1986; Meiklejohn 1987; Morens

1995; Monto 2001; Patriarca 1985a; Saah 1986b; Taylor 1992).

When matching was poor or unknown (Arroyo 1984; Currier

1988; Coles 1992; Leung 2007; Saah 1986a), vaccines had no

effect (RR 0.68; 95% CI 0.39 to 1.21; Analysis 1.3.2). Excluding

studies with the longest follow up (Gross 1988; Saah 1986a; Saah

9Vaccines for preventing influenza in the elderly (Review)
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B. L’analyse du risque relatif de pneumonie et d’hospitalisation associée à la grippe chez les personnes âgées vaccinées
Afin de vérifier la nature du lien entre la vaccination contre la grippe et la diminution des cas de pneumonie, d’hospitalisation et de 
mort, l’analyse du risque relatif a été réalisée avant, pendant et après la saison grippale.

A. Une méta-analyse des données visant à évaluer l’efficacité de la vaccination chez les personnes âgées
Les données de 28 études épidémiologiques ont été placées dans un graphique afin de vérifier l’existence d’un lien entre le taux de 
vaccination et la fréquence de morbidité.
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period before influenza season (Figure 1), and increased

progressively in the influenza and post-influenza periods.

These results, which were based on time intervals defined by

national influenza surveillance data, did not differ substantively

from the results of analyses based on time intervals defined by

local influenza surveillance data. For example, in the analyses

based on intervals defined by local surveillance, the relative risk

of death was 0.41 before influenza season, 0.54 during influenza

season, and 0.74 after influenza season, compared with estimates

of 0.39, 0.56, and 0.74, respectively, for analyses based on

national surveillance.

In analyses of the secondary hospitalization outcomes, a similar

temporal trend was found, with the lowest point estimates of the

relative risk in the before influenza period (Table 3). Of the

secondary hospitalization outcomes, the lowest estimates of the

relative risk for vaccinated persons compared with unvaccinated

persons were reported for the outcome of injury or trauma

hospitalization, which was a control outcome selected because it

should be unrelated to influenza infection.

Adjustment for the disease covariates defined by diagnosis

codes consistently resulted in lower estimates of the relative risk

compared with the estimates derived from the primary age- and

sex-adjusted models, across all outcomes and in all time periods

(Table 3).

Estimates of the relative risk of death and PI hospitalization in

the before influenza period were robust to alteration of the date

of onset of that period. In analyses of the interval defined as

starting on the date by which 50% of cohort vaccinations had

been distributed and ending at the onset of influenza season,

the relative risk of death was 0.38 and of PI hospitalization was

0.70 (Table 4).

Within the influenza season, the point estimate of the relative

risk of death for vaccinated persons compared with unvaccinated

persons was lowest in the early influenza period (0.46) and then

increased progressively through the peak (0.50) and late (0.69)

influenza periods. For the outcome of PI hospitalization, the

relative risk estimates varied somewhat between the early (0.82),

peak (0.74), and late (0.89) influenza periods, but the confidence

Table 2 Study population characteristics

Characteristic

Vaccinated

person-time,

% (n 5205472

person-years)

Unvaccinated

person-time,

% (n 5 132 792

person-years)

Age group (yr)

65–74 50.0 53.9

75–84 40.9 36.0

>85 9.2 10.1

Male 42.7 41.9

Conditions defined by diagnosis codes assigned during the

baseline period

Hypertension 26.9 23.9

Lung disease 25.4 21.5

Heart disease 23.8 20.2

Diabetes 13.5 11.8

Cancer 11.6 9.7

Lipid disorders 8.7 7.1

Atrial fibrillation 5.6 4.6

Dementia 3.2 3.9

Renal disease 2.3 2.1

Vasculitis or rheumatologic

disease

2.2 1.8

Indicators of medical utilization during the baseline period

Pneumonia hospitalization 0.7 0.6

>12 outpatient visits 33.3 26.5

Pneumonia or influenza hospitalizat ion

All cause mortality

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

1.1
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Figure 1 Relative risk (and 95% CI) of all cause mortality and pneumonia or influenza hospitalization in vaccinated seniors compared with

unvaccinated seniors, during periods before, during, and after influenza seasons, September 1995 through August 2003.
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Pneumonie et hospitalisation associée à une grippe

Toute cause de mortalité

Vaccines for preventing influenza in the elderly (Review)

Jefferson, Di Pietrantonj, Al-Ansary, Ferroni, Thorning, Thomas
The Cochrane Library 2010, Issue 2
adapté par T. Waag

Source

Evidence of bias in estimates of influenza vaccine effectiveness 
in seniors

Jackson, Jackson, Nelson, Neuzil, Weiss
International Journal of Epidemiology, 2006
adapté par T. Waag

Source
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Risque relatif de contamination par le virus de la grippe chez les personnes âgées vaccinées par rapport à celles 
qui ne le sont pas

Un essai clinique randomisé en double aveugle a été réalisé auprès de 1838 sujets. Le vaccin contre la grippe a été injecté chez 927 
individus et un placebo a été injecté chez 911 autres. Une analyse clinique et sérologique ont été réalisées pour déterminer si les 
individus ont été contaminés par le virus de la grippe sur une période de 5 mois après la vaccination.

Syndrome grippal Virus mis en évidence par 
une analyse sérologique

Nombre d’individus du 
groupe vacciné

Nombre d’individus du 
groupe placebo Risque relatif

Non Non 753 694 x

Oui Non 107 115 0,92

Non Oui 25 42 0,59

Oui Oui 18 38 0,42

The Efficacy of Influenza Vaccination in Elderly Individuals - A 
Randomized Double-blind Placebo-Controlled Trial

Govaert
JAMA, 1994
adapté par T. Waag

Source
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B. Un essai clinique testant les effets des anticorps anti-HA sur l’infection virale
On a mesuré chez 462 individus de la même façon que dans le document 16A la quantité d’anticorps anti-HA après une vaccination 
contre le virus de la grippe. On a alors déterminé dans ce groupe d’individus s’il y avait eu une infection par le virus de la grippe. Les 
deux données ont été mises en relation graphiquement.

