INTRODUCTION

Le paludisme est une maladie parasitaire qui menace plus d’un milliard
d’individus a travers le monde. Annuellement, 300 a 500 millions de personnes
sont infectées et environ 700 000 déces sont enregistrés surtout chez les enfants
de moins de cinq ans en Afrique sub-saharienne. Parmi les cinq espéces de
Plasmodium parasites de ’homme, P. falciparum est la plus redoutable et la plus
répandue. Face a I’expansion de la résistance des parasites aux médicaments et
des vecteurs aux insecticides, I’orientation vers de nouveaux moyens de lutte
s’impose et la vaccination constitue une alternative pouvant étre combinée avec

les stratégies d’éradication actuellement utilisées.

La mise au point d’un vaccin efficace passe par une meilleure
connaissance de l’interaction hote-parasite. Plusieurs études antérieures ont
permis la démonstration de 1’'implication des anticorps dans la protection et
I’identification de nombreuses protéines parasitaires dont certains sont des
candidats vaccins. Actuellement, aucun candidat vaccin n’a donné de résultats
satisfaisants et pour une maitrise des causes d’échec en matiére de vaccinologie
antipalustre, la mise en place d’études comparatives entre les sujets prémunis et
les populations sensibles a la maladie s’averent plus que nécessaires. Ces
travaux reposent sur une évaluation de 1’antigénicité des protéines parasitaires
chez des individus vivant en zone de forte endémicité et chez les habitants des
villes trés souvent victimes du paludisme sévere. Ces investigations devront étre
menées sur les formes cliniques simples et séveres, dans 1’optique de mettre en

évidence des bio-marqueurs a usage diagnostique ou pronostique.

Conduite dans le contexte du paludisme urbain de recrutement hospitalier,
la présente étude apporte une contribution a ce type d’approche par une analyse
comparative des réponses anticorps dirigés contre des antigénes cibles des
globules rouges parasités par P. falciparum (GRp). Les analyses sont faites

suivant la gravité et 1’issue des acceés palustres. L’objectif principal est de



rechercher une éventuelle différence de réponse anticorps dirigée contre une

cible particuliére des GRp et pouvant €tre associée a la sévérité ou au déces.
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L.LHISTORIQUE DE L’INFECTION PALUSTRE

Le paludisme est I'une des maladies humaines les plus répandues au
monde. Elle touche particuliérement les populations des régions tropicales mais

ayant aussi sévi dans les zones a climat tempéré (1).

C’est I’'une des maladies les plus anciennement connues. Mentionnée dans
les premiers écrits de I’Egypte, de I’Inde et de la Chine, elle a été cliniquement

décrite par Hippocrate, 400 ans avant I’ére chrétienne (2).

L’ agent pathogene a été découvert par Alphonse Laveran en 1880 (3). En
1897, les anopheles sont reconnus comme étant les vecteurs et en 1922, cinq
especes plasmodiales infectant I’homme ont été décrites. Il faudra prés de 60 ans

pour comprendre entierement le cycle parasitaire et ses caractéristiques (4).

Concernant la chimiothérapie, le premier antipaludique véritablement
actif n’a été¢ découvert qu’au XVII siecle. Cependant bien que les hommes
souffrent du paludisme depuis si longtemps, il fallait attendre 1’année 1630 pour
voir apparaitre le premier traitement a base d’écorce de Quinquina découvert par
Don Francisco Lopez. Deux si¢cles plus tard, les pharmaciens Pelletier et
Caventou parviennent a isoler le principe actif: la quinine (4).

Deux antipaludiques de synthese largement utilisés: la chloroquine et
I’amodiaquine, font leur apparition en 1944. Malheureusement, des 1960,
certaines souches de P. falciparum résistantes a la chloroquine ont commence a
surgir en Asie et en Amérique du Sud. Ces chimiorésistances apparaissent
simultanément avec les résistances des anopheles au Dichloro-diphényl-
trichloroé¢thane (DDT) utilisée depuis 1948 (4).

Dans le domaine de la recherche vaccinale, plusieurs travaux ont été
réalisés et parmi les candidats vaccins ayant les plus suscités d’espoir le vaccin
Spf66 et le candidat vaccin RTS-S (5, 6). Deux séries de résultats de I’essai en

phase 3 du vaccin RTS-S chez les enfants sont publié¢es. Elles montrent une



efficacité estimée a 55% de diminution de I’ensemble des acces palustres en 12
mois de suivi et une efficacité de 47% contre les accés séveres, potentiellement

mortels (6, 7).

