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INTRODUCTION



Introduction

L’immunotoxicologie ¢tudie les interférences des xénobiotiques avec le systéme
immunitaire. Les xénobiotiques sont des substances étrangéres a l'organisme et n’ayant
aucune valeur nutritive pour celui-ci. Ils incluent les médicaments, les polluants
environnementaux, les toxiques naturels, les radiations ionisantes, les rayonnements
ultraviolets etc, (Bounias, 1999 ; Viala et Botta, 2005 ; Skerfving et Bergdahl, 2015). Le
plomb est un polluant environnemental possédant un trés haut degré de toxicité.

Entre novembre 2007 et février 2008, une série de déces inexpliqués était survenue
chez certaines personnes de la population du quartier Ngagne Diaw a Thiaroye sur mer,
Dakar (Sénégal). Au total 18 enfants avaient perdu la vie suite a des maladies liées a une
atteinte du systéme nerveux central (Haefliger et coll, 2009). Les enquétes effectuées par les
autorités sanitaires et environnementales avaient montré une forte contamination de la zone
due au recyclage des batteries automobiles a base de plomb et des taux de plombémie tres
¢levés. En raison de sa facilité d’extraction, de sa grande malléabilité et de son bas point de
fusion, le plomb est facilement raffiné a partir des déchets, ce qui permet une forte capacité
de production et assure aux acteurs un certain revenu (Cabral et coll, 2012). Ceci explique
clairement que la cause de cette série de mort fut une intoxication collective au plomb
(Camara et coll, 2010). La plombémie mesurée chez 50 enfants variait entre 39,8 et 613,9
pg/dL, avec une moyenne de 129,5 + 92,4 ng/dL (Haefliger et coll, 2009). Le plomb est un
toxique cumulatif, dont la durée de vie dans 1’organisme se mesure en dizaines d’années.
Apres pénétration dans 1’organisme, le plomb peut donc y demeurer pendant trés longtemps
et occasionner des dommages, notamment sur le systtme immunitaire, avant d’étre éliminé
completement de I’organisme (Abadin et coll, 2007 ; Chanel et coll, 2000 ; Floraa et coll,
2006). Ceci laisse croire qu’il existe toujours des quantités importantes de plomb dans le sang
de sujets de cette zone déja exposée.

Les réponses du systéme immunitaire contre les xénobiotiques nécessitent une parfaite
coordination entre les lymphocytes T, B et les macrophages. L’altération de 1'un de ces
¢léments peut conduire a un déréglement de la réponse immunitaire (Shen et coll, 2001 ;
Lemahieu, 2004 ; Vodovotzl et coll, 2017). Un grand nombre d'é¢tudes expérimentales a
montré qu’une plombémie élevée serait responsable d’une immunodépression dont la
manifestation la plus visible serait une réduction considérable du taux de lymphocytes T
CD4" ou « T helper », T CD8" et de lymphocytes Natural Killer (NK) (Krocova et coll, 2000 ;

Rowley et coll, 2005 ; Floraa et coll, 2006). L’intoxication au plomb peut aussi entrainer une



diminution du taux des immunoglobulines sériques IgG, IgA et IgM dans I’organisme
(Mishra et coll, 2003 ; Teijona et coll, 2003).

Il a aussi ét¢ démontré dans des études chez les animaux et chez ’homme qu'une
exposition a des métaux lourds tels que le plomb ou le mercure serait aussi capable
d’entrainer des maladies auto-immunes qui ont pour cause une activation polyclonale des
lymphocytes B (Bussolaro et coll, 2008). Le plomb peut aussi altérer d’autres fonctions du
systtme immunitaire telle que la phagocytose (Shen et coll, 2001 ; Mishra et coll, 2009).
Cependant les effets du plomb sur les fonctions immunitaires n’ont pas suffisamment été
explorés dans cette population exposée. C’est ainsi que nous avons entrepris cette étude qui a
comme objectif principal d’évaluer I’'impact de 1’exposition au Plomb sur le systeme
immunitaire des sujets exposés dans le quartier Ngagne Diaw de Thiaroye sur mer. Les
objectifs spécifiques étaient d’évaluer la fréquence des lymphocytes T (T helper (CD4") et T
cytotoxiques (CDS8"), des lymphocytes B (CD19), et des lymphocytes NK (CD56").

Ce travail est divisé en deux parties :
v Une premiére partie qui traite des généralités sur le systéme immunitaire et sur le plomb
et ses mécanismes de toxicité ;

v Une deuxiéme partie consacrée a la méthodologie, aux résultats et a la discussion.



Premiere partie :

GENERALITES



1. Le Plomb

Les métaux lourds, comme le Plomb, sont naturellement présents dans
I’environnement (les sols, 1'eau et l'air). Ils s'y introduisent de diverses fagons: extraction
miniére, utilisation de combustibles, combustion de déchets, feux de forét, recyclage de
batteries automobiles efc. La production de Plomb et son utilisation ont augmenté de facon
spectaculaire avec I’avénement de la révolution industrielle, ce qui a entrainé une libération
intense de ce métal indestructible et peu mobile dans I'environnement (Floraa et coll, 2006).
L'accumulation massive de ce métal dans 1’air, ’eau et le sol représente une menace
permanente pour la santé des populations. De nos jours, une attention particuliere est portée a
ce métal du fait de sa forte toxicité qui peut causer dans I’organisme plusieurs effets déléteres

(Chanel et coll, 2000 ; Sarkar, 2002 ; Viala et Botta, 2005 ; Floraa et coll, 2006).

I.1. Propriétés physico-chimiques et sources d’exposition

Le plomb (Pb) est un métal bleu grisatre, mou, malléable, flexible, facile a laminer et
de faible conductivité. Il a une densité élevée de I’ordre de 11,34 et sa température de fusion
s’éleve a 327,43°C. Son numéro atomique est 82 et son poids atomique est de 207,2g/mol
avec un point d’ébullition situé a 1740°C. Il s'oxyde a la température ordinaire et en présence
d'eau, d'air et de gaz carbonique il se forme une couche protectrice d'oxycarbonate de plomb
(Abadin et al. 2007). Le Plomb a longtemps été utilisé dans plusieurs domaines d’activités
qu’il soit professionnel ou extra-professionnel et ceci a beaucoup contribué a son expansion
dans I’environnement. (Chanel et coll, 2000 ; Floraa et coll, 2006 ; Silverman et Holladay,
2014).

Les sources d’exposition professionnelle au plomb concernent principalement
I’activité industrielle avec la fabrication d’accumulateurs et de batteries automobiles,
I’extraction de métal par fusion, le recyclage ou le décapage de peintures au plomb,
’utilisation de solvant pétroliers par les mécaniciens (Abadin et coll, 2007 ; Cabral et coll,
2012).

Pour I’exposition extra-professionnelle, le Plomb présent dans 1’alimentation, les
peintures, les essences et la pollution atmosphérique avec les rejets industriels en sont les
principales sources d’exposition. (Chanel et coll, 2000). D’apres le site du Ministere de la

Santé Francais dans un rapport publié en septembre 2001(://www.sante.gouv.fr, mai 2017),



’utilisation de 1’essence sans plomb dans les pays industrialisés depuis les années 1970 a

permis de réduire de 70 a 85 % la concentration de plomb dans I’air en milieu urbain.

I.2. Toxicocinétique

La connaissance de la toxicocinétique du plomb est importante pour mieux

comprendre les différentes étapes de sa biotransformation dans 1’organisme.