A. Un essai clinique testant la production de certains anticorps et leurs effets sur l’infection virale
On a estimé indirectement la quantité d’anticorps dirigés contre un antigène particulier du virus de la grippe chez 19 volontaires 
vaccinés contre la grippe puis exposés au virus de la grippe.
On a découvert qu’un antigène du virus de la grippe (nommé HA) se fixe sur les globules rouges humains et entraîne leur aggluti-
nation. Les anticorps testés ici ont la capacité d’empêcher un l’antigène du virus d’agglutiner les globules rouges. On a donc estimé 
indirectement la quantité d’anticorps en déterminant la capacité du sérum des individus à empêcher l’agglutination de globules 
rouges.
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Neuraminidase- and hemagglutinin-inhibiting antibodies in 
serum and nasal secretions of volunteers immunized with atte-
nuated and inactivated influenza B-Eng-13-65 virus vaccines

Downie
The Journal of Immunology., 1970
adapté par T. Waag

Source

The role of serum haemagglutination-inhibiting antibody in pro-
tection against challenge infection with influenza A2 andB viruses

Hobson
J. Hyg., 1972
adapté par T. Waag

Source
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cleaved and uncleaved HA (Figure 3E). Nevertheless, in the

presence of sufficient amounts of CR8020, newly budded viral

particles contain only uncleaved HA molecules, rendering them

non-infectious. This shows, in a physiological situation, that

CR8020 inhibits cleavage and spread of influenza virus and that a

single type of antibody can act intra-cellularly (fusion inhibition) as

well as extra-cellularly (cleavage inhibition).

HA head-binding antibodies not only block attachment,
but also viral egress
Head-binding neutralizing antibodies are well-documented to

prevent viral attachment to the receptor. However, we have

recently described two bnAbs, CR8033 and CR8071, which bind

to the globular head of influenza B HA and are able to inhibit viral

egress [10]. Whereas CR8033 also interferes with attachment of

the virus to its cellular receptor, egress inhibition appears to be the

only neutralization mechanism of CR8071. Since both head- and

stem-binding antibodies can bind to HA on the surface of infected

cells (Figure S1C), we hypothesized that egress inhibition is a more

common mechanism of action for antibodies directed against HA

of influenza A and B. To test this, cells were infected and three

hours later, various stem- and head-binding antibodies were added

(see Table S1). Delaying the addition of antibodies ensured

unhindered initial infection and allowed assessment of the effect on

egress only. Twenty hours after infection, the amounts of newly

produced viral particles present in the supernatants and cell lysates

were analyzed. Since the presence of the neutralizing antibodies

would interfere with assays assessing virus titers (e.g. TCID50), we

used Western blot analysis to determine the amount of virus. As

observed with influenza B specific antibodies CR8033 and

CR8071, the presence of head-binding antibodies against influ-

enza A viruses of the H1N1 (CR9020, CH65 and 2D1) and H3N2

(CR8057) subtypes led to a significant reduction in the amount of

viral particles released into the supernatant (shown by the absence

of HA), while the production and accumulation of HA in the cell

was not affected (Figure 4A, 4B and S5A). In contrast, the

presence of HA stem-binders (CR6261 and CR8020) had no effect

Figure 1. Stem-binding bnAbs are internalized into live cells in complex with viral particles, reach late endosomes, and prevent
infection. (A) Experimental layout. Fluorescently labeled viruses and antibodies were pre-incubated and subsequently added to live cells and
tracked. Whether or not cells were eventually infected was determined by staining for influenza NP after tracking individual cells for 15 hours. (B and
C) Stills of movies (Movies S1 and S2) showing the joint and directed motion of R18-labeled A/Aichi/2/1968-X31 (H3N2) (red) and AF647-labeled
CR8020 (green) (B), and R18-labeled A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1) virus (red) and AF647-labeled CR6261 (green) (C), along TubulinTracker-stained
microtubules (white) of live MDCK cells (nucleus, blue) approximately 30 minutes after addition of the pre-incubated virus-antibody mixtures. Dashed
lines outline the trajectories of the virus-antibody complexes (red triangles) as seen in movies S1 and S2. (D) A/Aichi/2/1968-X31 (H3N2) virus was pre-
incubated with AF647-labeled CR8020 (green) before addition to live MDCK cells labeled with LysoTracker (magenta) and imaged when virus-
antibody complexes reached the perinuclear region. Arrows indicate co-localization of virus-antibody complexes with low-pH vesicles (white). (E) As
in (D), except that here A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1) virus and AF647-labeled CR6261 were used. (F) R18-labeled A/Aichi/2/1968-X31 (H3N2) virus
(red) was incubated with AF647-labeled CR8020 (green) before addition to live MDCK cells expressing a GFP-cell tracer (grey cell outline). Virus-
antibody complexes (co-localization shown in yellow, compare also split channels in the inset) were detected in live cells 30 minutes after
inoculation. (G) To determine whether internalized virus-antibody complexes prevent infection, the fate of individual cells was assessed by tracking
them over night (imaged in 30 min intervals). 15 hours post-incubation (hpi) the same cells (including their progeny) were fixed and stained for
expression of influenza nuclear protein (NP, blue). (H) Incubation of R18-labeled A/Aichi/2/1968-X31 (H3N2) virus (red) with non-binding AF647-
labeled CR6261 did not result in internalization of antibody. Only viral particles were detected in live cells 30 minutes after addition of the virus-
antibody mixture and infection was not prevented, as demonstrated by the expression of NP (blue) in these same cells 15 hours later (I). Examples of
progeny cells are indicated with numbers. Scale bars B–E equal 10 mm, F–I equal 25 mm.
doi:10.1371/journal.pone.0080034.g001
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cleaved and uncleaved HA (Figure 3E). Nevertheless, in the

presence of sufficient amounts of CR8020, newly budded viral

particles contain only uncleaved HA molecules, rendering them

non-infectious. This shows, in a physiological situation, that

CR8020 inhibits cleavage and spread of influenza virus and that a

single type of antibody can act intra-cellularly (fusion inhibition) as

well as extra-cellularly (cleavage inhibition).

