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°C

Ac
ADCC
ADCI
ADN
Ag
AMA1
BSA (ou SAB)
CD
CHNED
CHRASML
CHRSL
CHRTc
CIVD
CMH
CPA
CR1
CRP
CSA
CSp
CTL
Cyt
DBL1a
DI

DII
DIII

: Degré Celsius

: Microlitre

: Anticorps.

: Antibody Dependent Cell Cytotoxicity

: Antibody Dependent Cellular Inhibition.

: Acide désoxyribonucléique

: Antigéne

: Apical Membrane Antigen-1

: Bovine Serum Albumin

: Cluster of Differentiation ou Classe de différenciation
: Centre hospitalier national d’enfants de Diamniadio
: Centre hospitalier régional Amadou Sakhir Mbaye de Louga
: Centre hospitalier régional de Saint Louis

: Centre hospitalier régional de Tambacounda

: Coagulation Intra Vasculaire Disséminée

: Complexe majeur d’histocompatibilité

: Cellule Présentatrice d’ Antigene

: Récepteur du complément 1

: C Reactive Protein

: Chondroitine sulfate A

: circum Sporozoite protein

: Cytotoxic T Lymphocyte

: Domaine cytoplasmique

: Domain Binding Like a

: Domaine [

: Domaine II

: Domaine II1
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DO
EDTA
EGF-like
ELISA
Fab

Fe

FS

GE
GLURP
GM-CSF

Hb
HLA
ICAM-1
IFN

IL
IPD
kDa
LyB
MGG
MSP
NFS
NK
NO
OMS

PBMC

: Densité Optique

: Ethyléne Diamine Tétra-acétate

: Epidermal Growth Factor-like

: Enzyme Linked Immunosorbent Assay
: Fragment antigen binding

: Fragment de cristallisation

: Frottis sanguin

: Goutte épaisse

: Glutamate Rich Protein

: Granulocyte macrophage- colony stimulating factor
: Globules Rouges parasités

: Hémoglobine

: Human Leucocyte Antigen

: Intercellular Adhesion Molecule-1
: Interféron

: Immunoglobuline

: Interleukine

: Institut Pasteur de Dakar.

: kilodalton

: lymphocyte B

: May Grunwald Giemsa

: Merozoite Surface Protein

: numération formule sanguine

: Natural Killer

: Oxyde Nitrique

: Organisation Mondiale de la Santé.
: p-value

: Peripheral Blood Mononuclear Cells



PBS
Pf
PfEMP
pfGPI
PNLP
PRR
PS
RESA
RPMI
SHI
SUB
TGF-p
Th
TLR
™
TMB
TNFa
TPI
Treg
Tyo
VCAM-1

: Phosphate Buffer Saline.

: Plasmodium falciparum.

: P. falciparum Erythrocyte Membrane Protein
: Glycosyl Phosphatidyl Inositol

: Programme National de Lutte contre le Paludisme
: Pattern Recognition Receptor

: Paludisme simple

: Ring-Infected Erythrocyte Surface Antigen

: Milieu de culture cellulaire

: Sérum hyper-immun

: Subtilisine

: Transforming growth factor

: Cellule T helper

: Toll like receptor

: Domaine transmembranaire ;

: 3,3°5,5° Tétraméthylbenzidine

: Tumor Necrosis Factor a (facteur de nécrose tumorale).
: Traitement Préventif Intermittent

: Cellule T régulatrice

: Cellule T o

: Vascular Cell Adhesion Molecule-1
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INTRODUCTION



Le paludisme est une érythrocytopathie hémolysante et fébrile due a la
présence et au développement dans le sang d’un protozoaire du genre

Plasmodium transmis a I’homme par la piqlre infectante de 1’anoph¢le femelle.

Environ 212 millions de cas cliniques et 429 000 déces sont enregistrés
annuellement a travers le monde. Ces décés sont surtout notés chez les enfants

agés de moins de cinq et les femmes enceintes, en Afrique sub-saharienne [2].

Au Sénégal, le paludisme constitue la premiere cause de morbidité et de
mortalité. Des progrés majeurs ont été accomplis ces dernieres années dans le
domaine de la lutte contre cette maladie. En effet, entre 2000 et 2013, la
mortalité¢ a diminué de 26% dans le monde et dans certaines régions, cette baisse
avoisine les 35% [2]. Ce résultat est le fruit d’une application plus large des
stratégies de lutte contre la maladie et d’une amélioration de la prise en charge

des cas qui demeure encore difficile particuliérement en Afrique.

En raison des résistances grandissantes du parasite aux antimalariques et
du vecteur aux insecticides classiques, la mise au point d’un vaccin ne peut étre
que bénéfique [3]. Apreés plus de 40 années d’intenses investigations en
vaccinologie, aucun vaccin antipalustre permettant de prévenir la maladie n’est
disponible. Le développement d’un vaccin antipalustre se heurte a la complexité
du cycle parasitaire, au polymorphisme et la variation antigénique mis en place

par le pathogene pour échapper a la réponse immunitaire [4].

I a ét¢ démontré que le parasite induit chez 1’hote des réponses
immunitaires humorales et cellulaires. Ces réponses dirigées contre des
antigénes du parasite dont certains candidats vaccins sont partiellement
protectrices. Elles nécessitent I’intervention des composantes innée et adaptative
de Pimmunité. La majorité des études rapportées sur le sujet ont été faites dans
les zones rurales et rares sont les données émanant de structures hospitaliéres
localisées dans ces zones. Face a I’existence de différences de transmission du

paludisme entre les zones rurales et les centres urbains, il est nécessaire
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d’évaluer les réponses immunitaires de 1’hote suivant I’endémicité palustre, afin
de permettre I’élaboration de stratégies vaccinales généralisées et adaptées a ces
différents milieux pour ce qui est de la biologie du parasite et de son vecteur.
Ces ¢études doivent cependant prendre en compte les diverses formes cliniques
du paludisme hospitalier mais surtout les données épidémiologiques émanant
des sites. Des travaux antérieurs ainsi que les récentes données rapportées par le
Programme National de Lutte contre le Paludisme (PNLP), soulignent la
possibilité d'une élimination de la maladie dans certaines régions du Sénégal.
Seule une meilleure compréhension de la physiopathologie des acces palustres
permettra d’identifier ces cibles thérapeutiques adaptées et de développer des

approches innovantes pour réduire la mortaliteé palustre.

Ce présent travail entre dans ce cadre et a été réalisé¢ en milieu hospitalier
dans quatre régions d'endémicité variable au Sénégal. Notre objectif principal a
¢té d’analyser les aspects de la réponse immunitaire en 1gG spécifiquement
dirigées contre trois antigénes candidats vaccins (AMA-1, MSPIp19 et RESA)
associés au stade sanguin de P falciparum, dans le paludisme clinique.
Secondairement, nous avons recherché les variations des taux d'IgG entre les

divers sites d'étude, en tenant compte de 1'age.



PREMIERE PARTIE



1. DEFINITION ET HISTORIQUE DU PALUDISME

1.1. Définition

Le Paludisme ou Malaria est maladie parasitaire due a un hématozoaire du
genre Plasmodium, qui se développe et se multiplie dans le foie puis dans les
hématies, il est transmis surtout a I’Homme par la piqire d’un moustique

femelle du genre Anopheles [5].

1.2. Historique
Le paludisme est une maladie trés ancienne. En 3000 avant JC, il a été décrit en
Egypte ancienne. Cette certitude est issue de la découverte de Plasmodies dans
des momies [6].

A partir de 2700 avant JC, des cas d’acces palustres €taient décrits en
Chine. Dans la mythologie chinoise, la maladie est représentée sous la forme de
trois démons armés respectivement de marteau, brasero et marmite d’eau froide,
illustrant les céphalées, fievres et frissons notés au cours des acces primo-
invasifs.

Cependant, il faudra attendre 1’année 1630 pour voir apparaitre le premier
traitement a base d’écorce de Quinquina découvert par Don Francisco Lopez.
Deux siecles seront encore nécessaires pour que les pharmaciens J. Pelletier et
J.B. Caventou parviennent a isoler 1’agent actif : la quinine.

A partir de cette époque, les recherches s’accélerent et 1’agent pathogeéne est
découvert par Alphonse Laveran en 1880.

En 1897, les moustiques Anophéles sont reconnus comme €tant les vecteurs de
la maladie et en 1922, quatre Plasmodium infectant ’homme ont été décrits : P.
falciparum, P. malariae, P. vivax et P. ovale.

Trois espeéces du paludisme sont exclusivement retrouveés chez ’Homme, ce
sont P. falciparum (Welch, 1897); P. vivax (Grassi, 1890); et P.ovale (Stephens,
1922).



Le paludisme a P. malariae a été décrit aussi bien chez I’homme que chez les
singes africains (Grassi, 1890). Une 5™ espéce P. knowlesi a été récemment
décrite chez ’homme en Asie [7]. Il faudra alors prés de 60 ans pour

comprendre entiérement le cycle parasitaire et ses caractéristiques.

2. EPIDEMIOLOGIE DU PALUDISME

Les facteurs environnementaux, 1’intensité de la transmission, la virulence du
parasite et les différents traits génétiques de 1’hdte conférent une complexité au
paludisme [1]. Les ¢tudes épidémiologiques montrent que, la sensibilité au
paludisme est trés variable entre les individus d’une population. Ainsi, charge
parasitaire, incidence et gravit¢ de la maladie [8]; ampleur et type de réponses
immunitaires dirigées contre les antigenes du parasite different selon les
individus [9].
Les manifestations cliniques du paludisme sont liées a 1’age des individus en
zone endémique. Les enfants de moins de cinq ans souffrent du paludisme
cérébral alors que les adultes souffrent du paludisme simple. Le risque de décés
est aussi plus ¢levé chez les enfants que chez les adultes vivant en zone

endémique [10].

2.1. Paludisme dans le monde

Selon les estimations mondiales en 2016, 212 millions de cas de personnes
¢taient malades de paludisme et parmi elles, 429 000 personnes sont déceédées de
la maladie. La plupart des cas (90 %) ont été enregistrés dans la région Afrique
de ’OMS, loin devant la région Asie du Sud-Est (7 %) et la région Méditerranée
orientale (2 %) de ’OMS [2].
En Afrique subsaharienne, le nombre de patients atteints d’infections palustres
aurait diminué de 131 millions en 2010 a 114 millions en 2015 [2].

La majorité d’épisodes cliniques a Plasmodium falciparum se produit en



Afrique tropicale et en Asie du Sud-est avec respectivement 70% et 25%
d’épisodes cliniques [11] (figure 1).

Le paludisme est responsable en Afrique de 1500 déces par jour, la plupart des
déces concernent les enfants de moins de cinq ans. La distribution du paludisme
dans les régions endémiques du monde est définie en fonction du degré
d'endémicité. Le paludisme est considéré comme endémique dans les zones ou il
y a une transmission constante au cours d’années successives.

Le paludisme est dit hypoendémique dans les zones ou la prévalence de
I'infection est inférieure a 10%, et mésoendémique dans les zones ou la
prévalence de l'infection se situe entre 11% et 50%. Dans les régions ou la
prévalence de l'infection est supérieure a 50%, les zones sont définies comme

holoendémiques et hyperendémique.

Figure 1 : Répartition du paludisme dans le monde [12]



2.2. Paludisme au Sénégal

Au Sénégal le niveau de transmission diminue en passant du sud au Nord du
pays. La transmission est hypo ou mésoendémique au Nord et au Centre et hyper
ou holoendémique au Sud du pays. Les programmes de lutte contre le paludisme
reposant surtout sur l’utilisation de moustiquaires imprégnés d’insecticide, le
diagnostic rapide et les traitements précoces combinés, ont permis une baisse
importante de I’incidence de I’affection au Sénégal [13].
Mis en place deés 1995, le Programme National de Lutte contre le Paludisme a
mis en ceuvre des plans stratégiques. Ces derniers ont permis de réduire de fagon
significative la morbidité et la mortalité liées au paludisme. Le taux de morbidité
proportionnelle est passe de 35,72% en 2001 a 3,07% en 2009. Pendant la méme
période, la mortalité proportionnelle est passée de 29,72% a 4,41 %.

Figure 2 : Evolution morbidité, mortalité proportionnelle tous groupes de

2008 2 2014 [14].

Le plan stratégique 2011-2015 de lutte contre le paludisme dans le pays est
résolument orienté vers le controle du paludisme en vue de sa pré-¢élimination.