I1. EPIDEMIOLOGIE DE L’INFECTION PALUSTRE

II. 1 Le paludisme dans le monde

Le paludisme est une affection cosmopolite qui prédomine dans les
régions chaudes, mais la situation est constamment évolutive dans la plupart des
régions. La répartition géographique est liée aux conditions de survie de
I’anophele femelle vecteur (1).

En Europe et en Amérique du Nord, le paludisme a été éradiqué. En
Afrique, le paludisme sévit surtout dans la partie intertropicale. Il est rare en
Afrique du Nord ou on rencontre surtout les especes P. vivax et P. malariae. En
Afrique noire, on retrouve P. falciparum (95%), P. malariae (3%), et P. ovale
(2%). En Asie, la situation est identique a celle de 1’Afrique, avec une
prédominance de P. falciparum et la présence de P. vivax. Le paludisme est
aussi présent en Amérique latine, au Moyen-Orient (4).

En 2011, le rapport de I’OMS sur le paludisme souligne qu'une étape
importante vers 1’atteinte des objectifs internationaux en matiere de lutte contre
le paludisme. En effet, entre 2000 et 2010, une diminution de plus de 50% des
cas cliniques recensés a €té observée dans 43 des 99 pays dits endémiques.
Pendant cette méme période, 8 autres pays ont affiché des tendances a la baisse
entre 25 et 50% (8). Les estimations font état de 216 millions d’épisodes
palustres en 2010, dont 81% dans la région Afrique de I’OMS. Le nombre des
déces dus au paludisme est estimé a 655 000 pour I’année 2010 (dont 91% en
Afrique subsaharienne). A 1’échelle mondiale, 86% des déces imputables au

paludisme concernent essentiellement les enfants 4gés de moins de 5 ans (4)..



I1. 2 Les modalités épidémiologiques du paludisme

Les investigations épidémiologiques ont permis de connaitre les niveaux
de transmission et d’endémicité palustres dans les régions. Ces données sont
indispensables a I’élaboration de stratégies de lutte contre le paludisme et elles
permettent de qualifier la maladie d’épidémique, d’endémique ou méme de
sporadique.

Le paludisme est considéré comme ¢épidémique quand il y a une
augmentation brutale du nombre des cas considérés aussi bien du point de vue
de la morbidité que de la mortalité.

Selon I’OMS, le paludisme est dit endémique lorsqu’on constate une
fréquence appréciable des cas et la persistance de la transmission naturelle
pendant plusieurs années consécutives (9). En zone endémique, trois types
d’indices sont utilisés pour évaluer 1I’endémicité palustre:

- ’indice splénique c'est-a-dire le pourcentage de sujets présentant une
splénomégalie dans une population donnée; il est surtout recherché chez les
enfants de 2 a 9 ans dont I’hypertrophie de la rate refléte mieux les infestations
successives que chez les adultes;

- I’indice plasmodique représentant le pourcentage d’individus porteurs de
Plasmodium dont le sang périphérique; sa détermination nécessite la précision
du groupe d’age étudié;

Tableau I: Classification des régions endémiques suivant les indices spléniques et
plasmodiques établis chez les enfants de moins de 10 ans

Zones Indices spléniques (%) Indices plasmodiques (%)
Hypoendémique 0-10 <25
M¢ésoendémique 11-50 25-50
Hyperendémique 51-75 51-75
Holoendémique >75 >75




- ’indice gamétocytique qui est le pourcentage d’individus montrant des
formes parasitaires sexuées ou gamétocytes dans le sang périphérique.

Ces différents indices sont utilisés dans la classification des niveaux
d’endémicité palustre par des méthodes comme celle de Hackett recommandée

par I’OMS et reposant sur le volume de la rate (Tableau I).

I1. 3 Facies épidémiologiques du paludisme au Sénégal

Les observations récentes du PNLP ont montré que P. falciparum
représente prés 98% des especes plasmodiales retrouvées au Sénégal. Le
paludisme est endémique dans tout le pays et le niveau de transmission diminue
en passant du Nord au Sud (10).