HA head-binding antibodies not only block attachment,
but also viral egress
Head-binding neutralizing antibodies are well-documented to

prevent viral attachment to the receptor. However, we have

recently described two bnAbs, CR8033 and CR8071, which bind

to the globular head of influenza B HA and are able to inhibit viral

egress [10]. Whereas CR8033 also interferes with attachment of

the virus to its cellular receptor, egress inhibition appears to be the

only neutralization mechanism of CR8071. Since both head- and

stem-binding antibodies can bind to HA on the surface of infected

cells (Figure S1C), we hypothesized that egress inhibition is a more

common mechanism of action for antibodies directed against HA

of influenza A and B. To test this, cells were infected and three

hours later, various stem- and head-binding antibodies were added

(see Table S1). Delaying the addition of antibodies ensured

unhindered initial infection and allowed assessment of the effect on

egress only. Twenty hours after infection, the amounts of newly

produced viral particles present in the supernatants and cell lysates

were analyzed. Since the presence of the neutralizing antibodies

would interfere with assays assessing virus titers (e.g. TCID50), we

used Western blot analysis to determine the amount of virus. As

observed with influenza B specific antibodies CR8033 and

CR8071, the presence of head-binding antibodies against influ-

enza A viruses of the H1N1 (CR9020, CH65 and 2D1) and H3N2

(CR8057) subtypes led to a significant reduction in the amount of

viral particles released into the supernatant (shown by the absence

of HA), while the production and accumulation of HA in the cell

was not affected (Figure 4A, 4B and S5A). In contrast, the

presence of HA stem-binders (CR6261 and CR8020) had no effect

Figure 1. Stem-binding bnAbs are internalized into live cells in complex with viral particles, reach late endosomes, and prevent
infection. (A) Experimental layout. Fluorescently labeled viruses and antibodies were pre-incubated and subsequently added to live cells and
tracked. Whether or not cells were eventually infected was determined by staining for influenza NP after tracking individual cells for 15 hours. (B and
C) Stills of movies (Movies S1 and S2) showing the joint and directed motion of R18-labeled A/Aichi/2/1968-X31 (H3N2) (red) and AF647-labeled
CR8020 (green) (B), and R18-labeled A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1) virus (red) and AF647-labeled CR6261 (green) (C), along TubulinTracker-stained
microtubules (white) of live MDCK cells (nucleus, blue) approximately 30 minutes after addition of the pre-incubated virus-antibody mixtures. Dashed
lines outline the trajectories of the virus-antibody complexes (red triangles) as seen in movies S1 and S2. (D) A/Aichi/2/1968-X31 (H3N2) virus was pre-
incubated with AF647-labeled CR8020 (green) before addition to live MDCK cells labeled with LysoTracker (magenta) and imaged when virus-
antibody complexes reached the perinuclear region. Arrows indicate co-localization of virus-antibody complexes with low-pH vesicles (white). (E) As
in (D), except that here A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1) virus and AF647-labeled CR6261 were used. (F) R18-labeled A/Aichi/2/1968-X31 (H3N2) virus
(red) was incubated with AF647-labeled CR8020 (green) before addition to live MDCK cells expressing a GFP-cell tracer (grey cell outline). Virus-
antibody complexes (co-localization shown in yellow, compare also split channels in the inset) were detected in live cells 30 minutes after
inoculation. (G) To determine whether internalized virus-antibody complexes prevent infection, the fate of individual cells was assessed by tracking
them over night (imaged in 30 min intervals). 15 hours post-incubation (hpi) the same cells (including their progeny) were fixed and stained for
expression of influenza nuclear protein (NP, blue). (H) Incubation of R18-labeled A/Aichi/2/1968-X31 (H3N2) virus (red) with non-binding AF647-
labeled CR6261 did not result in internalization of antibody. Only viral particles were detected in live cells 30 minutes after addition of the virus-
antibody mixture and infection was not prevented, as demonstrated by the expression of NP (blue) in these same cells 15 hours later (I). Examples of
progeny cells are indicated with numbers. Scale bars B–E equal 10 mm, F–I equal 25 mm.
doi:10.1371/journal.pone.0080034.g001
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cleaved and uncleaved HA (Figure 3E). Nevertheless, in the

presence of sufficient amounts of CR8020, newly budded viral

particles contain only uncleaved HA molecules, rendering them

non-infectious. This shows, in a physiological situation, that

CR8020 inhibits cleavage and spread of influenza virus and that a

single type of antibody can act intra-cellularly (fusion inhibition) as

well as extra-cellularly (cleavage inhibition).

HA head-binding antibodies not only block attachment,
but also viral egress
Head-binding neutralizing antibodies are well-documented to