1.2.1. Absorption, distribution et stockage

Si les populations professionnelles sont le plus souvent exposées au plomb par
inhalation, la population générale est aussi exposée par les voies digestive et cutanée ;
cependant 1’absorption par la voie cutanée est beaucoup plus rare (Abadin et coll, 2007 ;
Mushak, 2011). Des facteurs, tels que la taille des particules et leur hydrosolubilité,
favorisent 1’absorption du plomb dans I’organisme (Bismuth et coll, 2000 ; Nemmar et coll,
2002 ; Silverman et Holladay, 2014). L’absorption par voie cutanée est trés rare et est
largement inférieure a celles observées par voies respiratoire et digestive. (Abadin et coll,
2007 ; Mushak, 2011). Le plomb absorbé par l'organisme passe dans tous les organes a
travers le sang, avec un tropisme particulier pour le foie, les reins, la rate, la moelle osseuse et
les os (Bismuth et coll, 2000 ; Silverman et Holladay, 2014). La distribution du plomb dans
I’organisme est identique quel que soit la voie d’absorption. Dans le sang, le plomb est
initialement transporté a 99% par les érythrocytes et le reste se retrouve dans le plasma et se
fixe aux protéines circulantes (Sarkar, 2002). Le stockage du plomb dans I’organisme se fait a
plus de 90% dans les os et le reste se trouve dans les autres tissus de I’organisme. La figure 3

résume la toxicocinétique du plomb de 1’absorption a 1’¢limination.



Figure 1 : Distribution, stockage et élimination du Plomb dans I’organisme (INSERM,
Collective Expertise Center, 2000, Abadin et coll, 2007, Silverman et Holladay, 2014)

1.2.2. Métabolisme et Excrétion

Le plomb n’a pas de métabolite particulier dans I’organisme. Sa toxicité résulte d'une
part de son analogie avec le calcium et le zinc et d'autre part de son affinité pour les
groupements thiols (SH) présents dans 1’organisme (Chanel et coll, 2000 ; Mushak, 2011). Ils
subissent d’abord une réaction de fonctionnalisation avec les enzymes de la phase 1, puis une
réaction de conjugaison avec les enzymes de la phase 2 pour produire des composés plus
hydrophiles et certainement plus toxiques (Abadin et coll, 2007). L'ion Pb*" et l'ion Ca®"
possédent des rayons ioniques et des énergies d'hydratation relativement voisines. Ces
ressemblances expliquent la grande affinité du plomb pour 1'os dans lequel il peut remplacer
le calcium et y atteindre des concentrations trés élevées (Abadin et coll, 2007).

Le Pb inhibe aussi certaines enzymes telles que I'ALA déshydratase, la férrochélatase
et la coproporphyrinogéne oxydase qui sont les principaux composants des groupements SH
actifs (Chanel et coll, 2000). Apres la phase de métabolisation, le Pb dans ’organisme n’a
plus que deux issues. Il peut subir une bioactivation et devenir ainsi plus toxique ou une
détoxification avant d’étre ¢liminé par différentes voies (Chanel et coll, 2000 ; Abadin et coll,
2007 ; Mushak, 2011).

Indépendamment de la voie d'absorption, le Pb est excrété principalement dans 1'urine

et les feces. Cependant, il existe d’autres voies d’élimination du Pb a savoir la sueur, la salive,



les cheveux, les ongles et le lait maternel ; cependant ces voies ont une importance moindre
comparées aux deux premieres (Kitman et Pouillot 2005, Abadin et coll, 2007). L’élimination
du Pb dans l'urine se fait a travers la filtration glomérulaire avec les mécanismes de
secrétions et de réabsorption tubulaire. Cependant, I’élimination fécale se fait par le processus

de la digestion (Abadin et coll, 2007 ; Mushak, 2011).

I. 3. Mécanismes de toxicité

Les facteurs qui favorisent la présence du Pb dans notre environnement sont aussi
bien naturels qu’anthropiques. Les études montrent de plus en plus qu’il n’y a pas d’effet de
seuil dans sa toxicité¢ et que méme des plombémies trés basses peuvent avoir des effets
déléteres (Floraa et coll, 2006). Le plomb n’est pas un ¢lément indispensable a la vie
cellulaire. Une fois dans 1’organisme, il peut perturber I’homéostasie du milieu intérieur et
affecter ses cibles principales que sont le systéme cardiovasculaire, le systéme hématologique,
le systéeme nerveux, le systeme rénal, ’appareil reproducteur et le systtme immunitaire.
(Chanel et coll, 2000 ; Floraa et coll, 2006, Silverman et Holladay, 2014 ; Skerfving et
Bergdahl, 2015).

1.3.1. Effets cardiovasculaires

Une exposition chronique au plomb peut avoir un impact direct sur le cceur en
perturbant le fonctionnement des systemes hormonaux et neuronaux. Ces systémes jouent un
role essentiel dans la régulation de la fréquence cardiaque, des résistances vasculaires
périphériques et du débit cardiaque et la moindre perturbation de I'une de ses variables
pourrait aboutir a une hausse de la pression artérielle (Skerfving et Bergdahl, 2015).
L'hypertension induite par une exposition au plomb est aussi favorisée par 1’inhibition du
monoxyde d’azote (NO), qui est un important régulateur de la pression artérielle en assurant
le maintien d’un tonus vasodilatateur constant (Bismuth et coll, 2000 ; Chanel et coll, 2000 ;
Abadin et coll, 2007). Une exposition chronique au plomb entraine toujours une activation
directe ou indirecte du systeéme rénine-angiotensine-aldostérone qui est I'un des principaux

régulateurs du systéme cardiovasculaire. (Abadin et coll, 2007 ; Skerfving et Bergdahl, 2015).



1.3.2. Effets cancérogénes et génotoxiques

Les études épidémiologiques ne montrent pas une augmentation significative du
risque cancérigéne lié a une exposition au plomb ou a ’'un de ses dérivés. Toutefois, une
analyse de I’ensemble des données traitant ce sujet a révélé une faible augmentation de
I’incidence de certains cancers chez des sujets travaillant en particulier dans les fonderies et
la fabrication de batteries. Ceci a permis au Centre Internationale de Recherches sur le
Cancer (CIRC) de classer le plomb dans la catégorie 2B des substances cancérigénes en
raison des données trouvées chez I’animal (CIRC, 1980). De nos jours, les résultats obtenus
in vitro et in vivo ne permettent pas de tirer des conclusions claires quant a la génotoxicité du
plomb. L’hypothese la plus fréquente dans la littérature est que le plomb entrainerait une
altération de I’ADN en affectant la stabilité des complexes formés par les groupements

phosphates et les bases (Abadin et coll, 2007).

1.3.3. Effet sur le systéme nerveux

L’action du plomb sur le systtme nerveux se manifeste principalement par une
encéphalopathie et une neuropathie périphérique. Les études montrent que les effets centraux
sont plus fréquents chez les jeunes tandis que les effets périphériques se manifestent le plus
souvent chez I’adulte (Skerfving et Bergdahl, 2015). Le cerveau du feetus est particulierement
sensible aux toxiques en raison d’une plus grande perméabilité de la barriere méningée.

Ce qui fait que les conséquences exercées par le plomb sur cette zone sont plus intenses avec
une diminution des connexions intercellulaires et de la libération des neurotransmetteurs tels

que I’acétylcholine, la noradrénaline et la dopamine (Kitman et Pouillot, 2005).

Les conséquences du Pb sur le systéeme nerveux, qu’elles soient morphologiques ou
pharmacologiques, affectent le cerveau de maniere générale (Floraa et al., 2006 ; Haefliger et
al., 2009 ; Skerfving et Bergdahl, 2015). Une plombémie au-dessus de 10ug/dL est associée
chez I’enfant a une déficience intellectuelle qui, dans la majorité des cas, est irréversible
(Bellinger et coll, 2003; Canfield et coll, 2003, Lanphear et coll, 2005 ; Kordas et coll, 2006;
Skerfving et Bergdahl, 2015).



1.3.4. Effets rénaux

Le rein est I'un des principaux organes cibles du plomb. Son atteinte résulte d’une
exposition chronique a ce métal et apparait tardivement dans la plupart des cas. Une
caractéristique constante de la néphropathie induite par le plomb consiste en des anomalies
structurelles au niveau des cellules du tube contourné proximal (Chanel et coll, 2000 ; Abadin
et coll, 2007). Aprés de longues périodes d’exposition au plomb, la plombémie mesurée dans
le sang total peut évoluer jusqu’a atteindre 600ug/1 (Haefliger et coll, 2009). Ceci aurait pour
conséquences des lésions glomérulaires et des tubulopathies pouvant aboutir a une
insuffisance rénale modérée définitive, souvent associée a une hypertension artérielle (Chanel

et coll, 2000, Kitman et Pouillot, 2005).