Selon le bulletin épidémiologique annuel du paludisme, publi¢ en Février 2015,
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la morbidité proportionnelle palustre est restée basse avoisinant les 5% depuis
2008. La mortalité proportionnelle a connu les mémes variations passant de
7,18% en 2008 a 4,41% en 2009 et de 7,50% en 2013 a 3,50% en 2014
(Figure 2) [14].

En 2013, le Sénégal a enregistré 345889 cas de paludisme dont 814 déces [15].

La notion de faciés épidémiologique permet de traduire la dynamique de la
transmission en fonction des variations du biotope. Elle est définie comme un
ensemble de zones dans lesquelles ’infection palustre présente les mémes
caractéristiques de transmission [16]. Bien que le paludisme soit endémique
dans tout le pays, le niveau de transmission augmente en passant du Nord

au Sud [17].

Il existe deux facies épidémiologiques au Sénegal :

- Le facies tropical au Sud ou 30 a 35% de I’ensemble de la pathologie
feébrile est due au paludisme. Ce taux peut passer de 10% en saison seche a
80 % en saison pluvieuse. Dans ces régions, il existe une prémunition
solide au-dela de 1’age de 10 ans. Ce faciés est retrouvé dans les régions de
Ziguinchor (hors de la mangrove), de Kolda, de Tambacounda et les parties
méridionales des régions de Fatick et Kaolack ou [D’essentiel de la
transmission s’effectue de juillet a décembre [18].

— Le faci¢s sahélien est retrouvé surtout dans les régions du centre (Kaolack,
Fatick, Diourbel, Dakar et Thi¢s) et au Nord du pays, dans le Ferlo et la
vallée du fleuve Sénégal (Louga, Saint Louis et Matam) ou I’essentiel de la
transmission s’effectue entre Aot et Octobre [18]. Dans cette zone, au fur
et a mesure que I’on remonte vers le Nord, la prémunition diminue et le

caractere instable du paludisme s’accentue.

On y observe des épisodes épidémiques au cours des années de forte

pluviométrie et les tranches d’age touchées sont plus larges [17].



3. BIOLOGIE DU PARASITE

3.1. Agent pathogéne

Les parasites hématozoaires responsables du paludisme appartiennent a
I’embranchement des Sporozoaires ou Apicomplexa, a la classe des Sporozoae, a
I’ordre des FEucoccidiida , a la Famille des Plasmodiidae et au Genre
Plasmodium [19].

Cent quarante-six especes du genre de Plasmodium ont été répertoriées. Ils
sont capables d’infecter divers hotes : homme, singe, oiseaux et rongeurs. Chez
I’homme seules quatre especes sont communément reconnues comme étant
responsables du paludisme : P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale ;
auxquelles s’ajoute maintenant P. knowlesi. C’est une espece zoonotique du
singe macaque responsable d’un nombre important d’infection humaine en Asie

du Sud-Est [7].

3.2. Vecteurs

Au niveau taxonomique, les vecteurs de Plasmodium  sont des insectes
dipteres appartenant a la famille des Culicidae et a la sous-famille des
Anophelinae. On dénombre environ 500 especes d'anopheles dans le monde,
parmi lesquelles une cinquantaine est capable de transmettre le paludisme
a I’homme [20] .

En Afrique, une douzaine d'especes est impliquée dans la transmission. Ces
vecteurs du paludisme en Afrique tropicale sont répartis en divers grands
groupes :

—~ le groupe gambiae avec sept especes dont deux seulement sont

vectrices : An. gambiae s.s. et An. arabiensis,

— le groupe funestus qui renferme neuf especes dont deux vectrices : An.

funestus s.s. et An. rivulorum assurent la transmission du paludisme,

10



— le groupe nili contenant quatre espéces dont trois vectrices : An. nili s.s.
An. carnevalei et An. Ovengensis [21].

Seuls les deux premiers groupes de vecteurs sont impliqués dans la
transmission palustre en Afrique. Chacune de ces especes a des préférences pour
des biotopes particuliers. Ces espéces présentent une grande capacité
vectorielle, expliquant la forte endémicité palustre en Afrique [22].

Seule I’anophele femelle est hématophage. Elle a une activité nocturne son vol
est silencieux et sa piqlire décrite comme indolore par opposition aux piqires

beaucoup plus prurigineuses des autres genres de moustiques [23].

3.3. Cycle de vie de Plasmodium

Tous les parasites du paludisme ont besoin de deux hotes dans leur cycle de
vie : I'hote définitif ou a lieu le développement sexuel (anophele femelle) et
I'hote intermédiaire (I'homme par exemple) ou se produit le développement
asexuel (Figure 3). Le Plasmodium, parasite haploide adopte trois stratégies au
cours de son cycle de vie pour proliférer. La premicre stratégie est sa capacité de
croissance et de réplication intensive, réalisée grace a trois stades différents.
Le premier stade est l'oocyste qui se produit chez le moustique dans un
processus appelé sporogonie.
Le deuxiéme stade est la schizogonie pré-érythrocytaire (ou exo-érythrocytaire
ou hépatique) et le troisieme stade est la schizogonie érythrocytaire qui se
produit tous les deux chez I’hote intermédiaire.

La deuxi¢me stratégie adoptée par le parasite est la dispersion et I'invasion
des cellules hotes. Cette stratégie inclut : les stades mérozoite, sporozoite et
ookinéte du parasite.

La troisieme stratégie est la reproduction sexuée impliquant la formation
des gamétocytes chez 1'hdte vertébré, elle est complétée lors de la formation de

'ookinéte chez I’anophele femelle aprés un repas sanguin.
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Les trois stratégies du parasite sont indiquées dans le cycle de vie ci-dessous

chez le moustique et chez I’hdte humain (Figure 3).

3.3.1. Cycle sexué chez le moustique : sporogonie

Un repas sanguin sur un hote humain infecté est nécessaire a 1I’4Anophele femelle
pour ingérer le parasite sous forme de gamétocytes males et femelles. Le
moustique se révele alors infecté et le cycle sexué de reproduction du parasite
peut commencer.

Les gamétocytes se transforment en gametes qui, apres fécondation, aboutissent
a la formation d’oocystes, et cela moins de 24h apres le repas sanguin. Chaque
oocyste formé se divise et se multiplie afin de libérer, 4 a 15 jours apres le repas
sanguin, plusieurs milliers de sporozoites qui iront coloniser les glandes
salivaires. C’est a partir de ce moment que le moustique est infectieux pour
I’homme. En effet, tout nouveau repas sanguin sera accompagné¢ d’une

libération des sporozoites chez 1’hote humain via les sé€crétions salivaires.

3.3.2. Cycle asexué chez ’homme : schizogonie

Apres une piqiire infectante, les sporozoites injectés dans les capillaires
cutanés atteignent le foie. Seuls ceux ayant réussi a pénétrer dans les
hépatocytes pourront continuer leur développement. C’est la phase de
réplication intra-hépatique (figure 3). Elle est totalement asymptomatique et
dure six a quinze jours. Elle se termine par I’éclatement des hépatocytes infectés
qui permet la libération d’un grand nombre de mérozoites dans la circulation
sanguine. A la différence des autres espéces, P. falciparum présente une
particularité importante lors de cette phase. Elle ne donne pas les formes de
persistance hépatique appelées hypnozoites. Pour les autres espéces
plasmodiales comme P vivax et P ovale, cette caractéristique explique les
rechutes. Libérés dans le sang, les mérozoites envahissent des GR, pour initier le
cycle de réplication intra- érythrocytaire (figure 3). C’est un processus cyclique,
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allant de I’invasion d’'un GR a son éclatement, permettant ainsi la libération
d’une trentaine de nouveaux meérozoites qui pourront coloniser d’autres GR.
Cette phase du cycle dure 48h pour P. falciparum et le parasite
initialement présent sous la forme d’un mérozoite libre passe apres invasion par
différentes stades : anneau, trophozoite, schizonte et rosace. Ces formes
asexuées du cycle érythrocytaire sont donc responsables de la morbidité et
mortalité.
La rosace est le stade de maturation ultime qui correspond a un schizonte sur le
point d’éclater pour libérer de nouveaux mérozoites. L’éclatement des GR,
provoquant I’anémie, est a I’origine des nombreux symptémes cliniques du
paludisme. Pour alimenter le cycle hote-vecteur, certains anneaux vont se
différencier en gamétocytes males et femelles. Ces formes non pathogénes pour
I’homme pourront circuler dans le sang pendant plusieurs semaines apres la fin
de I’infection. Elles pourront étre ingérées par un vecteur compétent lors d’un
repas sanguin, infectant alors 1’4nophéle et permettant ainsi la propagation de la

maladie.

Figure 3 : Cycle de développement de P. falciparum [24]
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4. PATHOLOGIE DE L’INFECTION PALUSTRE

4.1. Caractéristiques cliniques
P. falciparum est responsable de deux formes de paludisme : l'acces palustre

simple et les formes graves.

Dans les zones endémiques, le paludisme simple se produit chez les personnes
semi-immunes alors que le paludisme grave et celui associé a la grossesse
affectent les personnes non-immunes et notamment les enfants de moins de cing

ans et les femmes enceintes [25].

4.1.1. Acces palustre simple

La primo invasion apparait chez un sujet non immun et le temps
d’incubation est de 7 a 21 jours et parfois plusieurs mois. Elle est cliniquement
muette. Lors de la phase d’état, la fievre est la manifestation classique. Elle est
observée au cours de 1’étape sanguin du cycle parasitaire. Avec I’éclatement des
schizontes intra-érythrocytaires, i1l y a une libération des mérozoites, d’un
pigment plasmodiale appelé hémozoine et de différentes endotoxines aux
propriétés pyrogenes comme la PfGPI. Ces substances sont a 1’origine d’une
inflammation et d’une fievre [26]. La crise débute brutalement par des frissons
intenses et des tremblements. La fievre atteint 40 a 41°C dans le paludisme a P.
falciparum et persiste généralement pendant 2 a 4h. Elle est suivie d’une
hypersudation.

Ces acces de frissons et de fievre intermittents sont observés et ils peuvent
devenir périodiques survenant toutes les 48h pour les infections dues a P.
falciparum, P. vivax et P. ovale (fiévre tierce), tandis que pour celles causées par
P. malariae I’intervalle entre les crises de 72h (fiévre quarte).

En dehors de la fiévre, on peut observer des céphalées, des douleurs articulaires,
des myalgies, une anémie et méme un ictére, accompagné souvent de nausées et

de vomissements.
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Un acces di a P. falciparum peut a tout moment se transformer en une forme

grave surtout chez les enfants et les personnes non immunes [27].

4.1.2. Formes graves du paludisme

Les formes graves du paludisme grave résultent probablement d'une
combinaison de facteurs spécifiques du parasite: adhérence, séquestration dans
le systéme vasculaire et libération de molécules bioactives ; mais aussi de la
réponse inflammatoire de I'h6te avec notamment la production de cytokines,
chémokines et d’infiltrats cellulaires [1].

Deux formes majeures caractérisent le paludisme sévere : I’anémie sévere

et le paludisme cérébral ou neuropaludisme.
La pathogénie du paludisme cérébral est attribuée a la cytoadhérence des
érythrocytes infectés aux cellules endothéliales des micro-vaisseaux du cerveau
entrainant ’obstruction puis la rupture vasculaire. Un des mécanismes de la
pathogenese du paludisme grave est l'acidose métabolique qui entraine la
détresse respiratoire. Différentes études ont montré que 1’acidose métabolique
est un bon facteur prédictif de la mortalit¢ due au paludisme sévere [28]. La
pathogénie de l'acidose métabolique est mal connue.

Les cytokines pro-inflammatoires jouent un rdle central dans les
manifestations cliniques du paludisme cérébral. L’IL-10 aurait un rdle protecteur
dans le paludisme cérébral [29]. Par contre, une cytokine comme le TNF-a est
plutot associ€ée a une susceptibilité¢ au neuropaludisme [30]. Le réle d’IFN-y est
ambigu. Cette cytokine est associée a la fois a la pathogenese et a la protection
contre le paludisme chez 'homme [31].

Un autre mécanisme impliqué dans la pathogenése du paludisme cérébral
est I’induction du monoxyde d’azote (NO), qui serait responsable d’une
hypotension intracranienne liée a une dilatation excessive des vaisseaux

sanguins (vasodilatation) mais aussi a une neurotransmission aberrante [32].
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4.2. Pathogénése du Plasmodium
Chez I’homme, le parasite a besoin de proliférer et de survivre sans étre
détruit par la réponse immunitaire de 1'h6te. 11 utilise ainsi différents mécanismes
lui permettant de contourner le systéme immunitaire de 1'hote et cela aboutit a
I’apparition des signes cliniques de la maladie.
Les mécanismes les mieux connues incluent notamment la cytoadhérence ou

la séquestration, la formation de rosettes et la variation antigénique.