prevent viral attachment to the receptor. However, we have

recently described two bnAbs, CR8033 and CR8071, which bind

to the globular head of influenza B HA and are able to inhibit viral

egress [10]. Whereas CR8033 also interferes with attachment of

the virus to its cellular receptor, egress inhibition appears to be the

only neutralization mechanism of CR8071. Since both head- and

stem-binding antibodies can bind to HA on the surface of infected

cells (Figure S1C), we hypothesized that egress inhibition is a more

common mechanism of action for antibodies directed against HA

of influenza A and B. To test this, cells were infected and three

hours later, various stem- and head-binding antibodies were added

(see Table S1). Delaying the addition of antibodies ensured

unhindered initial infection and allowed assessment of the effect on

egress only. Twenty hours after infection, the amounts of newly

produced viral particles present in the supernatants and cell lysates

were analyzed. Since the presence of the neutralizing antibodies

would interfere with assays assessing virus titers (e.g. TCID50), we

used Western blot analysis to determine the amount of virus. As

observed with influenza B specific antibodies CR8033 and

CR8071, the presence of head-binding antibodies against influ-

enza A viruses of the H1N1 (CR9020, CH65 and 2D1) and H3N2

(CR8057) subtypes led to a significant reduction in the amount of

viral particles released into the supernatant (shown by the absence

of HA), while the production and accumulation of HA in the cell

was not affected (Figure 4A, 4B and S5A). In contrast, the

presence of HA stem-binders (CR6261 and CR8020) had no effect

Figure 1. Stem-binding bnAbs are internalized into live cells in complex with viral particles, reach late endosomes, and prevent
infection. (A) Experimental layout. Fluorescently labeled viruses and antibodies were pre-incubated and subsequently added to live cells and
tracked. Whether or not cells were eventually infected was determined by staining for influenza NP after tracking individual cells for 15 hours. (B and
C) Stills of movies (Movies S1 and S2) showing the joint and directed motion of R18-labeled A/Aichi/2/1968-X31 (H3N2) (red) and AF647-labeled
CR8020 (green) (B), and R18-labeled A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1) virus (red) and AF647-labeled CR6261 (green) (C), along TubulinTracker-stained
microtubules (white) of live MDCK cells (nucleus, blue) approximately 30 minutes after addition of the pre-incubated virus-antibody mixtures. Dashed
lines outline the trajectories of the virus-antibody complexes (red triangles) as seen in movies S1 and S2. (D) A/Aichi/2/1968-X31 (H3N2) virus was pre-
incubated with AF647-labeled CR8020 (green) before addition to live MDCK cells labeled with LysoTracker (magenta) and imaged when virus-
antibody complexes reached the perinuclear region. Arrows indicate co-localization of virus-antibody complexes with low-pH vesicles (white). (E) As
in (D), except that here A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1) virus and AF647-labeled CR6261 were used. (F) R18-labeled A/Aichi/2/1968-X31 (H3N2) virus
(red) was incubated with AF647-labeled CR8020 (green) before addition to live MDCK cells expressing a GFP-cell tracer (grey cell outline). Virus-
antibody complexes (co-localization shown in yellow, compare also split channels in the inset) were detected in live cells 30 minutes after
inoculation. (G) To determine whether internalized virus-antibody complexes prevent infection, the fate of individual cells was assessed by tracking
them over night (imaged in 30 min intervals). 15 hours post-incubation (hpi) the same cells (including their progeny) were fixed and stained for
expression of influenza nuclear protein (NP, blue). (H) Incubation of R18-labeled A/Aichi/2/1968-X31 (H3N2) virus (red) with non-binding AF647-
labeled CR6261 did not result in internalization of antibody. Only viral particles were detected in live cells 30 minutes after addition of the virus-
antibody mixture and infection was not prevented, as demonstrated by the expression of NP (blue) in these same cells 15 hours later (I). Examples of
progeny cells are indicated with numbers. Scale bars B–E equal 10 mm, F–I equal 25 mm.
doi:10.1371/journal.pone.0080034.g001
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cleaved and uncleaved HA (Figure 3E). Nevertheless, in the

presence of sufficient amounts of CR8020, newly budded viral

particles contain only uncleaved HA molecules, rendering them

non-infectious. This shows, in a physiological situation, that

CR8020 inhibits cleavage and spread of influenza virus and that a

single type of antibody can act intra-cellularly (fusion inhibition) as

well as extra-cellularly (cleavage inhibition).

HA head-binding antibodies not only block attachment,
but also viral egress
Head-binding neutralizing antibodies are well-documented to