1.3.5. Effets sur la reproduction

Le plomb altere la fertilité chez la femme et entraine une teratogenicité chez le feetus.
Il traverse la barriere placentaire et provoque une feeto-létalité. Des effets tératogenes ont
¢galement été observés chez plusieurs espéces autres que ’homme. Il est admis que des
intoxications aigués ou subaigués liées a de fortes expositions professionnelles au plomb
peuvent étre a 1’origine d’un dysfonctionnement ovulatoire, de fausses couches mais aussi
d’une augmentation de la mortalité postnatale (Abadin et coll, 2007). De nos jours, I’appareil
reproducteur masculin fait 1’objet de nombreuses explorations et certaines hypotheses telles
qu’une altération de la qualité du sperme causée par une modification du taux d’hormones

(testostérone) sont avancées (Chanel et coll, 2000).

1.3.6. Effets hématologiques

Au niveau hématologique, le plomb peut induire une anémie hypochrome de type
microcytaire qui s’accompagne en général d’'une augmentation du nombre de réticulocytes a
granulation basophiles résultant de I’inhibition de la pyrimidine-5’-nucléotidase (Abadin et
coll, 2007 ; Mushak, 2011). Une exposition prolongée au plomb peut conduire a une anémie
qui s’installe progressivement du fait de la réduction de la durée de vie des érythrocytes et
d’une baisse considérable de la synthése de I’héme par inhibition enzymatique (Mushak,
2011 ; Skerfving et Bergdahl, 2015). Cette baisse de la synthése de ’héme peut aussi étre a
I’origine d’une diminution du taux d’hémoglobine dans 1’organisme surtout quand la

plombémie atteint 400ug/1.



Le plomb, dans son action toxique sur le syst¢éme hématologique perturbe 1’activité de
trois enzymes que sont ALAS (Acide Amino-levulinique Synthétase), ALAD (Acide Amino-
levulinique Déshydratase) et la férrochélatase. L’ALAS et I’ALAD sont des enzymes qui
catalysent la synthése de 1’acide amino-lévulinique qui est le premier précurseur de la
biosynthése de I’héme. La férrochélatase est un enzyme qui intervient dans la dernicre étape
de la biosyntheése de I’héme en assurant la conversion de la protoporphyrine en héme (Floraa

et coll, 2006 ; Abadin et coll, 2007; Mushak, 2011; Skerfving et Bergdahl, 2015).

1.3.7. Effets immunotoxiques

Les effets du plomb sur le systtme immunitaire concernent principalement les
expositions chroniques et subchroniques a ce métal. Ils se manifestent le plus souvent par une
diminution du taux de lymphocytes T, des lymphocytes B ou des lymphocytes NK pouvant
aboutir a une immunosuppression, une baisse du taux d’immunoglobulines sériques ou
encore 1’avénement de maladies auto-immunes (Abadin et coll, 2007 ; Skerfving et Bergdahl,
2015). Il peut aussi entrainer une altération de la reconnaissance du non soi par les cellules du
systéeme immunitaire et inhiber la production d’interféron gamma et d’interleukine 2 qui ont
pour rdle principale la communication entre les leucocytes pour activer la réponse
immunitaire (Skerfving et Bergdahl, 2015). Ces effets auront comme conséquence majeure
une altération de la fonction immunitaire rendant 1’organisme vulnérable aux agents

pathogenes.

II. Le systeme immunitaire

Le systtme immunitaire est un ensemble complexe de cellules, d’organes et de
molécules. Toutes ces cellules proviennent de cellules souches pluripotentes (Pelus, 2017).
Celles-ci donnent naissance a deux lignées distinctes, 1’une lymphoide, et I’autre my¢loide.

Le systéme immunitaire pour se défendre contre les agressions venant du milieu extérieur
développe un systeme de défense appelé réponse immunitaire. Elle est vaste complexe et
dépend de la voie de pénétration du pathogene. Elle est constituée de trois lignes de défense
dont la premiere est constituée par les barriéres naturelles que sont la peau, les secrétions des

muqueuses et les flores bactériennes.



La deuxiéme ligne de défense est assurée par les cellules phagocytaires, I’inflammation et les
produits antimicrobiens. La troisieme ligne de défense est constituée par les cellules
spécialisées que sont les lymphocytes B et T (Bellanti, 2012). Les deux premicres lignes
constituent la réponse immunitaire innée tandis que la dernicre ligne représente 1I’immunité

adaptative ou acquise.

Les cellules du systéme immunitaire sont, pour la plupart, d’origine hématopoiétique.
Seuls les lymphocytes T et B expriment respectivement a leurs surfaces des récepteurs
d’antigénes, le TCR et le BCR, qui leur permettent d’assurer une réponse spécifique.
Cependant, un grand nombre d’autres cellules hématopoiétiques participent directement a
I’induction, a la régulation et a I’expression de la réponse immunitaire spécifique, en méme
temps qu’elles assurent I’immunité non spécifique. Il s’agit des cellules Natural Killer (NK),
des polynucléaires, des mastocytes, des plaquettes et des cellules de la lignée
monocyte/macrophage dont les multiples formes tissulaires constituent le systéme

histiocytaire.

II.1. L’immunité innée

L'immunité innée représente un ensemble de mécanismes de défense présents des la
naissance et est génétiquement hérités. Les cellules de I'immunité innée posseédent un
ensemble de récepteurs codés par des genes de la lignée germinale de 1'hote et capables de

reconnaitre les agents pathogenes (Lemahieu, 2004 ; Hamona et Quintin, 2016).

Ces récepteurs reconnaissent des motifs moléculaires partagés par de nombreuses substances

étrangeres qui ne sont pas présents chez 1'hote (Hamona et Quintin, 2016).

La réponse immunitaire innée est assurée d’abord par certaines barrieres physiques
comme la peau et les muqueuses mais aussi par des mécanismes de défenses tels que la
phagocytose qui permet l’ingestion et la destruction des pathogenes et la sécrétion de
substances toxiques qui entrainent la destruction des pathogenes.

I1.1.1. Les cellules NK

Les lymphocytes NK constituent le troisiéme type de lymphocytes apres les

lymphocytes T et B, avec une taille 1égérement supérieure. Il représente 5 a 20% de la
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population totale des lymphocytes humains, avec une demi-vie d’environ 17 jours en
périphérie (Rouzaire et coll, 2012). Ces cellules tueuses résultent de la différenciation de
cellules souches lymphoides produites par la moelle osseuse. Retrouvées principalement dans
le sang circulant, les NK existent aussi dans les tissus (rate, poumon, utérus, ...) et

renferment des granules chargés de molécules cytotoxiques.

Les NK appartiennent a l'immunité innée et ne possédent donc pas de récepteurs
spécifiques d’antigéne. Contrairement aux lymphocytes T cytotoxiques (CTL), les genes
codant pour ses récepteurs ne sont pas réarrangés et n'expriment pas le CD3 qui est la sous-

unité accompagnant le TCR (Schleinitz et coll, 2002).

Les NK jouent un role particulierement important dans la réponse immunitaire. En
effet, tout en épargnant les cellules saines du soi, les lymphocytes NK ont des fonctions
multiples a savoir la destruction des cellules infectées, des cellules cancéreuses ou tumorales.
IIs produisent des cytokines pro-inflammatoires telles que I’interféron gamma (IFN-y) qui
participe a [l’orientation de la réponse immunitaire adaptative, des cytokines
immunosuppressives telles que 1’interleukine IL-10, des facteurs de croissance (GM-CSF et
G-CSF) ainsi que des chimiokines (CCL2, CCL3, CCL4) (Narni-Mancinelli et coll, 2013 ;
Cooper et coll, 2009).

I1.1.2. Les granulocytes

IIs sont encore appelés polynucléaires et appartiennent & I’immunité innée. Ils ont une
fonction non spécifique a un antigéne et sont surtout caractérisés par la présence de plusieurs
noyaux. Ils renferment des granules contenant des enzymes destinées a étre déversées lors

d’infection, de réactions allergiques ou inflammatoires.