Le facies épidémiologique dépend des conditions climatiques et du niveau
d’applications des politiques de lutte définies par le PNLP. Il existe deux facies
épidémiologiques au Sénégal:

- Un facies tropical au Sud ou 30 a 35% de I’ensemble de la pathologie
febrile 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 I’age de 10 ans.

- Un faciés sahélien au Centre et au Nord du pays. Dans cette zone, au fur
et a2 mesure que 1’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 (10).

La transmission palustre est essentiellement assurée par les anopheles du

complexe Anopheles gambiae sl (11).



I11. BIOLOGIE DU PARASITE

I1I. 1 Les agents pathogénes

Les agents étiologiques du paludisme sont des protozoaires appartenant au
phylum des Apicomplexa, a la classe des Sporozoae, a 1’ordre des
Haemosporidia et a la famille des Plasmodiidae. 1ls sont du genre Plasmodium

et cing espéces peuvent infecter I’homme, il s’agit de:

- P. falciparum décrite en 1887 par Welch, elle est I’espéce la plus fréquente en
Afrique sub-saharienne. Responsable de 80 a 90% des cas de paludisme, elle est
a ’origine des formes graves, voire mortelles en 1’absence de traitement.

- P. vivax, décrite en 1890 par Gassia est trés répandue dans le monde mais
moins que P. falciparum. C’est ’agent d’une fiévre tierce bénigne qui évolue
avec des rechutes a long terme en raison de I’existence de formes hypnozoites

qui restent quiescentes au niveau hépatique.

- P. malariae décrite en 1881 par Laveran, elle est moins fréquente que les deux

premicres especes. Elle est responsable de la fievre quarte et de troubles rénaux.

- P. ovale est tres proche de P. vivax avec laquelle elle a été longtemps
confondue. Elle a été décrite en 1922 par Stephens. Elle entraine une fievre
tierce bénigne évoluant a long terme. Elle est moins pathogéne que les autres

especes.

- P. knowlesi décrite en 1930 par Knowles et antérieurement connue chez le
macaque, elle a été récemment retrouvée chez ’homme en Malaisie. Elle fut
utilisée dans le traitement de la neuro-syphilis dans les années 1930.
Génétiquement, c’est une espece trés proche de P. vivax et microscopiquement
elle ressemble a P. malariae (3).

III. 2. Les vecteurs

Ce sont des arthropodes de la famille des Culicidae et du genre

Anopheles. lls présentent des métamorphoses complétes et passent au cours de



leur vie par quatre stades successifs: ceuf, larve, nymphe et adulte. Les trois
premiers stades sont aquatiques tandis que les adultes ménent une vie aérienne.
Sur les 400 especes d’anopheles recensées a travers le monde, seule une
soixante sont des vecteurs connus du paludisme et vingt sont a 1’origine de la
plupart des cas d’infections chez I’homme. Les espéces les plus fréquemment
rencontrées en Afrique sont: Anopheles arabiensis, A funestus, A gambiae (12).
Seule la femelle d’anophele est hématophage car les protéines du sang de
mammifeéres sont nécessaires au développement de ses ovaires. C’est a cette

occasion, qu’elle ingere puis transmet des pathogenes dont les plasmodiums.

I1I. 3 Le cycle biologique des Plasmodiums

Le cycle de développement des Plasmodium se dissocie en deux phases:
- une phase sexuée ou sporogonie, avec multiplication chez I’insecte vecteur
- une phase asexuée ou schizogonie exo-érythrocytaire puis intra-érythrocytaire
chez I’hote vertébre

Certaines caractéristiques du cycle biologique sont typiques de 1’espece
plasmodiale en cause. Nous avons défini ci-dessous, le cycle de P. falciparum

qui demeure la seule espece étudiée dans le cadre cette thése (Figure 1).

I11.3.1 Cycle chez ’anophéle femelle

Le moustique s’infeste en ingérant des gamétocytes males et femelles.
Parvenus dans le tube digestif de 1’insecte, chaque gamétocyte évolue soit en
macrogamete femelle soit en 8 microgaméetes males. La fécondation d’un
macrogamete femelle avec un microgamete male permet la formation d’un ceuf
appelé zygote ou ookinete. Il s’agit d’un ceuf mobile qui traverse la paroi du
tube digestif pour s’enkyster en oocyste sous la membrane basale de I’estomac.