prevent viral attachment to the receptor. However, we have

recently described two bnAbs, CR8033 and CR8071, which bind

to the globular head of influenza B HA and are able to inhibit viral

egress [10]. Whereas CR8033 also interferes with attachment of

the virus to its cellular receptor, egress inhibition appears to be the

only neutralization mechanism of CR8071. Since both head- and

stem-binding antibodies can bind to HA on the surface of infected

cells (Figure S1C), we hypothesized that egress inhibition is a more

common mechanism of action for antibodies directed against HA

of influenza A and B. To test this, cells were infected and three

hours later, various stem- and head-binding antibodies were added

(see Table S1). Delaying the addition of antibodies ensured

unhindered initial infection and allowed assessment of the effect on

egress only. Twenty hours after infection, the amounts of newly

produced viral particles present in the supernatants and cell lysates

were analyzed. Since the presence of the neutralizing antibodies

would interfere with assays assessing virus titers (e.g. TCID50), we

used Western blot analysis to determine the amount of virus. As

observed with influenza B specific antibodies CR8033 and

CR8071, the presence of head-binding antibodies against influ-

enza A viruses of the H1N1 (CR9020, CH65 and 2D1) and H3N2

(CR8057) subtypes led to a significant reduction in the amount of

viral particles released into the supernatant (shown by the absence

of HA), while the production and accumulation of HA in the cell

was not affected (Figure 4A, 4B and S5A). In contrast, the

presence of HA stem-binders (CR6261 and CR8020) had no effect

Figure 1. Stem-binding bnAbs are internalized into live cells in complex with viral particles, reach late endosomes, and prevent
infection. (A) Experimental layout. Fluorescently labeled viruses and antibodies were pre-incubated and subsequently added to live cells and
tracked. Whether or not cells were eventually infected was determined by staining for influenza NP after tracking individual cells for 15 hours. (B and
C) Stills of movies (Movies S1 and S2) showing the joint and directed motion of R18-labeled A/Aichi/2/1968-X31 (H3N2) (red) and AF647-labeled
CR8020 (green) (B), and R18-labeled A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1) virus (red) and AF647-labeled CR6261 (green) (C), along TubulinTracker-stained
microtubules (white) of live MDCK cells (nucleus, blue) approximately 30 minutes after addition of the pre-incubated virus-antibody mixtures. Dashed
lines outline the trajectories of the virus-antibody complexes (red triangles) as seen in movies S1 and S2. (D) A/Aichi/2/1968-X31 (H3N2) virus was pre-
incubated with AF647-labeled CR8020 (green) before addition to live MDCK cells labeled with LysoTracker (magenta) and imaged when virus-
antibody complexes reached the perinuclear region. Arrows indicate co-localization of virus-antibody complexes with low-pH vesicles (white). (E) As
in (D), except that here A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1) virus and AF647-labeled CR6261 were used. (F) R18-labeled A/Aichi/2/1968-X31 (H3N2) virus
(red) was incubated with AF647-labeled CR8020 (green) before addition to live MDCK cells expressing a GFP-cell tracer (grey cell outline). Virus-
antibody complexes (co-localization shown in yellow, compare also split channels in the inset) were detected in live cells 30 minutes after
inoculation. (G) To determine whether internalized virus-antibody complexes prevent infection, the fate of individual cells was assessed by tracking
them over night (imaged in 30 min intervals). 15 hours post-incubation (hpi) the same cells (including their progeny) were fixed and stained for
expression of influenza nuclear protein (NP, blue). (H) Incubation of R18-labeled A/Aichi/2/1968-X31 (H3N2) virus (red) with non-binding AF647-
labeled CR6261 did not result in internalization of antibody. Only viral particles were detected in live cells 30 minutes after addition of the virus-
antibody mixture and infection was not prevented, as demonstrated by the expression of NP (blue) in these same cells 15 hours later (I). Examples of
progeny cells are indicated with numbers. Scale bars B–E equal 10 mm, F–I equal 25 mm.
doi:10.1371/journal.pone.0080034.g001
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cleaved and uncleaved HA (Figure 3E). Nevertheless, in the

presence of sufficient amounts of CR8020, newly budded viral

particles contain only uncleaved HA molecules, rendering them

non-infectious. This shows, in a physiological situation, that

CR8020 inhibits cleavage and spread of influenza virus and that a

single type of antibody can act intra-cellularly (fusion inhibition) as

well as extra-cellularly (cleavage inhibition).

HA head-binding antibodies not only block attachment,
but also viral egress
Head-binding neutralizing antibodies are well-documented to

prevent viral attachment to the receptor. However, we have

recently described two bnAbs, CR8033 and CR8071, which bind

to the globular head of influenza B HA and are able to inhibit viral

egress [10]. Whereas CR8033 also interferes with attachment of

the virus to its cellular receptor, egress inhibition appears to be the

only neutralization mechanism of CR8071. Since both head- and

stem-binding antibodies can bind to HA on the surface of infected

cells (Figure S1C), we hypothesized that egress inhibition is a more

common mechanism of action for antibodies directed against HA

of influenza A and B. To test this, cells were infected and three

hours later, various stem- and head-binding antibodies were added

(see Table S1). Delaying the addition of antibodies ensured

unhindered initial infection and allowed assessment of the effect on

egress only. Twenty hours after infection, the amounts of newly

produced viral particles present in the supernatants and cell lysates

were analyzed. Since the presence of the neutralizing antibodies

would interfere with assays assessing virus titers (e.g. TCID50), we

used Western blot analysis to determine the amount of virus. As

observed with influenza B specific antibodies CR8033 and

CR8071, the presence of head-binding antibodies against influ-

enza A viruses of the H1N1 (CR9020, CH65 and 2D1) and H3N2

(CR8057) subtypes led to a significant reduction in the amount of

viral particles released into the supernatant (shown by the absence

of HA), while the production and accumulation of HA in the cell

was not affected (Figure 4A, 4B and S5A). In contrast, the

presence of HA stem-binders (CR6261 and CR8020) had no effect

Figure 1. Stem-binding bnAbs are internalized into live cells in complex with viral particles, reach late endosomes, and prevent
infection. (A) Experimental layout. Fluorescently labeled viruses and antibodies were pre-incubated and subsequently added to live cells and
tracked. Whether or not cells were eventually infected was determined by staining for influenza NP after tracking individual cells for 15 hours. (B and
C) Stills of movies (Movies S1 and S2) showing the joint and directed motion of R18-labeled A/Aichi/2/1968-X31 (H3N2) (red) and AF647-labeled
CR8020 (green) (B), and R18-labeled A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1) virus (red) and AF647-labeled CR6261 (green) (C), along TubulinTracker-stained
microtubules (white) of live MDCK cells (nucleus, blue) approximately 30 minutes after addition of the pre-incubated virus-antibody mixtures. Dashed
lines outline the trajectories of the virus-antibody complexes (red triangles) as seen in movies S1 and S2. (D) A/Aichi/2/1968-X31 (H3N2) virus was pre-
incubated with AF647-labeled CR8020 (green) before addition to live MDCK cells labeled with LysoTracker (magenta) and imaged when virus-
antibody complexes reached the perinuclear region. Arrows indicate co-localization of virus-antibody complexes with low-pH vesicles (white). (E) As
in (D), except that here A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1) virus and AF647-labeled CR6261 were used. (F) R18-labeled A/Aichi/2/1968-X31 (H3N2) virus
(red) was incubated with AF647-labeled CR8020 (green) before addition to live MDCK cells expressing a GFP-cell tracer (grey cell outline). Virus-
antibody complexes (co-localization shown in yellow, compare also split channels in the inset) were detected in live cells 30 minutes after
inoculation. (G) To determine whether internalized virus-antibody complexes prevent infection, the fate of individual cells was assessed by tracking
them over night (imaged in 30 min intervals). 15 hours post-incubation (hpi) the same cells (including their progeny) were fixed and stained for
expression of influenza nuclear protein (NP, blue). (H) Incubation of R18-labeled A/Aichi/2/1968-X31 (H3N2) virus (red) with non-binding AF647-
labeled CR6261 did not result in internalization of antibody. Only viral particles were detected in live cells 30 minutes after addition of the virus-
antibody mixture and infection was not prevented, as demonstrated by the expression of NP (blue) in these same cells 15 hours later (I). Examples of
progeny cells are indicated with numbers. Scale bars B–E equal 10 mm, F–I equal 25 mm.
doi:10.1371/journal.pone.0080034.g001
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B. Des expériences in-vitro sur des cellules humaines pour déterminer l’effet de la fixation des anticorps anti-HA
On a appliqué des anticorps anti-HA et le virus de la grippe à une culture de cellules humaines.
Pour visualiser le virus et les anticorps, on a préalablement marqué ces éléments (en rouge et vert). Les complexes anticorps-virus 
apparaissent ainsi en jaune. Un traceur de cellule permet de visualiser le bord des cellules en gris. Un traceur de l’expression des 
protéines virales permet de tester l’aptitude des anticorps à empêcher l’infection.
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cleaved and uncleaved HA (Figure 3E). Nevertheless, in the