I1.1.3. Les phagocytes

Ce sont des cellules capables d’ingérer et de détruire des particules de tailles variables et ont
surtout une fonction essentiellement antibactérienne. Il s’agit principalement des

macrophages et des monocytes.
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I1.1.4. Les cellules présentatrices d’antigéne

Plusieurs cellules peuvent jouer ce role de présenter I’antigéne au lymphocyte
T CD4+ et T CD8+. Il s’agit entre autres des cellules dendritiques, des monocytes, des
lymphocytes B et des macrophages. Elles ont aussi la capacité d’engendrer des effecteurs
cytotoxiques spécifiques ou d’amplifier la réponse des lymphocytes T. Cependant, les

cellules dendritiques représentent les CPA professionnelles.

I1.2. L’immunité adaptative

L’immunité adaptative est un ensemble de mécanismes ne préexistant pas a la
naissance. Elle est acquise spécifiquement face a un agent étranger dans 1’organisme
(Bluestone et Abbas, 2003). Les cellules de I’immunité adaptative ou acquise sont les
lymphocytes T, médiateurs de I’immunité cellulaires, et les lymphocytes B, médiateurs de
I’immunité humorale (Ddo et coll, 2003). Les lymphocytes sont les seules cellules qui portent
des récepteurs spécifiques d’antigéne. Aucun critére morphologique ne permet de distinguer
leurs différentes classes et sous-classes. Néanmoins ils constituent une famille trés hétérogene

du point de vue fonctionnel.

Les lymphocytes possedent des marqueurs ou antigénes de surface qui permettent de
les identifier, de déterminer leur stade de différenciation et d’activation. Ces marqueurs de

surfaces sont appelés CD ou « clusters of différenciation ».

I1.2.1. Les lymphocytes T

Les lymphocytes T possédent certaines caractéristiques particulieres qui permettent
leur identification :
v IIs sont particuliérement recirculant et représentent 60 a 80% des lymphocytes
sanguins chez I’adulte ;
v Leur durée de vie est trés longue,

v" Le récepteur pour l'antigéne s'appelle le TCR.
Le TCR est de nature hétérodimérique, formé par 1’association de deux chaines

polypeptidiques glycosylées ancrées dans la membrane et produites par plusieurs genes situés

sur les chromosomes 7 et 14. Il constitue le site de reconnaissance de 1'épitope a la surface
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des CPA. Ce récepteur des lymphocytes T ne reconnait que des antigénes protéiques. Ceux-ci
ne sont jamais natifs : les protéines doivent &tre découpées en peptides qui sont ensuite

associées a des molécules du CMH.

Les lymphocytes T expriment également a leur surface :

v La molécule CD3 qui assure la transduction du signal principal

<

La molécule CD2 qui est un facteur d’adhésion
v La molécule CD28 ou CD40 ligand qui est une molécule de co-stimulation induisant
le signal.
Il existe deux sous populations lymphocytaires T qui se distinguent par leurs corécepteurs :
les lymphocytes T CD4" ou lymphocytes T auxiliaires et les lymphocytes T CD8" encore
appelés lymphocytes T cytotoxiques.

I1.2.1.1. Les lymphocytes T CD8"

Les lymphocytes T CD8" ou T cytotoxiques (CTL) expriment I’antigéne CDS8 a leur
surface. Ils reconnaissent l'antigéne présenté par une molécule du CMH de classe I. Les
antigenes présentés sont des antigénes endogenes, produits par la cellule. La reconnaissance
est le premier signal d'activation. Un second signal permet l'expression du pouvoir
cytotoxique de la cellule. Ces lymphocytes T reconnaissent et se lient a des cellules cibles
infectées par des virus, des cellules cancéreuses ou du non soi, et libérent des protéines
effectrices telle que la perforine. Cette dernieére provoque des trous dans la membrane de la
cellule cible entrainant la sécrétion des granzymes qui détruisent la cellule infectée.

Celle-ci perd son cytoplasme et meurt en moins de deux heures. Une fois la perforine
injectée, le lymphocyte se détache et se met a la recherche de nouvelles cellules cibles

(Mosmann et coll, 1995).

Les lymphocytes T cytotoxiques sécreétent aussi le facteur nécrosant des tumeurs
(TNF) qui tue lentement les cellules cibles en I’espace de 48 a 72 heures. Ils sécretent
¢galement de nombreuses lymphokines qui interviennent de multiples fagons pour amplifier
la réponse immunitaire. Ils sont également impliqués dans la surveillance immunologique

(Navarro et coll, 1999).
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Figure 2 : Activation normale des lymphocytes T CD8 (Navarro et coll, 1999).

I1.2.1.2. Les lymphocytes T CD4"

Les lymphocytes T auxiliaires, encore appelés lymphocytes T « helper », expriment
I’antigene CD4 a leur surface. Ces lymphocytes jouent un important role de régulation dans
la réaction immunitaire. Une fois activés, ils forment un clone de lymphocytes mémoires.
Selon I’environnement ou ils se trouvent, ils mobilisent toutes les voies du systeme
immunitaire par la sécrétion d’interleukine 2 (IL-2). Ils peuvent se différencier en sous-

populations dont chacune a une fonction spécifique (Mosmann, 1995).
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Figure 3 : Sous-population de cellules T auxiliaires (Maciolek et coll, 2014).
Les cellules T CD4+ présentent quatre sous-populations principales dont chacune est caractérisée par un facteur
de transcription et une ou des cytokine(s) caractéristique : Les cellules Thl sont caractérisées par le facteur de
transcription T-bet et produisent principalement I’IFN-y ; les cellules Th2 sont caractérisées par le facteur de
transcription GATA-3 et produisent principalement 1’IL-4, IL-5 et IL-13 ; les cellules Th17 sont caractérisées
par le facteur de transcription RORyt et produisent principalement 1’IL-17 ; et les cellules T régulatrices sont

caractérisées par le facteur de transcription FOXP3 et produisent principalement 1’IL-10.

I1.2.2. Les lymphocytes B

La réponse immunitaire a médiation humorale est assurée par les lymphocytes B avec
’aide des lymphocytes Th2 (Lattanzi et coll, 2012). Cela se traduit par une expansion clonale
des lymphocytes B responsables de la ségrégation des anticorps, principalement des IgM, et

en fonction du stimulus, des IgG, IgA ou IgE (Weller, 2015).

Les cellules B mémoires ont une plus longue durée de vie et peuvent réagir
rapidement lors d'une seconde exposition a leur antigene spécifique. Pour leur persistance,
ces cellules mémoires nécessitent une exposition continue a I’antigéne (Tangye et Tarlinton,

2009).
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Deuxieme partie :

METHODOLOGIE,
REUSLTATS, DISCUSSION



I. Méthodologie
I.1. Type d’étude

Il s’agit d’une étude exposée - non exposée. Les exposés sont constitués par un échantillon
de 20 femmes exposées au plomb et les non exposés par échantillon de 20 femmes non exposés au

plomb.

1.2. Cadre d’étude

Cette étude est entreprise dans le cadre de la surveillance de 1’intoxication collective au
plomb a Ngagne Diaw (Thiaroye su mer, Dakar). En effet, méme si 1’exposition au plomb a
cesser, les habitants de ce quartier ressentent jusqu’a présent les effets néfastes de ce métal avec
comme effet principal la détérioration progressive de leur état de santé. Cette étude est réalisée
avec I’aide du Laboratoire de Toxicologie et Hydrologie de la Faculté de Médecine, de Pharmacie
et d’Odontologie de I’Université Cheikh Anta Diop de Dakar et du Laboratoire d’Immunologie du

Centre Hospitalier Universitaire Aristide Le Dantec.

1.3. Population d’étude

Avant ’enrélement dans 1’é¢tude, chaque participant a regu une fiche d’information et une
fiche d’enquéte (voir annexes) qui contiennent tous les détails relatifs a 1’é¢tude. Le recrutement
des cas s’est fait avec l’aide du Programme de Micro-financement du Fonds pour
I’Environnement Mondial qui finance dans la zone un projet servant d’alternative au recyclage
informel du Pb pour les femmes. Les témoins ont €té pris au hasard en respectant les critéres de
non inclusion.