4.2.1. Hypothése de la séquestration

La séquestration consiste au mécanisme par lequel les globules rouges
infectés se lient a 1'endothélium des veinules post-capillaires de tissus profonds
comme le cerveau, le foie, le rein.... La surface du globule rouge infecté est
recouverte d'excroissances appelées Knobs qui sont le point de contact avec les
cellules hotes. Une protéine du parasite, P/EMP1 assure sa liaison avec divers
récepteurs [33]. Elle est codée par la famille des geénes variables var,
comprenant environ 60 loci polymorphes du génome de P. falciparum |34].

Cette séquestration du globule rouge infecté dans la micro vascularisation des
organes vitaux est caractéristique du paludisme a P. falciparum. Lorsqu’elle a
lieu dans le cerveau, elle entraine un coma souvent mortel [35]. L’adhérence des
GRp dans le cerveau impliquerait des récepteurs de I’hote tels que le CD36 et

I’ICAMI1 (Figure 4)

Figure 4 : Molécules du parasite et de I’hdote impliqués dans la séquestration du globule
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En outre, la séquestration des parasites dans le placenta est assurée par

'adhésion au sulfate de chondroitine A (CSA).

4.2.2. Phénomeéne du « rosetting »
Les globules rouges infectés peuvent se lier a des globules non infectés pour
former des rosettes. Si la liaison se fait entre globules rouges infectés, on parle
d’agglutination. Agglutination et rosettes sont associées au paludisme sévére et a
I'anémie [36]. Le récepteur du complément (CR1) a été¢ identifi¢é comme un

important récepteur de PFEMP1 dans la formation des rosettes [37].

4.2.3. Variation antigénique

La variation antigénique a été découverte chez P. knowlesi [38]. P/EMPI1 est
impliquée dans la variation antigénique du paludisme a P. falciparum. Avec
environ 60 genes var codant pour P/EMPI et un seul géne var dominant
exprimé au stade adulte du parasite, P/EMPI a atteint une forme de variabilité
qui permet au parasite de contourner le systeme immunitaire de I'hote. De plus,
les fréquentes recombinaisons et remaniements génétiques au cours des
processus de fusion et de division dans le moustique et les érythrocytes humains
peuvent entrainer une grande diversité génétique et antigénique du parasite [39].
L'affinit¢ d'un P/EMP1 a certains récepteurs de 1'hote pourrait déterminer la
virulence du parasite [40]. Cette hypothese est appuyée dans le cas du paludisme
placentaire par le biais de DBL-y et B (Duffy Binding-Like) qui assurent
I’adhésion du parasite au tissu placentaire a travers le CSA ou les
immunoglobulines non-immunes. Un autre exemple appuyant la méme
hypothese est 1’existence chez le parasite 3D7 des domaines CIDRa (Cysteine-
rich Inter-domain regions) qui ont une affinité pour les récepteurs CD36 [41].

Ce qui revient a dire que certains parasites peuvent étre plus virulents que
d'autres et des souches de parasites tels que 3D7 qui ont plus de génes var

conserveés dans leur centromere pourraient étre plus virulents [39].
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5. REPONSE IMMUNE

5.1. Notion de prémunition
Les individus vivants dans les zones de forte endémicité¢ développent une
immunité contre le paludisme. En effet, les enfants agés de plus de cinq ans et
les adultes sont résistants au paludisme clinique et a la mortalité, tout en
demeurant sensibles a I'infection [10].

Ce phénomene appelé « prémunition », a été définie en 1924 (Sergent,
1924). C’est une protection tres lente a s’acqueérir et qui dépend d’une pression
constante du parasite. Elle se crée en 2 temps :

— acquisition d’une immunité clinique qui protege contre les symptomes
graves de la maladie sans diminuer fortement la parasitémie ;

— acquisition d’une immunité antiparasite maintenant la parasitémie a un
faible niveau permettant le portage asymptomatique [10].

Dans les zones de fortes endémies, on observe [’apparition d’une
immunité protectrice contre les acces graves non cérébraux des la premicére ou
deuxieme infection. Celle-ci s’instaure donc rapidement contre les formes
graves mais plus lentement contre les acces simples.

En plus de la lenteur de son acquisition qui dure de 6 a 15 ans selon
I’intensité¢ de la transmission palustre, la prémunition est déléteére et nécessite
des piqlires infectantes régulieres pour €tre maintenue. A cela se rajoute une
spécificité d’especes il n’y a pas d’immunité croisée entre les différentes especes
plasmodiales [42].

Cette immunité antipalustre n’est jamais totale, elle disparait chez les adultes qui
quittent la zone d’endémie palustre, suggérant que I’exposition constante aux
antigenes du parasite est nécessaire pour la mise en place de la mémoire
immunologique mais aussi de son entretien.

Dans les zones de faible endémie ce niveau d’immunité n’est pas atteint et quel

que soit son age, I’individu est susceptible de faire des acces séveres.
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5.1.1. Mécanismes effecteurs de protection contre le paludisme
L’immunité antipalustre se développe contre tous les stades du cycle parasitaire

et notamment ceux pré-érythrocytaire et érythrocytaire.

5.1.2. Immunité contre les stades pré-érythrocytaires
L’immunité anti-stades pré-érythrocytaires serait dirigée contre le sporozoite
libre et le schizonte intra-hépatique.
En zone endémique, I’exposition irréguliére aux sporozoites est peu probable
pour que I’'immunité pré-érythrocytaire soit acquise naturellement.

Chez I’homme et dans des modeles expérimentaux d’infection, il a été
démontré que I’injection de sporozoites irradiés permet une résistance complete
contre I’infection [43]. Cette réponse immunitaire est plus forte que I’'immunité
acquise naturellement. La différence pourrait s’expliquer d’abord par le grand
nombre de sporozoites utilisés avec des centaines ou des milliers par la
vaccination par rapport a 1 a 100 sporozoites par piqire dans les infections
naturelles [44] et par une persistance de sporozoites atténués dans le foie [45] .

L’immunité dirigée contre les stades pré-érythrocytaires est médiée par les
anticorps. En effet, les anticorps anti-sporozoites agiraient, par le mécanisme
d’opsonisation ¢liminant le parasite avant qu’il n’atteigne 1'hépatocyte ou en
bloquant l'invasion de ces hépatocytes. Une réponse immunitaire & médiation
cellulaire a été également décrite [46].

Les modéles murins ont permis une meilleure compréhension des
mécanismes effecteurs mis en jeu, pendant cette phase Doolan et Hoffman ont
montré¢ au moins cing mécanismes de protection distincts avec les lignées de
souris consanguines [47].

Chez les souris C57BL/6, la protection contre la maladie dépendrait des
cellules TCD4" et NK. Les cellules CD8" seraient aussi impliquées. Elles

agiraient via l'induction de cascades cellulaires et cytokiniques incluant :
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les cellules T CD4", les cellules NK, des cytokines comme IL-12 et IFN-y
et des substances telles que le NO.

La complexité de la réponse cellulaire décrite chez les souris existe aussi
chez ’homme, avec un mécanisme de protection différent. Dans une étude faite
en Gambie, Reece et al ont montré que la sécrétion de I’IFN-y par les cellules T
CD4" en réponse a une stimulation par une séquence conservée de CSP, était

associée a la fois a la protection contre I’infection et contre la maladie [48].

5.1.3. Immunité contre les stades érythrocytaires

Le stade érythrocytaire du parasite est marqué par 1’invasion des globules
rouges. C’est une ¢tape clé de I’infection palustre. Elle est susceptible d’étre
aussi une importante cible pour les réponses immunes protectrices. La preuve
du role de médiateurs des anticorps dans l'immunité antipalustre provient
d'é¢tudes de transfert passif d'immunoglobulines contenues dans les sérums
d’adultes immuns utilisés avec succes pour traiter les patients atteints de
paludisme grave [49].

Les anticorps pourraient empécher l'invasion des érythrocytes par les
meérozoites par différents mécanismes : opsonisation favorisant leur phagocytose
par les macrophages, destruction par le complément, inhibition du processing
des protéines d'invasion ou blocage de leurs sites de liaison sur les érythrocytes.

Chez I'homme, les anticorps cytophiliques (IgG; et IgG;) peuvent en
collaboration avec les monocytes détruire les globules rouges infectés par le
mécanisme d’immunité cellulaire dépendante d’anticorps (ADCI).

Osier et al ont montré qu’une forte réponse humorale qui était associée a
la protection contre le paludisme et que les associations les plus fortes étaient
obtenues en combinant les réponses dirigées contre MSP2 et MSP3 [50]. Le rdle
des anticorps dirigés contre les antigenes du mérozoite dans la protection contre
le paludisme demeure controversé. En effet, certaines études suggerent que les

anticorps dirigés contre des épitopes des protéines telles que MSP1, MSP2 et
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AMAT1 [51] mesurées par ELISA peuvent étre des marqueurs de la protection
contre le paludisme clinique, d'autres études ne corroborent pas ces résultats
[52].

Les mérozoites libres et les hématies infectées, n’exprimant pas a leurs
surfaces de molécules HLA, sont souvent négligés comme cibles pour des
réponses immunes protectrices a médiation cellulaire. Cependant 'un des
résultats les plus étonnants sur le role de 'immunité a médiation cellulaire dans
la protection contre le paludisme a ét¢ la démonstration faite par Pombo et al
que les personnes non immunes infectées a plusieurs reprises par des doses ultra
faibles de parasites au stade sanguin puis traités, développent une immunité
subséquente en l'absence de réponse anticorps détectable [53]. Dans cette ¢tude,
les personnes protégées présentaient de fortes proliférations lymphocytaires T
CD4" et T CDS8", une réponse cytokinique composée d’IFN-y, mais une absence
d’IL-4 ou d’IL-10 et la production de fortes concentrations de NO par les
cellules mononuclées du sang [53].

Le role des cellules T spécifiques de Plasmodium a été mis en évidence
grace au transfert adoptif de la protection en absence de réponse humorale
détectable [54]. En outre, les cellules T ont la capacité d'inhiber la croissance du
parasite in vitro.

La réponse immune cellulaire débute par I'activation des cellules T CD4"
dans la rate, apres la présentation antigénique par les Cellules dendritiques.
L’immunité cellulaire T est régulée par I'lL-12 et fait intervenir IFN-y et TNF-a,
qui, induisent la phagocytose des globules rouges infectés ainsi que la mort des
parasites intracellulaires via la synthése de NO et des radicaux oxygénés
produits les neutrophiles et les macrophages. La destruction des parasites a lieu
essentiellement dans la rate [55].

L’IFN-y sécrétée par les cellules T peut également contribuer a produire
des anticorps cytophiliques intervenant dans I’immunité cellulaire dépendante

d’anticorps (ADCI) [56].
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La contribution relative de I'immunité humorale et cellulaire dépend a la
fois du parasite, de I’hote et de la complexité de la relation héte parasite.

Chez les souris, I'immunité chez P. yoelii est principalement assurée par
les anticorps alors que chez P. chabaudi, elle est essentiellement a médiation
cellulaire. Il est probable que les humains différent entre eux par le type de
mécanisme effecteur mis en jeu dans la réponse immune protectrice contre le
parasite. Il est possible que différents mécanismes effecteurs opérent pour

différentes souches de parasites [57].

5.2. Roles des cellules immunitaires

5.2.1. Role des lymphocytes
Leur role dans le controle de la parasitémie et de la maladie n’est pas totalement
compris. Il semble qu’ils y interviennent soit directement par une activité
cytotoxique surtout sur les formes intra-hépatiques (cellules T CDS8), soit
indirectement par le controle et 1’activation d’autres cellules effectrices via les
lymphokines (cellules T CD4").

Cette derniére action concerne la régulation de la production des Ac.

Mais, la réponse des lymphocytes T varie considérablement en fonction des
fluctuations du niveau de transmission.
Chez les enfants vivant en zone d’endémie, il a ét¢ démontré une augmentation
de I'expression de marqueurs solubles d'activation des lymphocytes T qui serait
plus prononcée chez les individus ayant eu précédemment le moins de contact
avec le parasite.