presence of sufficient amounts of CR8020, newly budded viral

particles contain only uncleaved HA molecules, rendering them

non-infectious. This shows, in a physiological situation, that

CR8020 inhibits cleavage and spread of influenza virus and that a

single type of antibody can act intra-cellularly (fusion inhibition) as

well as extra-cellularly (cleavage inhibition).

HA head-binding antibodies not only block attachment,
but also viral egress
Head-binding neutralizing antibodies are well-documented to

prevent viral attachment to the receptor. However, we have

recently described two bnAbs, CR8033 and CR8071, which bind

to the globular head of influenza B HA and are able to inhibit viral

egress [10]. Whereas CR8033 also interferes with attachment of

the virus to its cellular receptor, egress inhibition appears to be the

only neutralization mechanism of CR8071. Since both head- and

stem-binding antibodies can bind to HA on the surface of infected

cells (Figure S1C), we hypothesized that egress inhibition is a more

common mechanism of action for antibodies directed against HA

of influenza A and B. To test this, cells were infected and three

hours later, various stem- and head-binding antibodies were added

(see Table S1). Delaying the addition of antibodies ensured

unhindered initial infection and allowed assessment of the effect on

egress only. Twenty hours after infection, the amounts of newly

produced viral particles present in the supernatants and cell lysates

were analyzed. Since the presence of the neutralizing antibodies

would interfere with assays assessing virus titers (e.g. TCID50), we

used Western blot analysis to determine the amount of virus. As

observed with influenza B specific antibodies CR8033 and

CR8071, the presence of head-binding antibodies against influ-

enza A viruses of the H1N1 (CR9020, CH65 and 2D1) and H3N2

(CR8057) subtypes led to a significant reduction in the amount of

viral particles released into the supernatant (shown by the absence

of HA), while the production and accumulation of HA in the cell

was not affected (Figure 4A, 4B and S5A). In contrast, the

presence of HA stem-binders (CR6261 and CR8020) had no effect

Figure 1. Stem-binding bnAbs are internalized into live cells in complex with viral particles, reach late endosomes, and prevent
infection. (A) Experimental layout. Fluorescently labeled viruses and antibodies were pre-incubated and subsequently added to live cells and
tracked. Whether or not cells were eventually infected was determined by staining for influenza NP after tracking individual cells for 15 hours. (B and
C) Stills of movies (Movies S1 and S2) showing the joint and directed motion of R18-labeled A/Aichi/2/1968-X31 (H3N2) (red) and AF647-labeled
CR8020 (green) (B), and R18-labeled A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1) virus (red) and AF647-labeled CR6261 (green) (C), along TubulinTracker-stained
microtubules (white) of live MDCK cells (nucleus, blue) approximately 30 minutes after addition of the pre-incubated virus-antibody mixtures. Dashed
lines outline the trajectories of the virus-antibody complexes (red triangles) as seen in movies S1 and S2. (D) A/Aichi/2/1968-X31 (H3N2) virus was pre-
incubated with AF647-labeled CR8020 (green) before addition to live MDCK cells labeled with LysoTracker (magenta) and imaged when virus-
antibody complexes reached the perinuclear region. Arrows indicate co-localization of virus-antibody complexes with low-pH vesicles (white). (E) As
in (D), except that here A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1) virus and AF647-labeled CR6261 were used. (F) R18-labeled A/Aichi/2/1968-X31 (H3N2) virus
(red) was incubated with AF647-labeled CR8020 (green) before addition to live MDCK cells expressing a GFP-cell tracer (grey cell outline). Virus-
antibody complexes (co-localization shown in yellow, compare also split channels in the inset) were detected in live cells 30 minutes after
inoculation. (G) To determine whether internalized virus-antibody complexes prevent infection, the fate of individual cells was assessed by tracking
them over night (imaged in 30 min intervals). 15 hours post-incubation (hpi) the same cells (including their progeny) were fixed and stained for
expression of influenza nuclear protein (NP, blue). (H) Incubation of R18-labeled A/Aichi/2/1968-X31 (H3N2) virus (red) with non-binding AF647-
labeled CR6261 did not result in internalization of antibody. Only viral particles were detected in live cells 30 minutes after addition of the virus-
antibody mixture and infection was not prevented, as demonstrated by the expression of NP (blue) in these same cells 15 hours later (I). Examples of
progeny cells are indicated with numbers. Scale bars B–E equal 10 mm, F–I equal 25 mm.
doi:10.1371/journal.pone.0080034.g001
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Mechanisms of Hemagglutinin Targeted Influenza Virus Neutralization

Brandenburg
PLOS ONE, 2013
adapté par T. Waag
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A. L’observation au microscope d’un mélange d’anticorps anti-HA et d’antigènes HA
On a injecté à des souris une préparation d’antigènes HA. 3 jours plus tard, on a extrait leur rate et fusionné les cellules qui la consti-
tuent avec des cellules de myélome capables de produire d’importantes quantités d’anticorps. On a ensuite purifié les anticorps 
obtenus puis on les a mélangés avec l’antigène HA. Le résultats obtenu a été observé au microcope électronique en transmission.