La taille de notre échantillon était de 40 sujets répartis comme suit : 20 femmes exposées
au plomb et ayant vécu dans le quartier Ngagne Diaw au moins pendant la période allant de 2006
a 2009 qui correspond a la période de forte exposition dans la zone. Les 20 femmes non exposées
¢taient constituées de sujets n’habitants pas le quartier Ngagne Diaw et n’ayant pas de signe

d’immunodépression.
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I.4. Recueil des prélévements

Pour les cas, les prélévements de sang ont été recueillis le 25 mai 2016 par une équipe de
techniciens supérieur de laboratoire qui, aprés avoir coordonnée avec les participants, s’est rendu
dans leur zone d’habitation pour effectuer les prélévements sur place. Les témoins ont été prélevés
au laboratoire. Les échantillons ont été recueillis dans des tubes EDTA de 10ml en respectant les

conditions de conservation et de transport.

I.5. Matériel et méthode
I.5.1. La séparation et conservation des cellules

«» Reactifs et consommables

\

tubes Falcon 15ml,
ficoll

hotte & flux laminaire
centrifigeuse
microscope optique

lame de Neubaeur
RPMI, FBS
PS

AN N N N VNN

L-glu
DMSO

<\

0,

¢ Principe de la séparation cellulaire

Les éléments figurés du sang périphérique, en milieu Ficoll-Triosil de haute densite,
subissent durant la centrifugation une migration différentielle qui conduit a leur séparation en
deux fractions : d’une part, les érythrocytes et les granulocytes qui sédimentent au fond du tube et
d’autre part, les lymphocytes, les monocytes et les plaquettes qui restent a [D’interface
échantillon/milieu de séparation. Le milieu de séparation Ficoll-Triosil est une solution de densité
1,077 contenant :

v du Ficoll de haute masse moléculaire (400.000 Da), trés soluble dans I’eau mais de faible
viscosité intrinséque, possede des propriétés agrégantes vis-a-vis des globules rouges,
v" du Triosil, qui forme avec le Ficoll une solution de faible viscosité et de haute densité qui

a pour rdle d’établir une osmolarité et une densité adaptées a la sédimentation des

granulocytes.
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Lors de la centrifugation, les cellules sédimentent vers I’interface échantillon/Ficoll-Triosil. A
I’interface, les érythrocytes sont agrégés du fait de la présence de Ficoll. La densité des
agrégats étant supérieure a celle du Ficoll-Triosil, les érythrocytes sédimentent au fond du
tube. La densit¢ des granulocytes (plus sensibles que les lymphocytes aux variations de
pression osmotique) s’éléve dans une solution hyperosmotique. Ils sédimentent donc, tandis
que les cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) demeurent a [I’interface

échantillon/milieu de séparation.

** Mode opératoire

La séparation cellulaire s’est faite en milieu stérile pour éviter toute contamination. Il a été
mis 5 ml de Ficoll dans un tube Falcon de 15ml puis 10ml de sang y ont été ajoutés de maniére a
le faire déposer lentement sur le Ficoll. Les tubes ont ensuite été centrifugés pendant 20 mn a
2100 tpm. Apres centrifugation, le plasma a été collecté et conservé au congélateur a -80°C.
L’anneau cellulaire de PBMC a ensuite été récupéré au niveau de I'interface Ficoll-plasma, et
transférer dans un autre tube Falcon de 15ml avant de le suspendre avec 14 ml de la solution
RPMI/PS pour une étape de lavage par centrifugation pendant 10 mn a 1800 tpm. Au bout de la
centrifugation, le surnageant a été jeté et le culot cellulaire resuspendu dans 10 ml de RPMI/PS. A
partir de la suspension cellulaire, 50ul ont été dilués a volume égal avec du Bleu Trypan pour le
comptage des cellules.

Pour le comptage, 10ul de la suspension contenant le Bleu Trypan ont été déposés sur une
lame de Neubaeur pour un décompte des cellules sur 16 carrés de la lame a 1’objectif 40. Apres
comptage, les cellules ont ¢ét¢é de nouveau lavées pour une conservation dans

10%DMSO/10%FBS/RPMI.
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Plasma

v

Anneau cellulaire de PBMC

v

Ficoll (milieu de séparation)

v

Erythrocytes et granulocytes

v

Figure 4 : Tube de sang séparé par gradient de Ficoll

1.5.2. Décongélation des cellules

Lorsque tous les échantillons ont été collectés, les cellules ont ensuite été décongelées pour
procéder au marquage cellulaire. Pour la décongélation, préparer une solution 10%FBS/RPMI
puis mettre 2ml de cette solution dans des FACS tubes stériles de Sml. Sortir les cellules du
congélateur -150° C et laisser dans la hotte jusqu’au début de décongélation. Prendre, avec une
pipette P1000, 500ul de la solution de décongélation, ajouter dans le cryotube contenant les
cellules et mélanger jusqu’a décongélation total. Prendre 500ul des cellules en suspension, mettre
dans le FACS tube contenant la solution de décongélation et mélanger. A partir du FACS tube,
prendre 500ul de solution, mettre dans le cryotube et mélanger. Prendre 1ml du cryotube, mettre
dans le FACS tube et mélanger. Procéder de la méme maniére jusqu’a transfert total des cellules
dans le FACS tube. Centrifuger pendant 5 min a 1800tpm a TA.

Verser le surnageant et resuspendre les cellules dans 2ml de 10%FBS/RPMI pour le comptage des
cellules avec du BT. Aprés comptage (N), centrifuger pendant 5 min a 1800tpm, verser le

surnageant puis ajouter le volume nécessaire pour obtenir 5.10° PBMC/ml (5/N).
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1.5.3 Marquage cellulaire

+» Réactifs et consommables

v Anticorps anti CD3- FiTC

v" Anticorps anti CD4- PE

v" Anticorps anti CD19- PerCP
v Anticorps anti CD56 — APC
v PS

v' FBS

v FACSBUFFER

¢ Principe de la cytométrie

La cytométrie de flux est une technique d'analyse multiparamétrique sur plusieurs milliers
de cellules isolées. Les mesures simultanées de caractéristiques physiques et biologiques des
cellules sont effectuées isolément sur chacune d'entre-elles lorsque, entrainées par un fluide au
centre d'une veine liquide, elles traversent le faisceau laser. Aprés intersection du rayon incident,
la cellule diffracte la lumiere. L'intensité de la lumiere diffractée dans l'axe (angle < 12°), est
proportionnelle a la taille de la cellule (FSC : forward scatter); celle diffractée a 90° est

représentative de son contenu cytoplasmique (SSC: side scatter).

Les signaux détectés par le systetme optique sont amplifiés, convertis en signaux
électroniques puis en valeurs numériques. Elles sont analysées grace a l'unité informatique du
cymometre. L'affichage simultané des parameétres, FSC, SSC traités par le logiciel, visualise
chaque cellule sur I’écran sous forme de point. C'est le cytogramme, nuage de signaux
punctiformes qui apparait. Selon les deux paramétres, il est possible de distinguer différentes
populations cellulaires et de tracer le contour de la population a étudier en excluant d'une part les
débris sur les critéres de petite taille (FSC) et petite granularité (SSC) et d'autre part les agrégats
situés tres haut dans la partie supérieure de I'écran. La zone d'intérét ainsi délimitée (appelée gate
ou fenétre ou région) est la population cellulaire homogene. Seules les valeurs concernant cette
région sont analysées par l'emploi du logiciel. D'autres paires de signaux comme FSC et la
fluorescence peuvent étre considérées, de nouveaux points apparaissent représentant chacun une

cellule en fonction de sa taille et de la fluorescence qui lui est associée.
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** Mode opératoire

Mettre 1.000.000 PBMC (200ul de la suspension de travail) dans un FACS tube en
attendant le marquage avec les anticorps monoclonaux. Le mixte d’anticorps est compos¢ de
CD3-FITC pour le marquage des lymphocytes T, de CD4-PE pour le marquage des lymphocytes
T-helper, de CD19-PerCP pour le marquage des lymphocytes B et de CD56-APC pour les
lymphocytes NK. Ajouter dans chaque tube 100ul du mélange d’anticorps et incuber pendant
30min a I’obscurité et & TA. Apres incubation, les tubes sont lavés avec 2ml de FACS buffer puis

resuspendu dans 200ul de FACS buffer pour la lecture au cytométre en flux.