Paradoxalement, 1’infection a Plasmodium est associée a une réduction de
la prolifération in vitro des cellules T périphériques sensibilisées aux Ag
malariques [58]. Cette anergie peut s'expliquer par une augmentation de

I'apoptose des lymphocytes T chez les sujets infectés [59] et/ou par une
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déplétion des clones de lymphocytes compétents du sang périphérique
proportionnellement a la sévérité de la maladie [60].

Seule une partie des cellules T serait activée, les cellules T auxiliaires
CD4" ayant un role fondamental dans la commutation isotypique [61].
Il existe deux principales sous populations de lymphocytes T auxiliaires CD4" :
Thl et Th2 spécifiques d’Ag de Plasmodium identifiées chez la souris et chez
I’homme a travers leur profil de sécrétion des cytokines, différent. Elles sont
mutuellement exclusives car chacune inhibe la différenciation et la prolifération
de I’autre (balance Th1/Th2) par un contrdle sur la production de cytokines et
sur ’expression des molécules du CMH de classe II a la surface de cellules
présentatrices de ’antigene [61].
Cette distinction est importante, car 1’engagement de la réponse immunitaire
dans I’'une ou l’autre de ces voies détermine la capacite¢ de résistance d’un
organisme a un pathogéne comme Plasmodium.
L’implication de ces deux sous populations dans I’immunité antipalustre chez
I’Homme n’est pas clairement définie. Les lymphocytes Thl seraient impliqués
dans la réponse immunitaire dirigée contre les stades pré-érythrocytaires et
¢rythrocytaires [62].
Lorsqu’elles sont activées par les Ag parasitaires, elles secrétent entre autres
des médiateurs comme I’IL-2, I’'TFN-y, la lymphotoxine ou TNF-f et I’IL-3.
Les cytokines produites par les lymphocytes Th2 sont I’'IL-4, I’IL-5, ’'IL-10 et
I’'IL-13 qui favorisent la production d’Ac. Certaines cytokines peuvent étre

produites a la fois par les Thl et les Th2 : I’IL-3, le GM-CSF et le TNFa.

5.2.2. Role des monocytes / macrophages
De méme que les lymphocytes T, les cellules de la lignée monocyte/macrophage
peuvent interagir avec le développement du parasite par une activité
phagocytaire directe, par la phagocytose immune via les Ac ou par le relargage

de médiateurs solubles cytotoxiques et de cytokines comme le TNF-a [63].
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L’activit¢ phagocytaire directe concerne surtout les parasites libres, elle
permet aux macrophages et aux cellules dendritiques de présenter les Ag
parasitaires aux cellules T via les molécules du CMH. Ces -cellules
activent préférentiellement les Th1[63].

La rupture des GRp constitue un puissant stimulus a travers les toxines
parasitaires libérées qui activent les monocytes/macrophages.

Ces derniers produisent trois composés dérivés de ’oxygeéne et cytotoxiques
pour différents micro-organismes: [’ion superoxyde, de [’eau oxygénée
et des radicaux hydroxylés.

Ce sont des médiateurs de DI'immunit¢é non spécifique et ils
endommagent les formes intra-érythrocytaires de Plasmodium. Cet effet serait
amplifié lorsque les cellules sont traitées avec de I’'IFN-y, qui active et augmente
la synthese des radicaux libres [64]. En outre, les macrophages liberent
du monoxyde d’azote, un effecteur cellulaire produit a partir de 1’arginine
par une réaction enzymatique catalysée par la Nitric Oxide Synthase. Cette
enzyme possede trois iso-formes dont deux constitutives et une inductible.

Le monoxyde d’azote produit par les deux enzymes constitutives jouerait
un réle de messager secondaire du systéme nerveux[65] tandis le monoxyde
provenant de I’action de la Nitric Oxide Synthase Inductible aurait, comme dans
le paludisme, un réle dans les mécanismes de défenses immunitaires non
spécifiques (activité parasiticide pour les stades hépatiques) [66].
L’opsonisation des GRp ou des mérozoites par des Ac, suivie par leur
phagocytose par les monocytes ou les PNN a été proposée comme

mécanisme protecteur contre le paludisme humain [67].

5.2.3. Roles des polynucléaires neutrophiles et des cellules Natural killer
Les PNN peuvent intervenir dans le contrdle de la parasitémie par
une activité phagocytaire pouvant étre directe ou meédiée par des Ac; ils

¢laborent aussi des radicaux cytotoxiques comme les monocytes/macrophages.
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En culture, les neutrophiles peuvent phagocyter des débris de globules rouges
sans aucun effet sur la parasitémie. Ce n’est que lors de la libération des
mérozoites qu’ils sont stimulés et qu’ils altérent le développement des jeunes
anneaux.

Il est rapporté que les mérozoites libres augmentent les signaux de

chimioluminescence produits par les PNN, traduisant une hausse de ’activité
phagocytaire. L’utilisation de sérums hyper-immuns ainsi que le prétraitement
des cellules par ’'IFN-y amplifie I’intensité de phagocytose [68].
La stimulation des PNN par cette cytokine active leur dégranulation ; la
production d’acides arachidoniques , de leucotriecnes et de radicaux
oxygénes potentialise cet effet en augmentant leur activit¢ phagocytaire
immune.

Les lymphocytes NK ou « Natural Killer » constituent un groupe
cellulaire treés hétérogéne avec un rdle potentiel comme ligne de défense contre
I’infection, qui reste encore incertain pour Plasmodium. Néanmoins, certaines
¢tudes indiquent que ces lymphocytes NK pourraient intervenir en tant que
cellules effectrices et régulatrices de I’immunité antipalustre.

Dans les modeles murins, elles sont impliquées dans I’élimination des stades

pré-érythrocytaires et érythrocytaires du parasite [69].

La production rapide d’IFN-y est importante pour le pronostic évolutif de la

pathologie. Des ¢tudes récentes suggerent que les cellules natural killer (NK)

pourraient étre 1’'une des sources de cette production précoce d’IFN-y.

Plus connues pour leur role dans I'immunité anti tumorale et antivirale, les

cellules NK, sembleraient jouer un role prépondérant dans I’immunité innée

observée au cours des infections palustres précoces.

Les cellules NK augmentent particulicrement en nombre et sont capables

de détruire in vitro les globules rouges parasités par P. falciparum in vitro [70].
Une récente étude vient de montrer que les cellules NK provenant

du foie sont capables de détruire les cellules hépatiques parasitées par des
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sporozoites, alors qu’elles sont inaptes a détruire les globules rouges parasités
par des trophozoites [71].

Les cellules NK sont aussi de puissantes productrices de cytokines telles
que PIFN-y. Cette capacité a produire I’'I[FN-y, qui conduit a DI’activation
parasiticide des macrophages, pourrait étre de grande importance pour
I’immunité innée contre le paludisme. En effet 'IFN-y augmente la potentialité

des cellules NK a détruire les globules parasités de 1’hote [72].

Figure 5 : Role des cellules effectrices et des cytokines dans I’immunité contre les

stades sanguins de P. falciparum [73].

5.2.4. Effets immunoprotecteurs des cytokines

Dans I’infestation par Plasmodium la réponse inflammatoire est nécessaire pour
¢liminer le parasite. Cependant, elle peut conduire a des lésions tissulaires
considérables.

L’activation des phagocytes pour 1’élimination des parasites intracellulaires ou
extracellulaires, nécessite la production des cytokines inflammatoires, ce qui
peut provoquer des effets systémiques tels que I’anémie sévere ou le paludisme
cérébral [74]. Le pronostic d’une infection palustre dépend d’un délicat équilibre

entre une induction appropriée ou inappropriée de ces médiateurs.
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L’IFN-y posseéde aussi une action antiparasitaire.

Cette action n’est pas toujours directe, mais souvent associée a I’activation
des cellules effectrices. In vitro, 1l augmente I’activit¢ des
monocytes/macrophages et des neutrophiles [68], en stimulant la phagocytose et
la production de NO, de radicaux oxygénés mais aussi celle du TNF-a (Figure
5). In vivo, I’'injection d’IFN-y entraine une protection partielle des mod¢les
murins et simiens contre I’infection par respectivement les sporozoites de

P. berghei et de P. cynomolgi, alors que chez la souris, sa déplétion inhibe la
protection.

En zone endémique, I'I[FN-y est associée a la protection contre la
réinfection, ou a une diminution de I’'infection. Toutefois dans d’autres études,
sa production in vitro est associée au risque d’accés palustre simple [69].

TNF-a secrétée surtout par les monocytes/macrophages activés lors de
I’infection par Plasmodium, agit sur un grand nombre de cellules et exerce
différents rdles dans la réponse immunitaire anti-plasmodiale.

Le TNF-a possede une action antiparasitaire directe sur les stades
érythrocytaires en inhibant leur croissance in vitro et in vivo .

Il favorise I’¢limination des mérozoites et des stades sanguins par les
cellules effectrices en stimulant la phagocytose et la production de
radicaux oxygénés [68] . Des doses faibles de TNF-a, injectées a des souris
infectées par P. chabaudi ou P. yoelii, diminuent la parasitémie et empéchent
I’apparition des signes de paludisme grave.

De plus, les propriétés pyrogénes du TNF-a peuvent aussi étre impliquées dans
I’inhibition de la croissance de parasite in vivo. Lorsque I’on considere les
individus ayant des taux modérés de TNF-a, les taux élevés ont été associés a

une diminution des niveaux d’infection [75] (Figure 5).
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L’IL-4 intervient dans la régulation de la production de ’IFN-y et TNF-a.
Elle joue probablement un rdle régulateur important dans [I’immuno-

protection en inhibant I’activité cytotoxique des monocytes/macrophages et des

PNN[68].

En zone d’endémie, la protection clinique contre I’infection a été associée
a sa production in vitro par les cellules mononuclées et a ses fortes
concentrations sériques. Chez la souris, sa production prolongée a ¢été
associée a la protection contre I’infection par P. yoelii [57].

Dans le cas de I’'IL-10, les souris déficientes pour cette cytokine et

infectées par P. chabaudi présentent des signes de neuropaludisme et une
mortalité accrue [76].
Chez [I’Homme, I'IL-10 (comme I’IL-4) inhibe les réponses des
cellules produisant de I'IFN-y (Thl, NK, Ilymphocytesyd) et du TNF-
o (monocytes/macrophages). En zone endémique, la production d’IL-10 est
associée a la résistance a la réinfection apres un traitement curatif antimalarique.
Les individus souffrant d’anémie sévere produisent moins d’IL-10 que les
individus asymptomatiques [77].

D’autres cytokines semblent aussi impliquées dans la protection
contre le parasite ; I’IL-3 active la cytotoxicit¢ des macrophages en
favorisant la phagocytose et I’ADCC; I’IL-5 active aussi les lymphocytes B et
probablement la production d’Ac, mais c’est aussi le principal facteur

d’activation des €osinophiles [78].
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5.3. Roles des anticorps

5.3.1. Fonctions anti-parasites des anticorps
Outre ces actions « anti-symptomes » par des mécanismes protecteurs potentiels
empéchant 1’établissement d’une liaison néfaste, les Ac peuvent agir directement
sur le parasite ou indirectement en coopération avec certaines cellules du

systéme immunitaire.

5.3.1.1. Actions directes des anticorps sur le parasite
Deux modes d’actions directes des immunoglobulines sur le parasite sont

décrits : I'inhibition de la ré-invasion des globules rouges en culture par les
merozoites et ’inhibition intracellulaire du parasite.

¢ Inhibition de la ré-invasion des globules rouges
Le stade d’invasion du globule rouge par le mérozoite est une cible privilégiée
des immunoglobulines lors de la phase érythrocytaire. Plusieurs études portent
sur des Ac qui agissent soit en inhibant 1’interaction des molécules du mérozoite
avec des récepteurs spécifiques localisés a la surface des hématies, soit en
bloquant I’activité biochimique des Ag impliqués dans la pénétration du globule
rouge soit en opsonisant les merozoites pour les rendre moins infectieux [79].
Ces mécanismes ont été, pour la plupart analysés in vitro sur culture parasitaire a
I’aide d’Ac monoclonaux ou d’immunoglobulines humaines purifiées.
Des protéines localisées a la surface du mérozoite comme MSP1 et MSP2 ou
adsorbés au niveau de sa membrane comme la Protéine S, sont retrouvées dans
les complexes immuns formés et les Ac spécifiques dirigés contre elles inhibent
in vitro I’invasion du globule rouge par les mérozoites et diminuent la
parasitémie ainsi que ses conséquences cliniques [80]. Certains de ces Ag sont

actuellement des candidats vaccins majeurs tres étudiés.
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Cependant, I’inhibition décrite serait spécifique de souche et tous les
sérums d’individus hyper-immuns ne présentent pas d’activités inhibitrices.
Certains auteurs rapportent méme un effet facilitant de ces immunoglobulines
purifiées [81]. La réalité de ces mécanismes n’a pas €té appréciée in vivo chez
I’homme, il reste a prouver que ces Ac y agissent effectivement par blocage de
I’invasion et non par d’autres mécanismes.