A I’'intérieur de chaque oocyste, se différencient plusieurs sporozoites qui
pourront ensuite €tre libérés dans 1I’hémolymphe. Ces sporozoites gagnent
préférentiellement les glandes salivaires du moustique d’ou ils seront injectés

avec la salive lors d’une piqiire infectante.



Chez le moustique, le cycle se déroule en 10 a 40 jours, suivant la

température extérieure et les especes vectorielles en cause (Figure 1).

III. 3. 2 Cycle chez ’homme

Lors d’un repas sanguin chez I’homme, 1’anophe¢le femelle infecté inocule
avec sa salive des dizaines de sporozoites. Ces sporozoites introduits au niveau
cutané, gagnent le sang ou ils restent pendant une trentaine de minutes. Dans le
compartiment sanguin, beaucoup de sporozoites seront détruits par les
monocytes (13).

Certains pénétrent activement différents types cellulaires dans lesquels
leur développement sera sans issue. Seuls ceux ayant franchi la barriére des
cellules de Kiipffer du foie, et ayant pénétré dans les hépatocytes vont continuer
leur cycle.

La pénétration du parasite dans I’hépatocyte se ferait via une interaction
spécifique entre la protéine majeure de surface du sporozoite appelée Circum
Sporozoite Protéin (CSP) et un récepteur membranaire de I’hépatocyte exprimé
du c6té de ’espace en contact avec le sang circulant (14).

A Dintérieur de I’hépatocyte, s’effectue la premiere prolifération
intracellulaire du parasite. Cette multiplication donne des dizaines de
trophozoites hépatiques qui se transforment ensuite en schizontes intra-
hépatiques. Les schizontes renferment des mérozoites qui, lors de 1’éclatement
de 1'hépatocyte envahissent la circulation sanguine.

Cette phase de réplication intra-hépatique est asymptomatique et dure 8 a
15 jours.

A la différence des infections par P. vivax, et P. ovale, I’espece P.
falciparum se caractérise par une absence de formes de persistance au niveau
hépatique ou hypnozoites. Pour les deux premieres especes, leurs hypnozoites
peuvent rester a 1’état quiescent pendant plusieurs mois avant d’entrer en

schizogonie pré-€érythrocytaire et provoquer des rechutes (14).



Dans le sang, les mérozoites en provenance du foie pourront infecter des
globules rouges et cette invasion initie la phase sanguine du cycle.

Au cours de cette phase intra-érythrocytaire, les mérozoites se
transforment en trophozoites qui subissent une division multiple appelée
schizogonie. Il y a alors formation de schizontes intra-érythrocytaires renfermant
24 a 32 nouveaux mérozoites. Arrivé a maturité, le schizonte entraine une lyse
de I’hématie et libére dans le sang les mérozoites qui pourront entamer de
nouveaux cycles érythrocytaires. Ce cycle sanguin asexué dure environ 48
heures pour P falciparum.

Contrairement aux autres especes plasmodiales, les formes tardives de
développement de P. falciparum dans I’hématie infectée: trophozoites agés et
schizonte, sont le plus souvent séquestrées au niveau de certains capillaires
périphériques et dans certains organes comme la rate, le poumon et le cerveau
ou méme le placenta chez la femme enceinte. Ce phénoméne expliquerait la
forte prédominance des formes en anneau et des trophozoites jeunes dans la
circulation sanguine (15).

Apres plusieurs cycles intra-érythrocytaires asexués, certains mérozoites
subissent une maturation pendant 10 jours. Il s’agit d’une maturation
accompagnée d’une différenciation sexuée qui les transforme en gamétocytes
males et femelles ne pouvant continuer leur développement que chez 1’anophele
femelle.

C’est a I’occasion d’une nouvelle piqire chez I’homme infecté que, ces

gamétocytes males et femelles seront ingérés par 1’anophele (figure 1).
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Figure 1: Cycle de développement de P .falciparum {White, 2013 #9}

IV. LE GLOBULE ROUGE PARASITE

IV. 1 Ultra structure des stades intra-érythrocytaires.

Comme tout eucaryote, le Plasmodium possede plusieurs compartiments
intracellulaires: tout d’abord un noyau dont la membrane ne disparait pas
pendant la mitose (cryptogamie). P. falciparum possede un réticulum
endoplasmique rudimentaire mais la présence d’un véritable appareil de Golgi
est encore débattue (16). Outre la mitochondrie, le parasite possede un autre
endosymbionte: 1’apicoplaste qui contient I’ADN circulaire de 35kb reliquat du

génome de I’organisme intégré et trés proche de I’ADN chloroplastique.