Des schémas interprétatifs des 
complexes anticorps anti-HA (noir)

et antigènes HA (blanc)

Electron Microscopy of Influenza Haemagglutinin-Mono-
clonal Antibody Complexes

Wrigley
Virology, 1983
adapté par T. Waag
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were not observed in immunized mice, suggesting that Campy-

lobacter antigens were not present in the vaccine formulations

(data not shown). Furthermore, we used PCR with universal

(eubacterial) primers to amplify the 16S rRNA gene from vac-

cine preparations, but the gene was not detected in any of the

samples (data not shown).

We examined each group of immunized mice for the devel-

opment of anti-GM1 antibodies by ELISA. All mice developed

IgM and IgG antibody responses to GM1 ganglioside (figure 2,

top). Significant increases in both IgM and IgG antibodies to

GM1 ganglioside were observed starting on day 7 after initial

immunization (P � .007 and P � .0017, respectively) and gen-

erally increased over time through day 35 (P � .0007 and

P � .0008, respectively). The antibody responses to each of the

11 swine flu vaccine lots are shown in figure 3. As a positive

control, C. jejuni HB93-13, which expresses GM1, was used to

immunize mice, and animals developed anti-GM1 IgG and IgM

antibodies (figure 2, bottom). A negative control of an isogenic C.

jejuni waaF knockout mutant did not induce antibodies to GM1,

as has been shown previously [23], owing to the structurally

confirmed absence of GM1-mimicking core oligosaccharide of

LOS from this mutant [22].

Subsequently, 2 additional influenza vaccines not associated

with an increased risk of GBS in vaccine recipients (trivalent

formulations from the 1991–1992 and 2004 –2005 influenza sea-

sons) were tested for their ability to induce anti-GM1 antibodies

(figure 4). Mice immunized with these vaccines developed HAI

responses on day 35. None of the mice developed anti–C. jejuni

antibodies (data not shown), but they did develop anti-GM1 IgM

and IgG antibody responses after vaccination.

We asked whether the influenza vaccines exhibited ganglio-

side mimicry or contained ganglioside-like epitopes. Initial test-

ing of vaccines using a cholera toxin dot blot assay [32] showed

that all 1976 vaccines bound cholera toxin, suggesting the pres-

ence of GM1-like structures in the vaccine (data not shown). The

1976 vaccine lots and the more contemporary influenza vac-

cines, egg-grown A/NJ/1976 virus, and uninfected chick alantoic

fluid were analyzed by TLC with chemical staining. All vaccine

samples were shown to contain glycolipid-like molecules

(Rf � 0.27 and Rf � 0.43), as indicated by diphenylamine

staining. However, 1 vaccine sample (2004 –2005) had an addi-

tional glycolipid band (Rf � 0.57) that stained with resorcinol,

indicative of the occurrence of sialic acid, which is found in cer-

tain gangliosides, including GM1. Subsequently, for detection of

ganglioside mimicry, samples were subjected to TLC with im-

munostaining using individual polyclonal anti-GM1, anti–asialo

GM1, anti-GM2, anti–asialo GM2, and anti-GD3 rabbit antisera

as probes at a 1:100 dilution. Again, the same vaccine lot (2004 –

2005) showed reactivity with anti-GM1 (moderate reaction),

anti–asialo GM1 (strong reaction), and anti-GM2 (weak reac-

tion) antibodies, according to a standardized semiquantitative

measure [27], indicating the presence in the sample of ganglio-

side epitopes that are related to a GM1-like mimic. Moreover,

A/NJ/1976 virus and chick alantoic fluid reacted weakly with the

anti-GM1 antibody preparation. Authentic gangliosides (GM1,

asialo GM1, GM2, asialo GM2, and GD3) in the assay performed

as expected for controls. Other assays, including dot blotting,

Western blotting, and ELISA, confirmed these results (data not

The figure is available in its entirety in the online
edition of the Journal of Infectious Diseases.

Figure 3. Anti-GM1 antibody and hemagglutination inhibition (HAI)
responses to each influenza A/NJ/1976 vaccine tested in the present
study.

Figure 2. Top, IgG and IgM anti-GM1 antibody response in mice
immunized with influenza A/NJ/1976 vaccines on days 0 and 21 (0.125
mL of vaccine in each front and hind leg). Bars represent mean opti-
cal density (OD) values for different groups of mice immunized with
vaccine containing A/NJ/1976 from 11 vaccine lots. Error bars indicate
95% confidence intervals. *P � .0017, **P � .0007, ***P � .0008,
*'P � .0007, **'P � .0022, and ***'P � .0007, vs. day 0. Bottom,
Anti-GM1 antibody response in mice immunized with GM1-mimicking
(wild-type [wt] HB93-13) and nonmimicking (waaF knockout mutant lack-
ing core lipooligosaccharide) Campylobacter jejuni controls. Note the
difference in scale between the figure panels.

GM1 Antibodies and Influenza Vaccines ● JID 2008:198 (15 July) ● 229

B. Des mesures chez des souris de la production d’anticorps potentiellement responsables de maladies auto-im-
munes suite à la vaccination contre la grippe

On a mesuré la production de deux types d’anticorps potentiellement responsables du syndrome de Guillain-Barré (IgG et IgM) chez 
4 souris suite à une vaccination contre la grippe avec le vaccin utilisé en 1976 aux USA.

A. Un extrait d’une revue de littérature au sujet des maladies auto-immunes provoquées par les vaccins

C. Des mesures chez des souris de la production d’anticorps potentiellement responsables de maladies auto-im-
munes suite à la vaccination contre la grippe

On a mesuré la production de 3 anticorps potentiellement responsables du syndrome de Guillain-Barré chez des souris suite à une 
vaccination contre la grippe.