«* Lecture des échantillons au FACSCalibur

Pour la lecture des échantillons, il faut d’abord mettre le FACSCalibur en marche selon la
procédure de mise en marche. Faire passer le tube marqué sous l’aiguille d’aspiration du
cymometre qui va lire I’échantillon en fonction du spectre de fluorochromes correspondant et
présenter le résultat sous forme de graphique.

Les résultats ont été analysés avec le logiciel flowjo

Figure 5 : FACSCalibur (Photo : B. DIAGNE).
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I. 6. Stratégie de gating

Pour la lecture des échantillons au FACSCalibur, nous avons créé¢ avec le logiciel
«CellQuest Pro» quatre plotes. An niveau de la premicre plote nous avons isolé et mesuré les
lymphocytes totaux a partir des PBMC. Et c’est a partir de cette population des lymphocytes
totaux que sont mesurés les populations de lymphocytes T (CD3, CD4 et CDS), les lymphocytes
B (CD19) et les lymphocytes NK (CD56). La figure 6 illustre notre stratégie de gating et les

plotes obtenues.

Figure 6 : Stratégie de gating
I.7. Analyses statistiques

Les données ont été saisies grace au logiciel Excel et le traitement statistique de la base de
données est effectué grace a la version 20.0 du logiciel statistique SPSS. Les résultats sont donnés
en médianes (écart interquartiles). La comparaison entre deux groupes se fait par le test non
paramétrique de Mann-Whitney. L’analyse de corrélation a ¢été réalisée par le test non
paramétrique de Spearman. Un résultat est considéré statistiquement significatif quand la valeur
du p-value est inférieure a 5% (p < 0,05). Seuls les P-values des différences significatives ont été
illustrés au niveau des figures, avec les indications suivantes : *: P entre 0,05 et 0,01 ; **:P entre

0,01 et 0,001.
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11. Résultats

II. 1. Caractéristiques de la population d’étude

Notre population d’étude était constituée de 40 sujets qui sont tous de sexe féminin. L’age
médian chez les exposées était de 43 ans encadré par un intervalle interquartile de 26 a 51, I’age
minimal était de 16 ans et ’age maximal de 60 ans. La durée moyenne d’exposition en année était
de 9,84 avec un standard de déviation (SD) trés faible ce qui montre 1’homogénéité du degré
d’exposition chez les exposés. Chez les femmes non exposées 1’age médian était de 25 ans
encadré par un intervalle interquartile de 21 a 34. L’4ge minimal était de 21 ans et ’dge maximal

de 53ans. Les caractéristiques da la population sont illustrées dans le tableau I

Tableau I : Caractéristiques de la population d’étude

Exposées | Non exposées

N=20 N=20 P-Value
Age en année, Médiane [IQR] 43[26-51] 25[21-34] 0,015
Durée d'exposition en année, Moyenne (SD) 9,84 NA NA

Les fiches d’enquétes utilisées pour le recrutement des participants a 1’étude ont montrés
que parmi les 20 femmes exposées au Pb : 20% présentaient des douleurs osseuses récurrentes,
65% avaient des céphalées fréquentes, 40% avaient des troubles de mémoires et 30% ont fait une
fausse couche au moins une fois ou ont eu un enfant décédé a bas age apres 1’exposition a ce

métal. Les caractéristiques da la population sont illustrées dans le tableau I.

Tableau II : Signes cliniques chez les exposées

Signes cliniques Exposées
Douleurs osseuses 20%
Céphalées fréquentes 65%
Trouble de mémoire 40%
Fausses couches ou post mortalité 30%
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En collaboration avec le Centre Antipoison de Dakar qui avait participé activement dans les

enquétes lors de I’intoxication collective au Pb dans la zone, nous avons pu obtenir les

plombémies de certains participants a notre étude, mesurées avant et aprés la décontamination de

la zone et les probables plombémies actuelles par déduction avec la demi-vie du Pb. L’analyse de

ces données est illustrée par le tableau III.

Tableau III : Moyenne des plombémies mesurées chez les exposées

Plombémies de

dépistage Mars 2008

ere

Plombémie aprésla 1
phase de
décontamination
(Janvier-Février 2010)

Plombémie actuelle
par déduction avec la

demi-vie (Juin 2017)

Plombémie en pg/l,

Médiane [IQR]

1326,8 [1307-1324]

319,75 [302-327]

> 100

I1.2. Distribution des lymphocytes totaux

L’analyse statistique des résultats obtenus concernant les pourcentages de lymphocytes

totaux mesurés a partir des PBMC est illustrée par la figure 7. Nous avons étudié chez les

exposées et les non exposées la variation du pourcentage des lymphocytes totaux par rapport a

I’ensemble des PBMC et aucune différence significative entre les deux groupes n’a été observée

(p = 0,903). Mais on observe une légere hausse chez les non exposées.
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Figure 7 : Distribution des lymphocytes totaux chez les exposées et les non exposées

I1.3. Distribution lymphocytes TCD4" et TCD8"

La distribution des pourcentages de lymphocytes TCD4" a aussi été étudiée et une
augmentation significative a été observée chez les femmes exposées comparées aux femmes non
exposées (figure 8A). Le pourcentage des lymphocytes TCD8" était par contre significativement

plus bas chez les exposées par rapport aux non exposées (p = 0,02) (figure 8B).

Figure 8 : Distribution des lymphocytes TCD4" et TCD8" chez les exposées et les non
exposées

I1.4. Distribution des lymphocytes B

L’analyse des pourcentages de cellules B n’a montré aucune différence significative entre
les exposées et les non exposées (p = 0, 25), suggérant que 1’exposition au plomb de notre

population d’étude n’a aucune incidence significative sur les lymphocytes B (figure 9).
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Figure 9 : Distribution des lymphocytes B chez les cas et les témoins

L. 5. Distribution des lymphocytes NK

Toujours a partir des lymphocytes totaux mesurés, nous avons étudi¢ la variation du
pourcentage des lymphocytes qui ne sont ni T ni B, c’est-a-dire les cellules Natural Killer.
L’analyse des résultats a montré une différence significativement plus faible chez les exposées

comparées aux non exposeées (p = 0,02) (la figure 10).
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Figure 10: Distribution des lymphocytes NK chez les cas et les témoins.

II1. Discussion

Dans la présente étude, nous avons essay¢ de montrer les manifestations immunotoxiques
du Pb. Le systeme immunitaire, pour se protéger contre les agressions des agents du milieu
extérieur va produire, par le biais des cellules immunitaires, des thiols qui sont soit des cystéines,
des glutathions ou des métalloprotéines (Abadin et coll, 2007) qui sont des molécules possédant
un fort pouvoir de neutralisation contre les métaux lourds. Ils se lient aux métaux et inhibent leurs
effets néfastes sur ’organisme comme la dénaturation des protéines de faible poids moléculaire

(Dickinson et Forman 2002a ; Dickinson et Forman 2002b ; Skerfving et Bergdahl, 2015).

Le recyclage des batteries d’alimentation automobile dans le but de récupérer le plomb
est devenu une activité rentable en raison de la hausse du prix de ce métal sur le marché mondial.
Au Sénégal I’exposition de la population au Pb s’accentue de jour en jour vu I’accroissement des
activités de recyclage des batteries automobiles par divers couches sociale (Cabral et coll, 2012).
L’objectif principal de notre travail était d’évaluer I'impact de 1’exposition au plomb sur le

systéeme immunitaire chez des femmes ex-transformatrices de batteries automobiles a base de Pb
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dans le quartier Ngagne Diaw de Thiaroye sur mer Dakar/Sénégal. Pour se faire on a mesuré les
pourcentages des lymphocytes T, B et NK de ces sujets.