11



L’apicoplaste est entouré d’une quadruple membrane lipidique. Le cytoplasme

parasitaire est délimité par la membrane plasmique.
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Figure 2 : Représentation schématique de I’érythrocyte parasité (16)

Apres D'invasion, le parasite reste dans sa vacuole parasitophore, qui
plonge ses ramifications, en réseau de tubules et vésicules, dans le cytoplasme
de 1’érythrocyte pour former le Réseau Tubo-Vésiculaire (ou TVN). Au point
d’initiation de 1’invasion pourrait subsister un point de contact entre le TVN et
la membrane plasmique de I’érythrocyte, ouvert sur le milieu extérieur et appelé

canal parasitophore ou le duct (Figure 2).

Il existe aussi un point de contact entre la membrane plasmique parasitaire
et la membrane de la vacuole parasitophore, qui s’invaginent, toutes deux, pour
former le cytostome, une sorte de vésicule d’endocytose du cytoplasme de
I’érythrocyte et qui est dirigé vers la vacuole digestive du parasite. C’est a ce

niveau que le contenu du cytoplasme érythrocytaire est dégradé (principalement
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I’hémoglobine) et I’héme polyméris€ en hémozoine ou pigment malarique

(Figure 2).

IV. 2 Antigénes du globule rouge parasité: cas de PFEMP1

Les antigénes parasitaires exprimés a la surface des érythrocytes infectés
sont essentiels a la survie et aux effets du parasite. Ils appartiennent surtout a des
familles de variants qui permettent au parasite d’échapper a la réponse immune
(17, 18). IlIs sont codés par la famille de multi géne de P. falciparum appelée le
gene var (19, 20).

PFEMP1

PF13 ---->

Cellules
endothéliales

Figure 3: Représentation schématique de I’antigene PAEMP1: implication dans la

cytoadhérence a I’endothélium et le rosetting (18).

Les produits de ce geéne appelés protéine-1 de P. falciparum de la

membrane d’érythrocyte (ou PFEMP-1), sont des polypeptides de 200 a 350 kD
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hautement variables (21) et pourvus de plusieurs sites de fixation qui catalysent
I’adhésion des érythrocytes parasités a I’endothélium vasculaire (22, 23).

Cette cytoadhérence des parasites dans les petits vaisseaux peériphériques
les protegerait de la destruction au niveau splénique (Figure 3) (18).

Une autre famille multi génique codant pour les antigénes parasitaires a la
surface des érythrocytes est la famille des genes rifin (24, 25). Ils auraient un
role accessoire dans la fixation des érythrocytes non infectés aux érythrocytes
infectés ou rosetting (17, 26, 27).

Plusieurs autres molécules de parasite codées dans les érythrocytes infectés
présentent un haut degré de diversité antigénique, reflétant 1’expression des
genes alléliques ou des génes alternatifs appartenant aux familles de multi génes

(17, 28).

V. PATHOLOGIE DE L’INFECTION PALUSTRE

Les signes cliniques du paludisme sont trés divers et vont du simple
portage asymptomatique aux manifestations graves telles que le coma, 1’anémie
sévere, I’insuffisance rénale aigué ou 1I’cedéme pulmonaire pouvant entrainer la
mort. Il existe toute une échelle de symptomes et les critéres permettant de
classer les acces en acces simple ou grave, semblent varier selon les praticiens.
En outre, cette symptomatologie palustre est dépendante de la virulence du
parasite, du niveau d’immunité acquis par le malade et de divers facteurs

génétiques.

V.1 L’acces palustre simple

Les symptomes de 1’acces simple a P. falciparum ne sont pas spécifiques
mais doivent étre parfaitement connus pour pouvoir évoquer le diagnostic chez
un patient. Il s’agit d’une fiévre inconstante, masquée par les antipyrétiques et
pouvant étre accompagnée de frissons et/ou algies comme les myalgies, les

douleurs abdominales avec ou sans diarrhée et vomissement.
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En I’absence de diagnostic précoce et surtout d’un traitgfient
antipaludique adéquat, 1’évolution peut étre observée avec ’apparition dé signes

dits de gravité (29).