¢ Inhibition intracellulaire du parasite
La mise en évidence d’un canal reliant la membrane du globule rouge infecté et
la vacuole parasitophore et permettant le passage de macromolécules (dont les
Ac) ouvre une possibilit¢ d’inhiber la croissance du parasite a I’intérieur de
I’hématie [82]. A I’'intérieur des globules rouges infectés par des formes agées,
la présence d’Ac capables d’agglutiner les mérozoites avant leur dispersion, a
déja été préalablement rapportée ; mais, I’existence de cette voie de transport

intracellulaire est discutée [83].

5.3.1.2. Coopération avec les cellules immunitaires
D’autres mécanismes d’action des Ac pouvant contribuer au controle de la

charge parasitaire sanguine chez les individus prémunis ont été décrits,
impliquant une coopération avec des cellules du systtme immunitaire,
notamment les monocytes/macrophages et les polynucléaires.

Parmi ces mécanismes humoraux a médiation cellulaire, on note les phénomenes
d’ADCC, d’ADCI et d’opsonisation puis phagocytose des GRp et des

merozoites.

5.3.2. Inhibition de mécanisme de pathogenése
Les Ac peuvent interagir avec I’érythrocyte parasité qui exprime a sa surface des
adhésines variantes de P. falciparum impliquées dans les phénomenes

d’agglutination des GRp, de « rosetting », de cytoadhérence et de séquestration.
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Le blocage par une immunoglobuline spécifique peut aboutir a un mécanisme

protecteur potentiel.

5.3.2.1. Inhibition de la cytoadhérence et du « rosetting »
La présence d’Ac reconnaissant 1’adhésine de surface du globule rouge infecté a

comme conséquence I’inhibition de la cytoadhérence et du rosetting, limitant
ainsi I’obstruction des micro-capillaires et contribuant a 1’¢limination des GRp
par la rate, ce qui aboutit en fin a une diminution de la charge parasitaire.
Udeinya et al ont montré que des sérums de patients hyper-immuns étaient
capables d’empécher in vitro 1’adhérence de GRp a des cellules de mélanomes
[84]. De méme, David et al ont démontré que ’injection a des singes Saimiri
infectés par P. falciparum, de titres importants d’Ac capables de bloquer
I’adhérence in vitro des parasites a des cellules du mélanome, entrainait la
libération des érythrocytes séquestrés [85].

Les GRp d’enfants en cours d’accés cérébral forment des rosettes contrairement
aux GRp d’enfants présentant peu ou pas de symptomes neurologiques.

Ces derniers ont des Ac capables d’inhiber la formation des rosettes.

Ces Ac inhibiteurs du «rosetting » sont spécifiques de souches : les Ag
parasitaires identifiés comme intervenant dans ce phénomene, ne sont pas
exprimés par les souches incapables de former des rosettes, de plus, la capacité a
former des rosettes (fréquence et taille) corrélé avec I’intensité des symptomes

86].

5.3.2.2. Fonction antitoxique des anticorps
L’immunité clinique ou plutdt la « tolérance clinique des fortes charges

parasitaires », est dépendante de I’acquisition d’Ac dirigés contre les molécules

parasitaires (toxines) responsables de I’induction des mécanismes pathologiques.
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Il a été¢ démontré que 1’apparition de symptdmes comme la fievre, est 1i¢ a la
rupture des schizontes qui libérent des molécules solubles et thermorésistantes,
lesquelles induisent la production de TNF-a par les macrophages [75].

Les concentrations sériques de cette cytokine sont globalement corrélées a la
gravité de 1’acces clinique et les toxines parasitaires responsables de 1’induction
ont ¢été identifiées comme €tant des glycolipides telles que la P/GPI [87].

La réponse immune capable de bloquer ’effet de ces toxines est potentiellement
protectrice.

Des sérums de sujets hyper-immuns et des antisérums issus d’une

immunisation par des surnageants de culture renfermant ces molécules
parasitaires, inhibent la libération accrue de TNF-a observée dans les acces
cérébraux. De plus, une différence significative des taux d’IgM dirigées contre
les groupements phosphatidyl-inositol a ét¢ démontrée entre les enfants en cours
d’acces et des enfants asymptomatiques [88].
Chez des souris sensibilisées au TNF-a par un prétraitement a la D-
galactosamine, ces molécules de GPI se comportent comme des toxines et
induisent un effet 1étal apres injection. Inversement, lorsque ces mémes souris
sont au préalable, immunisées avec des surnageants de culture, elles résistent a
I’effet toxique [89].

Ce méme type de résultats est trouvé pour un exo-antigéne parasitaire
purifié a partir des sérums d’individus hyper-immuns, originaires du Libéria.
L’acquisition des Ac dirigés contre cet exo-antigéne atteint une prévalence
maximale entre 5 et 11 ans, tranche d’age qui correspond précisément a
I’acquisition de I’immunité clinique [90].

Il est donc plausible d’imaginer qu’en zone de forte endémie, ce type d’Ac
participe a ’¢laboration et au maintien de la tolérance clinique qui est maximale
vers 1’dge de 5 ans et qui diminue au fur et & mesure de 1’acquisition de

I’immunité antiparasitaire.
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Ces Ac apparaissent de plus non spécifiques de 1’espéce car ils peuvent
neutraliser 1’effet d’exo-antigenes de P. yoelii aussi bien que de P. falciparum et
P. vivax|91] .

5.4. Antigenes de surface de P. falciparum

5.4.1. Antigene de surface du mérozoite 1 (MSP1)

MSP-1 est une grosse protéine qui varie en taille et en séquence d'acides
aminés dans différentes lignées parasitaires. La protéine est synthétisée au cours
de la schizogonie comme un polypeptide précurseur unique d’environ 200 kDa
et exprimé a la surface du parasite intracellulaire. La structure primaire de la
protéine a été déduite de I'analyse des séquences des génes de plusieurs clones
de P. falciparum [92]. La séquence de la protéine est divisée en blocs numérotés
de 1 a 17 (figure 6). Il existe trois types de blocs : conservés, semi-conserveés et

variables.

6 78 910 11 12 13 14 15 16

11 v MSP1p19

Figure 6 : Représentation schématique du géne et des différents fragments de MSP1 de
P. falciparum [92].




Les blocs 1, 3, 5, 12 et 17 sont tres conserves, les blocs 4, 6, 8, 10, 14 et 16 sont
variables. Les blocs 7, 9, 11, 13 et 15 sont semi-conserveés. Le bloc 4 est ['un des

plus variables.

Apres sa synthése, MSP1 est associ¢e a d'autres protéines, en particulier
MSP6 et MSP7 a la surface du schizonte et ancrée a la membrane plasmique par
le glycosylphosphatidylinositol (GPI).

La protéine subit un premier apprétement juste avant la rupture des schizontes ;
le précurseur polypeptidique de MSP1 est clivé par la protéase subtilisine SUB1
[93]en quatre fragments, 83 (MSP1/83), 30 (MSP1/30), 38 (MSP1/38) et 42
(MSP1/42) qui restent assemblés en un complexe a la surface du mérozoite

(Figure 7).
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Figure 7 : Formation des différents fragments de MSP1 au cours du cycle sanguin de
P. falciparum [94].

Lorsque le mérozoite envahit un globule rouge, un second processing, initi¢ par
la subtilisine SUB2 clive le fragment 42 kDa de MSP-1 en deux fragments de 33
et 19 kDa [95]. En conséquence, le fragment MSP1/33 est libéré a la surface
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avec le reste du complexe MSP-1 et MSP1/19 est retenu par son ancre GPI a la

surface du parasite [96]. (Figure 7).

De nombreuses ¢tudes ont montré que la région C-terminale de MSP1 est
la cible des réponses immunes protectrices. Ces réponses sont médiées par des
anticorps. En effet, les expériences d’immunisation dans le modele d’infection
de P. yoelii montrent le réle de certains anticorps monoclonaux et polyclonaux
dirigés contre I’extrémité C-terminal de MSP1 dans la protection d’un challenge
par les parasites du stade sanguin [97]. Les études in vitro confirment que les
anticorps monoclonaux ou polyclonaux spécifiques de I’extrémité C-terminal de
P. falciparum peuvent inhiber 1’invasion des érythrocytes [96].

De plus, la vaccination avec les protéines recombinantes de cette région
de MSPI1, induit une réponse immunitaire protectrice, dans différents modeles
tels que, P. yoelii 98] ; P. cynomolgi [99] et P. falciparum [100].

La réponse dirigée contre MSP1 induit trois classes différentes d’anticorps
monoclonaux et polyclonaux [101]: anticorps inhibiteurs, anticorps bloquants et
anticorps neutres.

Alors que tous les anticorps inhibiteurs se fixent a MSP1, certains anticorps
bloquants sont spécifiques d'épitopes formés a partir d'acides aminés qui sont
¢loignés dans la séquence primaire de la protéine [101].

La présence de ces différentes classes d'anticorps dans les sérums
d’enfants développant une immunité antipalustre en zone endémique met en
exergue l'importance de la compréhension de la fine spécificité de la liaison de
ces anticorps [102].

Il a été postulé que l'induction d'anticorps bloquants par P. falciparum

représenterait un mécanisme d'évasion du systéme immunitaire de 1’hote [103].
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5.4.2. Apical membrane Antigen-1 (AMA1)

AMAL de P. falciparum (PfAMAIL) est localisé dans les micronémes du
mérozoite, organite contenant des récepteurs de I’invasion, ce qui suggere
qu’AMALI pourrait jouer un rdle dans ce processing. La protéine est exprimée en
fin de schizogonie au cours du développement érythrocytaire asexué.

PfAMAL est synthétisée sous forme d’un précurseur de 83 kDa (PfAMA183)
qui est converti en PFAMA166 [104]. La protéine se subdivise en trois domaines
(DI, DII et DIII) sur la base des ponts disulfures [105] et de sa structure
cristalline (Figure 8). La protéine est apprétée au stade tardif du mérozoite ou
au cours de l'invasion érythrocytaire [106]. Elle jouerait un role lors de la
réorientation du mérozoite au cours de laquelle, les organites apicaux sont
alignés sur la membrane des érythrocytes [107]. PFAMAI1 pourrait également
étre impliqué dans l'invasion des hépatocytes [108].

PfAMAL jouerait un role dans I’invasion érythrocytaire par I'intermédiaire de
son domaine DIII [109]. PFAAMAI1 présente de nombreux polymorphismes dans
ses trois domaines DI, DII et DIII.

Figure 8 : Représentation schématique d’AMA1 [109].
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La plupart des personnes exposées au Plasmodium produisent des
anticorps anti-AMAL1, leur prévalence augmentant avec 1’age [110].Chez les
individus naturellement infectés par P. falciparum la réponse immunitaire
humorale est caractérisée par la production d’IgG1 et une faible réponse 1gG3.
La production d’IgG2 et IgG4 est rarement observée. Les anticorps anti-AMA 1
sont essentiellement dirigés contre les domaines DI et DII de la protéine [S1] et
ces anticorps réagissent avec plusieurs variants alléliques [110].

La réponse anticorps dirigée contre le domaine DIII de la protéine est

généralement faible mais augmente chez les adultes. Il a été montré que les IgG

dirigées contre une onstruction d”AMA] contenant au moins les domaines DI

et DII sont associées a un risque réduit de paludisme clinique chez les sujets
présentant une parasitémie avant la saison de transmission [S51]. Les anticorps
anti-AMAL purifiés de sujets immuns inhibent aussi la croissance des parasites
in vitro [111]. Dans les populations vivant en zone d’endémie palustre les
réponses immunes anti- AMA1 sont souvent beaucoup plus élevées que celles
d’autres antigenes de P. falciparum tels que MSP1-19, GLURP, MSP3 [112].
La réponse immune cellulaire dirigée contre AMAI1 fait ’objet de peu
d’études. Une étude suggere que la réponse cellulaire T anti- AMAL est de

courte durée et qu’elle est associée a la protection contre I’infection [113].