Vaccins testés Nombre de souris testées Sérum contenant des anticorps potentiellement 
responsables de maladies auto-immunes

Vaccin de 2009 (USA) 30 0

Autre vaccin de 2009 (USA) 30 0

Vaccin de 1976 (USA) 30 0

Vaccin de1988-1989 (USA) 30 0

Vaccin de 2007-2008 (USA) 30 0

No evidence of a link between influenza vaccines and Guillain–Barre 
syndrome–associated antiganglioside antibodies

Wang
Influenza Journal, 2011
adapté par T. Waag

Anti-Ganglioside Antibody Induction by Swine (A/NJ/1976/H1N1) and 
Other Influenza Vaccines: Insights into Vaccine-Associated Guillain-Bar-
ré Syndrome

Nachamkin
The Journal of Infectious Diseases, 2008
adapté par T. Waag

Vaccine-induced autoimmunity: the role of molecular mimicry and im-
mune crossreaction

Segal
Cellular & Molecular Immunology, 2018
adapté et traduit par T. Waag

Source

Source

Source

Te
st

 p
os

iti
f

Te
st

 n
ég

at
if
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Dans 30 % des cas de Guillain-Barré, on note une infection bactérienne par Campylobacter jejuni précédant la survenue du syndrome. Des études 
ont démontré une similarité entre un antigène de cette bactérie et un antigène des patients (GM1). Ceci suggère un rôle du mimétisme molé-
culaires dans la survenue de la maladie (...) Lors de la campagne vaccinale de 1976, on a estimé une forte augmentation du risque de syndrome 
de Guillain-Barré chez les individus vaccinés (...) Il a été démontré chez des souris immunisées avec le vaccin de 1976 une production d’anticorps 
anti-GM1 (voir doc. 12B) justifiant ainsi l’hypothèse d’un lien entre vaccination et syndrome de Guillain-Barré. Une augmentation du risque de 
Guillain-Barré a ensuite été constatée suite à la campagne vaccinale de 2009 (...) Ces découvertes accentuent l’importance d’une évaluation mé-
ticuleuse de la sûreté des nouveaux vaccins contre la grippe.

Jour 7 Jour 21 Jour 35
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that from A ⁄NJ ⁄ 1976 (H1N1) human swine influenza

viruses (Table 4). Interestingly, these mice did not come

from groups administered with the highest vaccine dilu-

tions. Owing to technical difficulties, we were not able to

perform HI assays on all groups of mice. Of the groups

tested, the C57 ⁄BL6 mice that received the whole-virion

preparation had the greatest increase in HI titer from their

primary to boost vaccination. Additionally, C3H ⁄HeN mice

appeared to respond better to the A ⁄NJ ⁄ 1976 HANAflu

monovalent vaccine than did the C57 ⁄BL6 mice.

Discussion

The intent of this study was to assess whether influenza

vaccination would induce antiganglioside antibodies in

humans. We began by comparing influenza and ganglioside

antibody cross-reactivity between several historical influ-

enza viruses of the H1N1 and H3N2 subtypes in addition

to those found in trivalent seasonal influenza vaccines. Rec-

ognition of influenza viruses by antiganglioside antibodies

increased as the number of potential HA glycosylation sites

increased. Hemagglutinin is a viral surface glycoprotein

partially responsible for facilitating the entry of influenza

into host cells by binding to terminal sialic acid residues

on extracellular glycoproteins and gangliosides (viral recep-

tors).26 After viral replication in the host cell, the virus

buds are released from the host cell membrane following

the cleavage of HA from cell surface viral receptors via NA.

Extracellular sialic acid residues on host cells may remain

partially attached to newly budded influenza viruses,

1976 Seasonal
GM-1 GM-2 GD1a

GM-1 GM-2 GD1a Pre Post Pre Post Pre Post

0·4

0·3

0·2

0·1

0·0

–0·1

–0·2

–0·3

–0·4

0·5A B

–0·5

O
D

, 4
50

 n
m

GM-1 GM-2 GD1a Pre Post Pre Post Pre Post

1976 Seasonal
GM-1 GM-2 GD1a

0·4

0·3

0·2

0·1

0·0

–0·1

–0·2

–0·3

–0·4

0·5

1·5
1·0

2·0

–0·5

O
D

, 4
50

 n
m

Figure 1. (A) Screening of pre- and post-vaccination human serum for the presence of antiganglioside antibodies. A total of 85 subjects (n = 170

serum samples) aged 20–40 years were screened following vaccination with commercial 2007–2008 and 2008–2009 influenza vaccines. Owing to

the age and nature of the serum collected from the 62 subjects involved in the A ⁄ 1976 vaccination study at St. Jude, there were no pre-vaccination

samples; only post-vaccination serum was screened. (B) The same screening was performed on 1054 serum samples from 527 elderly subjects (aged

60 years or older). Twenty samples contained antiganglioside antibodies (green symbols), as indicated by their optical density (OD) values surpassing

the threshold value of 0Æ1 (red line). Note the break in the Y-axis scale in panel B. Positive control ODs for each positive control antibody added to

the figure legend are GM1-1Æ06 ± 0Æ18; GM-2 0Æ132 ± 0Æ03; GD1a 3Æ44 ± 0Æ31.

Table 3. ELISA screening of pre- and post-vaccination serum for antiganglioside antibodies

Ganglioside antibody No. of subjects Age range (median) No. of samples

Immunopositive serum

Pre only Post only Both

GM-1 3 74–87 year (81) 5 0 1 2

GM-2 3 71–78 year (72) 3 2 1 0

GD1a 9 67–83 year (76) 12 4 2 3

Total 15 76 year 20 6 4 5

Flu vaccines and ganglioside antibodies

ª 2011 Blackwell Publishing Ltd 163

Des mesures chez des individus vaccinés de la quantité d’anticorps potentiellement responsables de maladies 
auto-immunes (dont le syndrome de Guillain-Barré)

On a vacciné 85 volontaires avec le vaccin contre la grippe de 2007-08 et 2008-09 et on a mesuré la quantité de 3 anticorps poten-
tiellement responsables du syndrome de Guillain-Barré (avant et après la vaccination). On a aussi analysé le sérum de 62 individus 
ayant été vaccinés en 1976.

No evidence of a link between influenza vaccines and Guillain–Barre 
syndrome–associated antiganglioside antibodies

Wang
Influenza Journal, 2011
adapté par T. Waag
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