V. 2 Les accés palustres graves

» Définition

Le paludisme grave pose de sérieux problémes de,définitien et donc de
diagnostic clinique lorsque la plupart des symptomi@s, qui lui 'sont attribués
s’additionnent a ceux d’autres pathologies notamment infectieuses. Il regroupe
en particulier les formes cliniques du paludisme dyant un risque d’évolution
fatale.

En pratique, il ne concerne que le paludisme,a P. falciparum mais ne se
limite pas au neuropaludisme ou acces perhicieux’ comme cela était considéré
jusqu’au début des années 1980 (30).dl est potenticllement mortel chez le sujet
non immun. Le déces, quand il survient; est secondaire a la défaillance aigué
d’une ou de plusieurs grandes fonctions (31) et ce parfois méme si la mise en
place d’un traitement étiologiquess’avere efficace (30).

La symptomatologie et la physiopathologie des acceés séveres restent encore
tres complexes et de nombreuses définitions ont été émises en vue d’une
meilleure prise en charge des malades. L’OMS a défini le paludisme grave
comme la présence de formes asexuées de P. falciparum dans le sang, associée a

un ou plusieurs critgres cliniques ou biologiques (Tableau I et IT) (30).
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Tableau II: Critéres cliniques de paludisme grave de I’OMS en 2000 (32)

Critéres cliniques

Précisions du texte de ’OMS

Prostration

Trouble de la conscience

Respiration acidosique

Convulsions répétées

Collapsus cardiovasculaire

(Edeme pulmonaire
Saignement anormal

Ictére

Hémoglobinurie

macroscopique

Extréme faiblesse

Adulte: score de Glasgow <9

Enfant: score de Blantyre < 3

Détresse respiratoire chez 1’enfant

Au moins 2 par 24heures

Pression artérielle systolique < 80 mmHg en présence de signes

périphériques d’insuffisance circulatoire

Définition radiologique
Définition clinique sans autre précision

Définition clinique ou bilirubine totale > 50 pmol/L

Urines rouges foncées ou noires, hémoglobinurie ou
myoglobinurie a la bandelette, absence d’hématurie

microscopique

Tableau 11 : Critéres biologiques de paludisme grave de ’OMS en 2000 (32)

Critéres biologiques

Précisions du texte de ’OMS

Anémie sévere

Hypoglycémie
Acidose
Hyperlactatémie

Hyperparasitémie

Insuffisance rénale

Enfant: hématocrite < 15% ou hémoglobine plasmatique < 5g/dL

Adulte: hématocrite< 20% ou hémoglobine plasmatique < 7 g/dL

Glycémie < 2,2 mmol/L (< 400 mg/dL)
Bicarbonates<15 mmol/L + acidémie avec pH < 7,35
Lactates plasmatiques > 5 mmol/L

Parasitémie 4% chez le non immun

Enfant: diurése < 12 mL/kg/24 h ou créatininémie > 265 umol/L (>
3,0 mg/dL) apres réhydratation
Adulte: Créatininémie > 265 pml/l avec diurese < 400 mL/24h apres

réhydratation




La séquestration des GRp par P falciparum au niveau des capillaires et
des veinules post-capillaires a été décrite et trois principaux mécanismes sont
actuellement identifiés: la cytoadhérence, le phénomeéne de «rosetting» et

I’autoagglutination (Figures 3 et 4).
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IL-6, M-CSF, TNF, - Baisse du flux sanguin
LT, NO...

q -hypoxie
¢ 4

J
J

Rupture de I’endothélium
vasculaire: hématomes, CIVD

Figure 4: Physiopathologie du paludisme grave

» Défaillance neurologique: le neuropaludisme

Encore appelé neuropaludisme ou paludisme cérébral, c’est la forme la
plus étudi¢e. Cliniquement, il peut s’agir d’une simple obnubilation et/ou
somnolence et/ou confusion; mais aussi de manifestations plus graves tels que le
coma, les convulsions chez les enfants. La profondeur du coma est appréciée par
score de Glasgow chez 1’adulte ou de Blantyre chez I’enfant (ANNEXE II).
Lorsque I’infection est contrélée et correctement traitée, la récupération
neurologique est souvent complete, notamment chez 1’adulte ou les séquelles

sont plus rares que chez I’enfant.
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» Acidose métabolique

Elle est trés fréquente dans le paludisme de réanimation avec le plus
souvent une acidose lactique associée a un choc. Plusieurs phénomenes ont été
retenus pour expliquer un tel état clinique glycolyse anaérobie, diminution du
transport en oxygene liée a I’anémie, dysfonctionnement mitochondriale (33)

L’acidose métabolique peut aussi €tre en partie liée a une insuffisance
rénale aigu€ avec anurie. Cette acidose a travers I’augmentation du taux de
lactate semble avoir une bonne valeur pronostique tant en zone d’endémie

palustre que lors du paludisme grave d’importation (34).