5.4.3. RESA
I’antigene Ring-Infected Erythrocyte Surface Antigen (RESA) ou Pf-155
[114]. C’est un Ag qui est initialement localisé au niveau des micronémes des
mérozoites et apres I’invasion du globule rouge, il est exprimé a la surface de ce
dernier, en association au cytosquelette érythrocytaire [115].
La protéine RESA est constituée de trois séquences répétitives qui contiennent
toutes des ¢épitopes immunodépendants B dont les réponses en Ac sont

dépendantes des cellules T [114].

37


http://www.rapport-gratuit.com/

Nous avons utilisé la protéine RESA exprimée sur Escherichia coli, et purifiée

par chromatographie d’affinité. C’est un Ag non glycosylé de 155kDa [115].

5.5. Hypothése et objectifs de 1'étude

Le paludisme constitue encore un probléme de santé¢ malgré la diminution de
la morbidité et de la mortalité. De nombreuses substances antipalustres sont
actuellement utilisées dans la prévention et le traitement de ces acces cliniques.
Pour répondre aux nombreuses questions relatives a la recherche vaccinale et a
|'utilisation de la réponse immunitaire comme outil de diagnostic, dans le cadre
d’une approche analytique du paludisme hospitalier, i1l est nécessaire de se
focaliser sur un certain nombre de cibles d’intérét de P. falciparum. Le
merozoite constitue une cible privilégiée de 'immunité anti-stade sanguin et de

nombreux candidats vaccins y sont associés comme MSP1, AMA1 et RESA.

Notre étude a pour objectif principal de mettre en évidence des facteurs
immunologiques impliqués dans la survenue des formes cliniques simple ou
grave du paludisme, dans des contextes épidémiologiques variables. Cela revient
de maniere beaucoup plus spécifique a évaluer les variations des taux d'anticorps
IgG en tenant compte de facteurs tels que la parasitémie, I’endémicité et 1’age

des patients.
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DEUXIEME PARTIE :
ETUDE EXPERIMENTALE

39



1. SITES ET CADRE D’ETUDES

1.1. Sites de recrutement

Les différents sites de recrutement sont représentés au niveau de la figure 9 avec

les niveaux d’endémicité.

Figure 9 : Localisation des sites de I’étude [116]

1.1.1. Louga

Située entre les latitudes 14°70 et 16°10 Nord et les longitudes 14°27 et
16°50 Ouest, la région de Louga couvre une superficie de 24847 km?. Elle se
place ainsi au troisiéme rang national derriere les régions de Tambacounda
(59602 km 2) et Matam (29424 km?2).

La région de Louga fait frontiére avec cinq autres régions et présente une fagade
maritime d’environ 50 kilometres a I’ouest. La région de Louga est limitée par
les régions de Saint-Louis au Nord ; de Diourbel et Kaolack au Sud ; de Matam
a I’Est ; et de Thies et I’Océan Atlantique a I’Ouest.

La pluviométrie est passée de 266 en 2013 a 206,9 en 2014. Durant cette

derniere année, le nombre de cas de paludisme confirmé a été de 2 551 [116].
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Le recrutement a ¢été fait au niveau du Centre Hospitalier Régional Amadou
Sakhir Mbaye de Louga (CHRASML). C’est un hopital de niveau II constitué
d’un Bloc administratif, des services médico-chirurgicaux (laboratoire,
radiologie, accueil/urgence, médecine, chirurgie, pédiatrie, maternité,
ophtalmologie, stomatologie, kinésithérapie et appareillage orthopédique),
service de Maintenance, un service d’Hygiéne, buanderie et stérilisation et un

service de Pharmacie.

1.1.2. Tambacounda

La région de Tambacounda est située entre 12°20 et 15°10 de latitude
Nord et de 11°20 et 14°50 de longitude Ouest. Elle est limitée au nord par la
région de Louga, de Saint-Louis et la république de Mauritanie, au sud par la
république du Guinée Conakry, a l'ouest par la république du Mali et de la
Mauritanie a I'ouest par les régions de Kolda, de Kaolack et de la république de
Gambie.

C'est la région administrative la plus vaste du Sénégal avec une superficie
de 59602 km? soit 30% du territoire national.

Le climat est du type Sahélo-Soudanien caractérisé particulierement par
I'harmattan, chaud et desséchant le jour plus frais la nuit, au sud l'influence de la
Mousson se fait sentir. Quant a la pluviométrie, elle varie en conséquence du
nord au sud entre 600 et 1300 mm, parfois jusqu'a 1500 mm. Elle est passée de
841,5mm en 2013 a 592,7mm en 2014. Le climat de Tambacounda est
caractéris€ par une saison seche qu'on peut considérer comme fraiche de
décembre a février. Une saison chaude qui va de mars en juin, durant laquelle
les températures a la moyenne, s'éléve régulierement pour atteindre le maximum
en mai. Le reste de l'année, particulierement 5 mois de saisons pluies (de juin en
octobre), les températures sont régulieres et proches de la moyenne de 28°C.

Le régime hydrographique comprend le Sénégal, la Falémé, la Gambie et leurs

influents.
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Les ressources en eau proviennent des nappes phréatiques du continental
terminal souvent profond et de la nappe captive du Maestrichien exploitable par
des forages.

Le recrutement a été réalisé au niveau du CHRTc. C’est un hopital de
niveau Il renfermant plusieurs services dont la maternité, I’orthopédie la
pédiatrie la réanimation, la chirurgie générale, les urgences, la pharmacie, le

laboratoire de biologie médicale (ou sont recrutés les patients).

1.1.3. Diamniadio

La ville de Diamniadio fait partie de la région de Dakar plus précisément
dans le département de Rufisque. La région de Dakar est située dans la
presqu’ile du Cap-Vert, elle est comprise entre les 17°10 et 17°32 de longitude
Ouest et les 14°53 et 14°35 de latitude Nord. Diamniadio, de par sa position est
une zone de transit située entre la conurbation Bargny-Rufisque-Dakar, les villes
de Thies et de Mbour

La commune de Diamniadio est localisée sur un site de plateau faiblement
ondulé. Le relief et la nature imperméable des sols favorisent un ruissellement
intense des eaux de pluies. Apparaissent ainsi des sols hydromorphes : ce sont
les Niayes.

Le climat de la commune de Diamniadio est caractéristique du climat
tropical marqué par I’alternance d’une saison seche, longue de neuf (9) mois, et
d’une saison humide ou hivernage qui dure 3 a 4 mois (Juin a Septembre). La
pluviométrie moyenne annuelle entre 1992 et 2002 est de 310 mm. Elle a connu
une baisse passant de 161,4mm en 2013 a 566,7mm en 2014 [116].

CHNED est situé a la sortie de Diamniadio en allant vers Thiés.

1.1.4. Saint-Louis
Etendue sur une superficie de 19034km?, la région est limitée au Nord par

le fleuve Sénégal qui sépare la République du Sénégal et la République
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Islamique de la Mauritanie, au Sud par la Région de Louga, a ’Est par la Région
de Matam et a I’Ouest par I’Océan atlantique.

La pluviométrie est passée de 366,2 en 2013 a 130,8 en 2014. Durant cette
derniere année, le nombre de cas de paludisme confirmé est de 1239 [116].
CHRSL est situé¢ dans le quartier Sud de I’ile de Saint-Louis au niveau du delta

du fleuve Sénégal.

1.2. Cadre de I’étude

Les préléevements ont €té¢ effectués au niveau des laboratoires de biologie
médicale du CHRASML, du CHRSL, du CHNED et du CHRTc. Apres
centrifugation, les plasmas étaient conservés a — 20°C jusqu'a leur acheminement a
Dakar.

Les analyses immunologiques ont été effectuées au niveau de 1’Unité Immuno
Génétique de D'Institut Pasteur de Dakar (IPD). Il s’agit d’une unité au sein de
laquelle, sont menées des ¢€tudes relatives aux facteurs immunologiques et
génétiques de I’infection palustre et de cancers notamment ceux du sein, du col de

I’utérus et de ’ovaire chez la femme.

2. MATERIELS ET METHODES

2.1. Matériels

2.1.1. Matériels de laboratoire

- Hotte a flux laminaire vertical............................ (Flufrance®, France)

- Plaques Maxisorp® ..........cooviiiiniiiiiiiiiin, (Nunc® Danemark)

- Plaques Immulon®..................cooiii (Dynatech, Roskilde® Danemark)

- Pipettes: 20, 200, 1000pl........ooviiiiiiiii e, (Gilson Medical Electronics S.A., France)
- Pipettes Falcon Sml, 10ml ........................l (Becton Dickinson S.A, USA)

- Pipettes multicanaux de 12 a volume ajustable.........(Costar® Cambribge, USA)

-Bacde dilution..............ooooiiiiiiii (Mega®)

S AULOCIAVE .. (Lequeur®)
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- Balance de précision ............ccooviiiiiiiiiiiii (Navigator®)

- Spectrophotometre ............ooooeiiiiiiiiiiiiines. (Biorad®)

- CentrifUEUSE .. ovvvvieeeiee e (Jouan® GR412)

-Etuves A37°C oo (Napco® 6001)

- MiCTOSCOPE OPtIQUE. . vt e eeie e eieeeieeianns (Leica® DMBL)

- Congélateur & -20°C ...........cviiniiiiiiiiieiee (Goldstar ®)

- Réfrigérateur a-4°C ... (White-Westinghouse®)
-Tubesavec EDTA ..o (Becton Dickinson S.A, Vacutainer)
- Tubes d’échantillonnage 1,8ml ........................... (Nunc® Danemark)

- Tubes coniques Falcon 15 ;50 ml ........................ (Becton Dickinson S.A.)

2.1.2. Tampons et réactifs chimiques

- Tampon de “ coating ” : PBS1X

Dissoudre une pastille de PBS (Sigma®) dans 100ml d’eau distillée.

—Tampon de lavage : PBS+0,01% de Tween 20 avec pour un litre

H2O diSHIIER. .....eeeeieeeiieeieece et et eaaeens 1000 ml
P B S ettt n 10 pastilles
TWEEN 20 (MEICK™).....oeoeeeeeeeeeeeeeee ettt 1 ml

—Tampon de saturation et de dilution des sérums et conjugués :

PBS BSA 1% Tween 1% de pour un litre

H2O diStIIEE. ...t 100 ml
PBS PaStille.....coeiieiieieeeeee e 1 pastille
BSA (SIZMA®)....ooeeieiceeeeeeeeee et lg
TWEEI 20t 100 ml

—Réactif de révélation :

TMB (3,3°5,5° Tétraméthylbenzidine + H202) ...........c.ooeveiniiiniinniine. (Eurobio®)
TMB peroxidase substrate et Peroxidase substrate solution B

Les deux solutions A et B sont mélangées extemporanément a volume égale

- La solution d’arrét :

Pour un volume final de 580 ml :
Acide ortho-phosphorique H3PO4 (Sigma®)........c.covvrvevecueeceerceiceeeeeeeen, 20 ml
HO QISTILEE. ... 560 ml

- Anticorps conjugués :

Anti-human IgG peroxydase conjugate (Cappel®, USA)
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2.1.3. Sérums témoins
Ce sont des sérums préalablement testés contre les antigenes €tudiés ou
les extraits totaux de P falciparum.
- Sérums controles négatifs sont au nombre de deux :

o Le témoin NA ou « Naif Africain » ¢laboré¢ a partir de sérums
d’individus vivant a Dakar et n’ayant pas une expérience récente ou an-
cienne d’acces clinique, connue.

o Le contréle SAB ou Sérum AB, il s’agit d’un sérum d’humain du
groupe sanguin AB connu comme négatif pour les Ac antiparasitaires.

- Sérums controles positifs sont de deux types :

o Le témoin SHI ou Sérum Hyper-immun : constitués de plasma préleves
au cours d’enquétes immuno-¢pidémiologiques transversales, entre-
prises chez les populations des villages endémiques de Ndiop et de
Dielmo. Ces villages sont situés a environ 280 Km au Sud-Est de Dakar
et la transmission palustre y est pérenne avec environ 4,6 a 79 piqlires
infectantes par personne et par an respectivement Ndiop et Dielmo.

Les individus prélevés ont développé une prémunition [117].

o Le témoin positif MH ou Sérum «Marcel Hommely, il s’agit d’un pool
de sérums recueillis chez des africains prémunis vivant dans une zone
de forte endémicité palustre. Sa concentration en Ac totaux est estimée
a 20 mg/ml et on y retrouve essentiellement des IgG dirigées contre P

falciparum.