Beaucoup de travaux effectués sur la surveillance de 1’exposition au plomb des
populations dans le monde ont ét¢ menés sur des populations de composition et de tailles
différentes. En effet, beaucoup ont porté sur des populations de taille relativement importante
comme c’est le cas des études menées au Sénégal portant sur I’intoxication collective au plomb
causé par le recyclage informel de batterie automobiles a Thiaroye qui a concerné¢ 81 sujets
(Haefliger et coll, 2009). C’est aussi le cas des travaux menés par Sata et coll qui ont concerné 71
sujets travaillant dans une usine de fabrication de produits chimiques utilisant le plomb comme
matiere premiere (Sata et coll, 1998). L’4ge moyen de la population exposée et la taille de

I’échantillon des témoins utilisés sont comparables a ceux utilisés dans notre étude.

En considérant la demie vie du Pb dans les os qui est estimée a environ 10ans il ressort
des plombémies mesurées lors de I’intoxication que ce métal est toujours présents dans
I’organisme des populations du quartier Ngagne Diaw et probablement a des quantités
susceptibles de causer (>100ug/l) des dommage a 1’organisme du fait que la toxicité du plomb est

sans seuil.

Parmi les 20 femmes exposées au Pb dans notre étude, 30% présentaient des douleurs
articulaires fréquentes, ce qui est en phase avec les données de la littérature vu que le lieu
principal de stockage du Pb dans I’organisme se trouve étre les os ou il est stocké a plus de 90%
(Abadin et coll, 2007). Il a aussi ét¢ démontré qu’une exposition chronique au Pb pourrait étre
responsable d’une altération du systéme nerveux centrale et périphérique (Skerfving et Bergdahl,
2015). Ceci pourrait expliquer les céphalées et les troubles de mémoires récurrents dont sont
respectivement victimes 65% et 40% de notre population exposée. Ces résultats sont similaires a
ceux rapportés par plusieurs autres études (Floraa et coll, 2006 ; Haefliger et coll, 2009 ;
Skerfving et Bergdahl, 2015). Toujours parmi le groupe des sujets exposées, 30% des femmes ont
au moins une fois fait une fausse couche ou eu un enfant décédé¢ juste apreés la naissance ; ce
résultat est corroboré par les travaux d’Abadin et coll qui ont montré qu’une intoxication aigu€ ou
chronique liées a de fortes expositions professionnelles au plomb pouvait étre & 1’origine d’un
dysfonctionnement ovulatoire, de fausses couches mais aussi d’une augmentation de la mortalité

postnatale (Abadin et coll, 2007).
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Le pourcentage de lymphocyte total aussi bien chez la population exposée que chez les
femmes non exposées ne montre aucune différence significative. Pour notre population d’étude,
leur exposition au plomb n’a pas d’incidence remarquable sur la population lymphocytaire prise
globalement, mais on a observé une légére hausse de leur fréquence chez les femmes non
exposees.

Cependant en considérant les sous populations de lymphocytes, nous avons observé une
augmentation significative du pourcentage de lymphocytes T CD4" chez les femmes exposées par
rapport aux femmes non exposées. Ce résultat est en opposition avec la majorité des études
menées sur les effets déléteres du Pb sur le systtme immunitaire qui ont montré qu’une
plombémie élevée serait responsable d’une immunodépression dont la manifestation la plus
visible est une réduction considérable du taux de lymphocytes T CD4" ou «T helper» (Krocova et
coll, 2000 ; Rowley et coll, 2005 ; Floraa et coll, 2006). Cependant, bien que la proportion des
cellules T CD4+ par rapport aux lymphocytes soit plus importante, ceci n’est pas le cas quand on
considere leurs proportions par rapport aux PBMC totale. Ceci suggere que leur proportion au
niveau périphérique reste normale. L’augmentation du pourcentage des cellules T CD4+ chez les
femmes exposées pourrait aussi indiquer une auto-immunité du fait que les éléments traces
métallique sont susceptibles d’entrainer des maladies auto-immune qui ont pour cause une

activation des lymphocytes (Bussolaro et coll, 2008).

Contrairement aux lymphocytes T auxiliaires, une baisse du pourcentage de lymphocytes T CD8"
a été observée chez les femmes exposées au plomb par rapport aux contrdles. Ce qui est en accord
avec des travaux qui ont mis en évidence une corrélation positive entre 1’exposition au plomb et la
diminution des lymphocytes TCD8" (Sata et coll, 1998). Ces données semblent associer
I’exposition au plomb a une diminution des cellules T CD8". Cependant d’autres études n’ont pas

trouvé d’impact de I’exposition au plomb sur les lymphocytes TCD8* (Mishra, 2009).

Concernant les lymphocytes B, nous n’avons pas trouvée de différence significative de
leur fréquence entre les exposées et les non exposées. La majorité des études menées sur des
sujets exposés au plomb ont montrés qu’une intoxication entraine une altération de la réponse
immunitaire 8 médiation cellulaire et humorale dont la manifestation la plus visibles est une baisse
du taux de lymphocytes B avec comme conséquences une diminution du taux des
immunoglobulines sériques IgG, IgA et IgM dans I’organisme (Mishra et coll, 2003 ; Teijona et

coll, 2003). Ces résultats ne sont pas comparables a ceux de notre étude. Cette discordance
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pourrait étre imputée a la différence des objectifs d’étude. Dans ces études les auteurs ont exploré
la fonctionnalité des cellules alors que nous nous somme limités au comptage des pourcentages de

cellules.

A Dinstar des cellules T CD8", nos résultats ont montré une diminution considérable du
pourcentage des lymphocytes NK chez les femmes exposées. Ces résultats sont similaires aux
travaux de Kamla et coll menés sur des bijoutiers et des recycleurs de batteries automobiles
(Kamla et coll, 2003). Dans 1’évaluation de I’'impact de 1’exposition au plomb sur le systéme
immunitaire, des auteurs ont mis en évidence une baisse des cellules NK par rapport aux
lymphocytes totaux (Mishra et coll, 2009). Ces résultats sont en phase avec les ndtres qui ont
aussi montré que 1’exposition des femmes au Pb entraine une diminution des cellules NK.

Ces données, combinées a la diminution de la fréquence des lymphocytes T CD8" chez les
femmes exposées, montrent I’impact de cette exposition sur les cellules cytotoxique.

Les différences constatées entre les résultats dissonants de ces études par rapport aux notres
pourraient s’expliquer par le fait que ces travaux ont été effectués sur des sujets présentant des

taux de plombémie moins €élevé que ceux trouvés a Ngagne Diaw apres I’intoxication collective.

Conclusion et perspective

De nos jours, 1’exposition des populations a des polluants environnementaux toxiques tels que le
plomb, est devenue un réel probléme de santé publique d’envergure mondiale. Au Sénégal,
I’exposition des populations au plomb ne cesse d’augmenter du fait des activités comme le
recyclage informel de batterie automobile et des déchets d'équipements électriques et
électroniques contenant du plomb, ’utilisation de produits toxiques contenant du plomb par

certains ouvriers comme les mécaniciens etc.

Plusieurs travaux ont ét¢ menés sur I’'impact du plomb sur le systéme immunitaire et il a été
prouvé que I’exposition a ce métal entraine une diminution du nombre des cellules immunitaires
et occasionne par conséquent une altération du systéme immunitaire.

Au Sénégal plusieurs études sur diverses populations exposées ou potentiellement exposées ont
¢té menées dans le cadre de la surveillance de I’exposition des populations au Pb mais les effets
de ce toxique sur la fonction immunitaire n’ont jamais été explorés au Sénégal. Notre travail
constitue la premicre étude qui s’intéresse a I’aspect immunologique des individus exposés au

plomb.
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Il ressort de nos résultats que seul les pourcentages des cellules TCD8" et NK, qui ont des
fonctions cytotoxiques, étaient diminué chez les femmes exposés par rapport aux témoins.
Ceci suggere que 1’exposition au plomb de la population du quartier Ngagne Diaw est associée a

une altération des fonctions cytotoxiques du systéme immunitaire.

Il semble ainsi que les effets du Pb sur le systéme immunitaire peuvent, a long terme, affecter

I’immunité et aboutir a altération de certaines fonctions cellulaires.

Notre étude étant purement descriptive, il serait important en perspectives d’explorer les fonctions
des cellules de I’'immunité a travers leur capacité de libération de cytokines telles que 1’interféron
gamma. Mais aussi a I’avenir on pourrait augmenter la taille de la population d’étude et inclure les
enfants dans I’étude du fait qu’ils présentaient des plombémies plus élevées que ceux mesurées

chez les adultes lors de ’intoxication collective au Pb.
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Université Cheikh Anta DIOP
CHNU Le Dantec

Laboratoire de Bactériologie et Virologie (LBV)/Unité d’immunologie

Fiche d’information du volontaire

Titre de I’étude : Evaluation du phénotype lymphocytaire chez des femmes du quartier de

Ngagne Diaw, Dakar (Sénégal).

Invitation

Monsieur ou Mme,
Nous sollicitons votre participation a cette ¢tude conduite par [’Unité d’Immunologie du
Laboratoire de Bactériologie-Virologie du CHNU Aristide Le Dentec. Au préalable il est
important que vous ayez connaissance de certains ¢léments importants avant que vous preniez
toute décision de participation a I’étude :
- La participation a cette étude est entiérement volontaire.
- Vous pouvez vous retirer de cette I’étude a tout moment sans aucune perte de bénéfices
auxquels vous aurez droit en dehors de I’étude. Si vous prenez une telle décision, nous vous
prions d’informer un membre de notre équipe.
Cette fiche d’informations peut contenir des termes que vous ne comprenez pas. Nous vous prions
de bien vouloir demander aux biologistes responsables de cette étude de vous expliquer tous mots
ou toutes informations que vous ne comprendrez pas. Vous pouvez emporter chez vous un
exemplaire non signé du formulaire de consentement pour y réfléchir ou pour en discuter avec des
membres de votre famille ou des amis avant de prendre une décision. Ne signez pas le formulaire

de consentement avant d’avoir au préalable recu les réponses a toutes vos questions

Introduction

Entre le mois de novembre 2007 et février 2008, une série de mort inexpliqués est survenue
chez certaines personnes de la population du quartier de Ngagne Diaw a Thiaroye sur mer, Dakar
(Sénégal). Les enquétes effectuées par les autorités sanitaires et environnementales ont montré
une forte contamination de la zone en question par le recyclage de batteries au plomb. D’ou la

conclusion que la cause de cette série de mort fut une intoxication au plomb.



Procédures

La raison pour laquelle nous sollicitons votre participation a cette étude est que deux
¢chantillons de 5 ml chacun de votre sang seront prélevés et acheminés au laboratoire pour étudier
comment votre organisme, en particulier, votre systéme immunitaire réagit face au plomb qui se
trouve toujours probablement dans votre organisme. La durée maximale prévue pour cette étude

est de six mois.

Risques

Les risques potentiels comprennent ceux qui sont associés a la prise de sang. Les risques associés
au prélevement de sang sont rares et incluent la contusion, la saignée ou I’infection. Nous
nettoierons le lieu de prise de sang avec une solution antiseptique (alcool a 70°) lors des
prélévements, et nous utiliserons des aiguilles et seringues stériles pour les prélévements. Tous les

¢chantillons et les renseignements relevant de 1’étude seront codés.

Les bénéfices

Vous ne recevrez pas un bénéfice direct de cette étude. Cependant, cette étude permettra
d’améliorer la prise en charge de I’intoxication au plomb qui a eu lieu dans le quartier et d’élargir
certaines connaissances qui profiteront a autrui. Les réponses aux questions soulevées par cette

recherche aideront a I’amélioration de nos connaissances actuelles dans le domaine.

La participation volontaire
Vous avez le droit de refuser de participer a cette €¢tude, aussi vous pouvez vous retirer de

I’étude a tout moment.

La confidentialité

Les échantillons collectés seront codés. Les noms des volontaires ne seront mentionnés
dans aucun rapport. Les informations spécifiques que nous obtiendrons ne seront pas partagées
avec une tierce personne, excepté les investigateurs de 1’é¢tude. Les résultats de cette étude
pourraient étre publiés dans des rencontres ou dans des revues scientifiques, mais votre nom ne
paraitra pas. L’accés a votre dossier sera limité aux chercheurs autorisés de notre équipe mais

aussi aux promoteurs de I’étude.



CONSENTEMENT LIBRE ET ECLAIRE

LR R R S R R R S S R R R S S T

Consentement du volontaire :
S0 ) ey T () TS , déclare avoir
compris les objectifs de 1’étude. J’accepte de donner deux échantillons de 5 ml chacun de mon

sang, et de répondre aux questions dans le questionnaire.

Date: ...... [ocin.. /20...... Signature du volontaire : .............cooiiiiiitiiiee

Déclaration du chercheur ou technicien :

J€, SOUSSIZNE(@), +euvtntett ettt et ettt et et e et et e aaans , déclare que le
volontaire a regu toutes les informations nécessaires sur les objectifs des recherches en cours et
qu’il accepte de participer volontairement a [’étude. Je garantis de respecter le caractere

confidentiel de I’étude a tout moment.

Date: ...... [oin.. /20...... Signature du chercheur ou technicien : .............c..cooiiiiiiinnnnne.



Université Cheikh Anta DIOP
CHNU Le Dantec
Laboratoire de Bactériologie et Virologie (LBV)/Unité d’immunologie

Fiche d’enquéte/témoins
Prénom(s) .....ooooiiiiiiii e, NOM. .ttt
DAt d@ NAISSANCE.... . e ettt ettt ettt et ettt et e ettt ettt et as
ATESSE - .ottt
NOTEIEPRONE ...ttt et
Etes- vous professionnellement exposé au Plomb dans votre travail?
OUI NON

Habitez-vous ou avez-vous fréquenté le quartier Ngagne Diaw de Thiaroye sur mer durant la

période allant de 2006 a 2009 ?

OUI NON

La raison pour laquelle nous sollicitons votre participation a cette étude est que deux échantillons
de 5 ml chacun de votre sang seront prélevés et acheminés au laboratoire et seront pris comme des
témoins par rapport aux cas dont on étudie comment leur organisme, en particulier, leur systeme

immunitaire réagit face au plomb ou au benzéne qui se trouve dans leur organisme.

Etes-vous prét a participer a I’étude ? OUI NON

MOt , je donne mon consentement éclairé et décide de participer a
I’étude portant sur : « : Evaluation du phénotype lymphocytaire chez des femmes du quartier de

Ngagne Diaw, Dakar (Sénégal) »

Signature



Université Cheikh Anta DIOP
CHNU Le Dantec
Laboratoire de Bactériologie et Virologie (LBV)/Unité d’immunologie

Fiche d’enquéte/Cas
Prénom(s) .....coooiiiiiiiii e, NOM. .t
DAt d@ NMAISSANCE..c. ettt ettt et et et ettt ettt sttt ettt as
ATESSE - .ottt
NOTEIEPRONE ...ttt e e,
Etes- vous au courant de I’intoxication au plomb qui avait lieu dans votre quartier?
OUI NON
Depuis quand habitez-vous le quartier Ngagne Diaw?
OUI NON

Habitiez-vous le quartier Ngagne Diaw de Thiaroye sur mer durant la période allant de 2006 a

2009 ? OUI NON

Ressentez-vous 1’un des signes cliniques suivants :

Douleurs articulaire Fausse couche ou déces poste natale

[Troubles mentaux | Céphalées

Avez-vous lu et compris la fiche d’information du volontaire?

OUI NON

MOt , je donne mon consentement éclairé et décide de participer a
I’étude portant sur : « : Evaluation du phénotype lymphocytaire chez des femmes du quartier de

Ngagne Diaw, Dakar (Sénégal).»
Signature


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