2.1.4. Echantillons étudiés
Les échantillons testés ont été obtenu grace une collecte sur une période
de 6 mois allant du mois de Septembre 2014 au mois de Février 2015. Ont été
recrutés tous les malades souffrant de paludisme confirmé par la présence de P.
falciparum dans le sang. Sur I’ensemble des patients colligés, seuls 170 patients

ont ¢té sélectionnés pour I’étude. Il s’agit de 120 patients de Tambacounda,
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22 de Diamniadio, 18 de Louga et 10 de St-Louis. La présence d’antécédents ou
d’infections pouvant interférer sur notre étude, a conduit a I’exclusion des
patients concernés.

Pour chaque patient, une prise de sang a été faite sur un tube EDTA. La
confection d’une goutte épaisse ou d’un frottis sanguin mince au moment du
recrutement a permis la recherche du parasite et I’appréciation de la densité
parasitaire. La deuxiéme fraction centrifugée a 2000 tours/mn pendant 10 mn, a
permis d’isolement du plasma et son stockage a -20°C. Ces échantillons de

plasmas ont été dilués a 1/100 au moment des dosages d’anticorps.

2.1.5. Antigenes étudiés
Trois antigénes recombinants ont €té utilisés dans cette ¢tude. Il s’agit
d’antigenes de la phase sanguine du cycle du plasmodium que sont :

—~ MSP1 est la protéine utilisée, elle a été produite par génie génétique grace
au systeme d’expression Adénovirus/Escherichia coli qui reproduit la
conformation tridimensionnelle de la protéine parasitaire. Nous avons
utilisé 1’antigéne a la concentration de 1mg/ml.

- AMAL1 est une protéine produite aussi de la méme fagon que le MSP1. La
protéine AMA-1 est utilisée aussi a la concentration de Img/ml au moment

de la sensibilisation des plaques pour I’ELISA.

- RESA est une protéine exprimée sur Escherichia coli, et purifiée par
chromatographie d’affinité. Nous avons utilisé 1’antigéne a la concentration

de Img/ml.

2.2. Méthodologie

2.2.1. Détermination des densités parasitaires
Elles ont été obtenues par la réalisation d’une goutte épaisse, a partir d’un
prélevement au bout du doigt, ou d’un prélévement veineux sur anticoagulant
(EDTA). La goutte est séchée a I’air libre ou a 1’aide d’un séchoir puis colorée
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au MGG 10% apres une étape d’hémolyse ou de deshémoglobinisation. Apres
séchage la lame est lue au microscope optique a 1’objectif 100 a immersion.
La lecture se fait par rapport a 200 leucocytes et 1’estimation de la densité
parasitaire se fait sur les 8000 leucocytes par microlitre de sang.

Les lames sont toujours lues par deux personnes (Technicien, Interne des
hopitaux ou biologiste). La moyenne des deux densités parasitaires est

considérée comme la parasitémie.

2.2.2. Conservation et transport des échantillons
Le sang est recueilli dans des tubes EDTA. Ces derniers sont centrifugés
permettant ainsi la séparation des plasmas des culots globulaires. Les plasmas
sont conservés a moins 20°C dans des tubes Nunc de 1,8 ml. Le transport des
¢chantillons entre les différents sites et I’institut Pasteur de Dakar a été réalis¢ a
une température allant de 4 a 8°C dans des glaciéres contenant de la glace.
Arrivés a I’'IPD les échantillons sont conservés a moins 20°C jusqu'a leur

utilisation.

2.2.3. Détermination des taux d’anticorps
La détermination de la concentration en immunoglobulines dirigées contre

les différents antigénes ¢tudiées a été faite par la technique ELISA.

2.2.3.1. Principe
C’est une technique de dosage immunoenzymatique qui repose sur
’utilisation d’antigénes ou d’anticorps fixés sur une phase solide (généralement
une plaque en plastique) et permettant de capter I’Ac ou I’Ag de la solution
¢tudiée. L addition d’immunoglobulines hétérologues conjuguées a une enzyme
permet la transformation d’un substrat chromogeéne en produit coloré dont
I’intensité, mesurée en densité optique (DO), est proportionnelle a la quantité

d’anticorps fixés.
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Figure 10 : Principales étapes du dosage d’anticorps sériques par ELISA.

2.2.3.2. Mode opératoire
La méthode ELISA comporte différentes €tapes et pour chacune d’elles

certaines conditions doivent €tre respectées :

*.

« Sensibilisation des puits de plaque avec I’antigéne (Coating)
Les plaques sont sensibilisées avec 100ul par puits d’antigenes préalablement
dilués dans du tampon de dilution.

Ces plaques sont ensuite incubées a 4°C pendant une nuit. La dilution effectuée

est variable selon I’antigene et elle est déterminée par une calibration.

+ Saturation des plaques
— Laver les plaques 3 fois avec le tampon de lavage et sécher en tapant contre
un papier absorbant ;
— Distribuer 150 ul de la solution de blocage dans tous les puits ;

— Incuber pendant 1 heure, les plaques a 37°C.

% Addition des premiers anticorps
— - Laver 3 fois les plaques avec le tampon de lavage et sécher ;
— Pendant la période d’incubation du blocage, diluer les sérums témoins
positifs et négatifs et les plasmas de volontaires au 1/100 dans le tampon de

dilution ;
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— Distribuer 100 pl des sérums et plasmas dilués dans les puits conformément
au schéma de plaque ;

— Incuber pendant 1heures les plaques a 37°C.

% Addition du second anticorps ou conjugué
— Laver 4 fois les plaques avec le tampon de lavage et sécher ;
— Distribuer dans les puits 100 pl du conjugué anti-IgG humaine de chévre
diluée a 1/5000 dans le tampon de dilution ;
Incuber pendant 1heure la plaque a la température du laboratoire dans une

chambre humide en agitation lente.

+ Addition de substrat (TMB)
— Laver 4 fois les plaques avec le tampon de lavage et bien sécher.
— Distribuer 100 pl de substrat dans chaque puits.
— Incuber pendant 5 a 10 minutes a I’abri de la lumiere.
— Arréter la réaction en ajoutant 100 pl d’une solution acide ortho

phosphorique 1M dans chaque puits.

*» Lecture et expression des résultats
Mesurer les densités optiques (DO) a 1’aide d’un spectrophotomeétre a 450 nm en

(Biorad®).

2.2.4. Analyses statistiques
Les données ont été analysées avec le logiciel Statviews version 5.1. Les
comparaisons des niveaux de réponses en Ac dirigés contre les antigeénes étudiés
et entre les différents groupes de patients ont été effectuées grace aux tests non
paramétriques de Mann Whitney et de Wilcoxon.
La recherche de corrélation a été faite par le test des rangs de Spearman. Une

valeur de p < 0,05 a ¢été considérée comme significative.
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3. RESULTATS

3.1. Caractéristiques de la population d’étude

3.1.1. Caractéristiques épidémiologiques
Le tableau I résume les données générales de la population d’étude. Le
présent travail a concerné globalement 170 patients. Ces patients infectés par
Plasmodium falciparum et présentant des signes cliniques, €taient originaires
des quatre sites d'étude. Il s'agit de :
— 120 patients recrutés a Tambacounda (70,6%) ;
— 22 patients provenant de Diamniadio (12,9%) ;
— 18 patients recrutés a Louga (10,6%) ;

— 10 patients domiciliés a St-Louis (5,9%).

Les données générales recueillies au moment du recrutement ont permis
de noter globalement une prédominance féminine avec 98 femmes contre 73
hommes.
Suivant les localités, cette prédominance féminine est notée chez les patients de
Tambacounda et de St-Louis mais, elle disparait pour le site de Louga

(Tableau I).

Tableau I : Données générales de la population d’étude

Population globale Diamniadio Louga Tambacounda  Saint- Louis
Effectifs N (%) 170 (100) 22 (12,9) 18 (10, 6) 120 (70, 6) 10 (5,9)
Sex Ratio (H/F) 73/98 10/11 13/5 49/55 1/9
Age moyen (ans) 13 (0,003 - 71) 5(0,027 - 12) 16 (4-51) 13(0,003-71) 24(0,5-35)
Adultes/Enfants 46/124 0/22 7/11 33/87 6/4

Dans la population globale, une moyenne d'age de 13 ans a été retrouvée.
Cette moyenne d'age est similaire a celle observée chez les seuls patients
recrutés a Tambacounda. En passant de Saint Louis a Louga puis Diamniadio,
nos données ont montré une diminution de l'dge moyen avec des valeurs

respectivement égales a 24 ; 12 et 5 ans.
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La séparation des patients en deux groupes d’age au seuil de 15 ans a
montré que les malades sélectionnés €étaient majoritairement des enfants soit les
73% (n = 124 ; age moyen = 3,9 £+ 0,4 ans). Les adultes agés d’au moins 15 ans
représentaient 27% de la population d’étude (n = 46 ; 4ge moyen = 33,8 + 1,9
ans). Il convient de signaler que les patients recrutés a Diamniadio étaient tous

des enfants (Tableau I).

3.1.2. Caractéristiques clinico-biologiques
Des densités parasitaires allant de 60 a 102000 P/ul ont été notées sur
I’ensemble de la population d’é¢tude (moyenne de 5401 P/ul). Une comparaison
des densités parasitaires entre les divers sites de recrutement a montré des taux
significativement plus élevés a Louga que dans les autres zones (p < 0,01).
Cette variation est beaucoup plus faible entre les patients de Diamniadio

et ceux originaires de Louga (p = 0,025) (Figure 11a).

Figure 11 : Variations des densités parasitaires entre les différentes localités

(a) et entre les adultes et les enfants (b)
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Dans les différentes localités lorsque I’analyse des densités parasitaires est
faite en tenant compte de I’age des patients c'est-a-dire entre les enfants et les
adultes, on observe des parasitémies plus €levées chez les enfants. Toutefois, il
est important de préciser que cette variation n’est statistiquement significative
que pour les patients recrutés a Tambacounda (p = 0,037) (Figure 11b).

Au plan clinique, la fievre, les vomissements et les céphalées ont été les
signes prédominant dans les acces qualifiés de simples. Pour les formes séveres,
elles ont été surtout décrites chez les enfants avec des cas d’obnubilations, de

coma et d’anémies.

3.2. Analyse des réponses anticorps contre les antigénes étudiés

3.2.1. Comparaison des prévalences et niveaux d'IgG dans la
population d'étude

Ce sous chapitre regroupe les résultats des comparaisons des prévalences

de répondeurs et des niveaux de réponses en IgG chez I’ensemble des patients
¢tudiés et entre les antigénes testés AMA1, MSP1 et RESA. Un individu étant
considéré comme répondeur lorsque le ratio de DO > 2, nous avons déterminé
les prévalences des patients répondeurs dans la population globale. Les données
sont résumeées au niveau du Tableau II pour les trois antigénes testés. La
prévalence de répondeurs en IgG la plus forte concerne I’antigéne AMAI,
reconnu par environ 71,7% des patients recrutés. Pour la protéine MSPI, il est
reconnu par 65,8% des individus par contre la protéine RESA est reconnue par
moins de 31,7% de la population globale. Cette variation entre les taux de
prévalence des répondeurs est statistiquement significative (p <0,0001)

(Tableau II).
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Tableau 11 : Prévalences de répondeurs dans la population globale

Parameétres MSP1 AMA1 RESA
NI/N2 112/170 122/170 54/170
Prévalences (%) 65,8 71,7 31,7

! = nombre de patients répondeurs ; % =nombre de patients testés ;

Cependant s’agissant des niveaux de réponses en IgG dirigées contre les
différents Ag testés, ils sont représentés sous forme de boites a moustache au

niveau de la figure 12 pour les trois protéines.

Figure 12 : Comparaison globale des niveaux de réponses en IgG

contre les antigénes étudiés

En termes d’amplitudes, la protéine recombinante AMA1 est apparue
comme étant 1’antigéne le plus reconnu par les antigénes testés. En effet, notre
comparaison a décelé des niveaux d’IgG anti-AMA1 statistiquement plus élevés
comparés a ceux des IgG anti-MSP1 (p = 0,001) ou des IgG anti-RESA (p <
0,05). Entre ces deux derniers antigénes, c’est la protéine MSP1 qui a montré

I’intensité¢ médiane de réponses anticorps la plus forte (p < 0,001).
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3.2.2. Corrélations entre les niveaux d'IgG contre les différents
antigénes dans la population globale

Nous avons recherché 1’existence d’interrelations entre les taux d’Ac de

type IgG dirigés contre les antigenes testés. Il s’agit d’une analyse effectuce

dans la population globale et les résultats obtenus sont illustrés au niveau des

figures 13 a-c.

Figure 13 : Interrelations entre les niveaux de réponses Ac contre les

antigénes testés : RESA/MSP1 (a) AMA1/MSP1 (b) et RESA/AMAL (c¢).

Nos données montrent I’existence de corrélations positives entre les taux
d’Ac dirigés contre les divers antigenes testés: rho > 0,40 et p < 0,001.
Toutefois, cette liaison est beaucoup plus marquée entre les niveaux d’IgG anti-
AMAL et ceux des IgG anti-MSP1 (rho = 0,53 ; p < 0,0001) (Figure 13b). En
outre, les réponses Ac contre la protéine RESA apparaissent positivement
corrélées a celles induites par I’antigene MSP1 (rho = 0,45; p < 0,001)
(Figure 13a).
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3.2.3. Comparaison des niveaux de réponses en anticorps entre

les localités
Nous avons analys¢ les réponses en Ac suivant les localités. La figure 14
présentée en histogrammes permet de visualiser la comparaison des taux de

réponses IgG obtenues dans nos différents sites.

Figure 14 : Comparaison des niveaux de réponses en IgG entre les différentes localités

S'agissant de l'antigene AMAI, des niveaux de réponses en IgG
significativement plus élevés ont été retrouvés chez les patients recrutés a
Tamba comparés a ceux des autres sites (p < 0,001). Pour ce méme antigéne, les
taux d’IgG retrouvés chez les patients provenant de Louga demeurent également
forts comparés aux données obtenues a Diamniadio et a St-Louis (Figure 14).

Une seconde variation significative des taux d’IgG concerne la protéine
recombinante RESA avec des amplitudes plus faibles retrouvées chez les

patients de St-Louis (p =0,041).
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Pour I’antigéne MSP1, aucune différence statistiquement importante des

taux d’IgG n’a été décelée entre les différentes localités de 1’¢tude (Figure 14).

3.2.4. Comparaison des niveaux de réponses en IgG a Tamba
suivant ’age

Cette analyse n’a concerné que le site de Tambacounda. Les autres
régions n’ayant pas été sélectionnées en raison de leur faible effectif. Cette
comparaison des taux d’anticorps suivant ’dge a permis de constater des profils
évolutifs variables dans la localit¢ de Tamba. Dans cette région nous constatons
une augmentation exponentielle des taux d’anticorps avec 1’age, c'est-a-dire une
acquisition des IgG contre les trois antigenes de stades sanguins testés. Les
réponses en Ac sont statistiquement significatives suivant I’age pour IgG anti-

RESA (p<0,001) et IgG anti-MSP1 (p =0,02).

Figure 15 : Evolution des niveaux d’IgG suivant I’dge a Tambacounda
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4. DISCUSSION

Ce travail entre dans le cadre des investigations épidémiologiques,
immunologiques et génétiques entreprises depuis quelques années par 1’Unité
d’Immunogénétique de I’Institut Pasteur de Dakar en collaboration avec
I’Universit¢ Cheikh Anta Diop de Dakar et le Ministere de la Santé et de
I’Action Sociale a travers divers hopitaux: L’objectif principal a ét¢ d’évaluer
les réponses IgG spécifiquement dirigées contre trois antigénes associ€s a la
phase sanguine du Plasmodium falciparum : AMA1, MSP1 et RESA chez des
patients présentant uns acces palustre, recrutés dans quatre zones d’endémicité
palustre variable au Sénégal. C’est dans un contexte dit « de pré-élimination du
paludisme » de certaines régions du pays, que la présente étude a €té menée dans
le but de déterminer les éventuelles variations des taux d’Ac suivant

I’endémicité palustre de divers sites d'étude.

La présente discussion portera d’abords sur les aspects méthodologiques
puis sur les données relatives a 1’évaluation des réponses en IgG notamment la
comparaison entre les sites et I’analyse suivant 1’age des patients recrutés.

Dans sa démarche méthodologique et son déroulement, ce travail a
nécessité un recrutement de patients souffrant d’un accés clinique dans quatre
sites et au cours d’une méme période coincidant avec le pic de transmission de
paludisme : Septembre a Décembre. Les patients ayant été recrutés en milieu
hospitalier, cette démarche a permis d’éviter les individus avec un portage
asymptomatique antérieurement décrit en zone hyperendémique. Le recrutement
de la population d’étude ainsi que les autres aspects méthodologiques utilisés
ont ¢été largement discutés dans les travaux antérieurement menés a
Tambacounda [118].

Le choix des différents sites est basé d’une part sur les données
épidémiologiques de I’infection palustre dans chacune des zones et d’autre part

sur la disponibilit¢ du personnel chargé du recrutement dans ces sites. Au
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Sénégal, le niveau de transmission augmente en passant du Nord (hypo ou
mésoendémique) au Sud (hyper ou holoendémique) du pays [116]. C’est ainsi
que nous avions s¢lectionné au Nord le site de Saint louis (CHRS) une région de
trés faible endémicité palustre affichant méme I’espoir d’une pré-élimination.
Au centre notre choix a porté sur la région de Louga (CHRASML), zone
intermédiaire présentant un faci¢s €pidémiologiques dit sahélien avec une
transmission palustre faible et instable [116]. Au Sud, Tambacounda (CHRTc) a
¢été choisi pour la présente étude. Situé¢ dans la zone soudano-guinéenne avec
une biodiversité trés importante, c’est I’'une des régions les plus pluvieuses du
pays et le paludisme y est endémique. Sa structure hospitaliere demeure la plus
¢quip¢e de la région et assure la prise en charge de la majorité des cas de
paludisme. L’existence d’une étude antérieure portant sur les réponses anticorps
contre des antigenes de la phase hépatique, a €galement encouragé le choix de
cette région. Afin d’évaluer 'immunité antipalustre en zone péri-urbaine et plus
particulicrement dans la zone phytogéographique dite cotiere, nous avons
sélectionné 1’hopital de Diamniadio (CHNED). Sa proximité avec Dakar et sa
banlieue, ou ont porté¢ la majorité des travaux antérieurs [119], a constitué un
atout pour ce type d’étude aussi bien dans le recrutement que dans 1’analyse et la
comparaison des données.

S’agissant de la technique ELISA, les sérums ont été étudiés en duplicate
et les résultats exprimés en rtDO correspondant a la réponse du naif non
répondeur additionné de deux fois le bruit de fond. La technique ELISA ayant
une sensibilité et une spécificité basée sur les Ac monoclonaux, une simple
mesure de la DO demeure insuffisante pour valider un taux d’Ac chez un
individu donné [120]. Le choix d’une expression des résultats en rtDO a reposé
sur les données de calibration et d’optimisation antérieurement obtenues et
publiées par notre Unité. Cette méthode d’expression des résultats a été
reconnue comme procurant une positivité d’environ 95%. Aussi, cette forme

d’expression des résultats tres largement appliquée en ELISA, rend possible des
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comparaisons entre différentes séries de mesures et entre les divers groupes
d’individus[121] ,[122] .

Le choix des antigénes étudiés repose sur le fait qu’ils sont considérés
comme des marqueurs d’exposition palustre, plus particulicrement les protéines
AMA1 et MSPI. En effet, les taux de réponse contre ces antigénes des
mérozoites seraient le reflet des niveaux de transmission palustre [119]. Ces
antigénes ont fait 1’objet d’études antérieures menées par notre équipe
[118],[119] et leurs concentrations et conditions d’utilisation ont été optimisées

et demeurent identiques a celles antérieurement rapportées [123].

L’évaluation des réponses en IgG a montré une prévalence de répondeurs
plus forte pour ’antigene AMAI, reconnu par la majorité des patients recrutés.
Ce résultat est comparable a celui de Bass et al a Dakar en 2014, qui a montré
une prévalence élevée de répondeurs chez les patients survivants du paludisme
de réanimation a Dakar[123]. Pour la protéine MSPI1, elle vient en seconde
position par rapport au niveau de réponse en IgG tandis que 1’antigéne RESA
apparait avec des niveaux de réponses en IgG les plus faibles dans la population
globale. AMAL1 est apparue comme ¢tant 1’antigene le plus reconnu parmi les
antigénes testés. Ces données montrent que les antigénes testés sont bien
reconnus par le systtme immunitaire et les corrélations positives observées entre
les antigenes demeurent une confirmation de cette immunogénicité. Ceci est
confort¢ par des études antérieurs notamment celles ayant montré des
prévalences de répondeurs plus fortes en IgG anti-AMA1, chez des adultes, que
pour les deux autres antigénes [124]. Ces différences de prévalences de
répondeurs entre les trois antigeénes, décelées en dehors de toute analyse suivant
les localités et 1’age des patients, seraient liées aux €tapes du cycle parasitaire
déterminant les phases d’expression maximale des antigénes. En effet, les trois
antigénes sont exprimés différemment au cours de la phase érythrocytaire du

cycle de P falciparum ; AMA1 et MSP1 sont des protéines parasitaires
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naturellement retrouvées a la purface du mérozoite |alors que la protéine RESA

au niveau de la membrane des globules rouges parasités ou GRp. Des travaux
antérieurs ont montré que le mérozoite est une cible critique dans les
mécanismes de protection contre I’infection a P. falciparum, les facteurs exacts
du point de vue fonctionnel restent a ¢lucider. Toutefois, nos données sont en
faveur d’une stimulation notable du systéme immunitaire dirigée contre ces
antigénes de P. falciparum d’ou leur utilisation comme candidats vaccins [125].

Dans une analyse recherchant les variations des taux d’Ac entre les
localités nous avons retrouvé des taux d’IgG anti-AMAL significativement plus
fortes a Tamba. Ce constat serait surtout li¢ au fait que dans ce site d’étude, les
enfants sont majoritaires compares aux sites de Louga et de St louis. Les enfants
classiquement plus sensibles a la symptomatologie palustre seront les premiers a
consulter, ce qui se caractérise par des réponses anti-AMAI plus fortes dans
cette localité. Les fortes corrélations observées entre 1’age et les taux d’Ac sont
les bases d’une telle explication a Diamniadio aussi.

Dans cette ¢tude, les données immunologiques obtenues chez les patients
recrutés a Tambacounda, sont en faveur d’une forte endémicité palustre dans la
zone. En effet, ’augmentation des niveaux de réponse parallelement a 1’age, la
positivité des réponses IgG anti-AMALI, les taux d’anticorps significativement
plus forts chez les adultes comparés aux enfants, sont les stigmates d’un état de

prémunition largement décrit dans les zones de forte endémicité palustre [126].
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CONCLUSION ET
PERSPECTIVES



Nous avons ¢étudié les niveaux de réponses en IgG dirigées contre trois protéines
de P falciparum représentant des candidats vaccins en phase d’essais cliniques
(AMAT1, RESA et MSP1). Réalisé dans un contexte dit «de pré-élimination du
paludisme» dans certaines régions du pays, la présente étude a permis de
comparer les réponses immunitaires antipalustres dans le paludisme clinique au
niveau des différents sites.

Le but a été de déterminer les éventuelles variations des taux d’Ac suivant
I’endémicité palustre d’une part et d’autre part d'apprécier les fluctuations
suivant I’age des malades recrutés en milieu hospitalier. Nos données ont montré
que les trois antigeénes testés sont bien reconnus et que cette reconnaissance est
beaucoup plus marquée pour AMAI suivi de MSP1. Il existe des corrélations
positives entre les taux d'Ac dirigés contre les trois antigenes. En recherchant les
interrelations entre l'dge et les taux d'anticorps, nous avons trouvé des
corrélations positives en zone de plus forte endémicité palustre : Tambacounda
et Diamniadio et pas dans les autres localités. Ces données témoignent d'une
acquisition des IgG avec 1'age plus prononcée a Tambacounda.

Cependant, la réalisation d’études similaires avec un plus grand effectif
notamment pour les patients de Diamniadio, de Louga et de St-Louis ainsi
qu'une évaluation des différentes sous-classes d’IgG et de leur fonctionnalite
pourraient compléter ce type de travail. Ces travaux devraient néanmoins étre
poursuivis parallelement avec les investigations portant sur la génétique du
parasite et de I’hote humain. Une analyse plus approfondie tenant compte de
I’issue de la maladie, la durée d’hospitalisation, le type d’acces ainsi que les

traitements appliqués, pourrait améliorer ce type d’étude.
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