» Atteinte rénale
Elle est plus fréquemment retrouvée chez ’adulte (Figure 5). Il s’agit
d’une nécrose tubulaire aigu€ plurifactorielle pouvant résulter d’une

déshydratation ou d’une hémolyse (35).

Fréquence

A
.~ Anémie grave

Zone Neuropaludisme

holoendémique /_\

_~ Neuropaludisme
\ - Anémie grave

Zone hyperendémique
oumésoendémique | / /

L Neuropaludisme

—

Zone
hypoendémique
instable

"~ Défaillance rénale

“Anémie grave

1 2 345 10 20 40 60
Age (ans)

Figure 5: Variations des formes cliniques du paludisme grave suivant I’endémicité

palustre et I’Age des patients
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» Atteintes hématologiques

La thrombopénie est fréquente et souvent profonde dans le paludisme de
réanimation. Sa valeur pronostique est faible et les mécanismes
physiopathologiques restent imparfaitement connus (36).

L’anémie palustre séveére ou Severe Malaria Anemia (SMA) est la
deuxieme forme la plus étudiée apres le neuropaludisme (Figure 5). Elle est
rarement profonde chez I’adulte, avec un taux d’hémoglobinémie compris entre
8 a 9 g/dl a ’admission. Lors que ce taux est < 6 g/dl, il est recommandé de
rechercher une hémorragie non extériorisée telle qu’une rupture de rate ou une

fievre bileuse hémoglobinurique (37).

» Hyperparasitémie, ’hypoglycémie et ictére
La pertinence de I’ictére et de I’hyperparasitémie (>4%) au cours du
paludisme grave est mal connue et trés controversée.

Dans une étude antérieure, la médiane de la parasitémie a 1’admission
chez les patients décédés était de 18,2 % contre 3,5 % chez les survivants.
Concernant la bilirubine, la médiane chez les décédés était de 153 mol/L pour 53
mol/L chez les survivants (38). Selon I’OMS, une parasitémie plus de 4 % chez
I’adulte non immun, est considérée comme suffisante, méme isolément, pour
justifier une prise en charge de type forme grave (39). Dans une étude tres
récente concernant le paludisme grave d’importation de 1’adulte, la parasitémie a
I’admission en réanimation était un des trois facteurs indépendamment prédictif
de la mortalité avec un risque augmenté de 1,4 fois pour chaque accroissement
de 5% (40). Par ailleurs, en analyse par classes, le seuil le plus pertinent pour
prédire la mortalité était celui de 15 %. La relation entre parasitémie et gravité
est variable selon les populations et doit étre évaluée en tenant compte du
contexte. Ainsi lors d’études réalisées en Asie, le seuil retenu pour définir la
gravité ¢tait de 10% (41). Dans certaines régions d’Afrique ou 1’endémie

palustre est maximale et stable tout au long de I’année, les porteurs
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asymptomatiques sont fréquents et 1’hyperparasitémie est souvent définie au

seuil de 20% (39, 42).

» L’hypoglycémie

Elle est de mauvais pronostic et se définit par un taux sanguin de
glucose < 2,2 mmol/L (< 400mg/dL) (32). Elle doit étre systématiquement
recherchée en cas de troubles de la conscience ou de convulsions. Elle reléve de
plusieurs mécanismes comme une augmentation de la consommation de glucose
par le parasite et surtout par I'hdte, une inhibition de la néoglucogenése sous
l'effet du TNF-a et une baisse des réserves de glycogene (43). Chez l'enfant, elle
est souvent accompagnée d’une baisse des taux abaissés d’insuline (44-46).
Ainsi, I’hyperinsulinémie induit par la quinine, décrit surtout chez la femme
enceinte, aurait rarement une traduction clinique chez I’enfant, méme en

présence d’une malnutrition (47).

VI. IMMUNITE ANTI-PALUSTRE

VI. 1 Notion de prémunition

Les études épidémiologiques de Koch sur le paludisme a Java, a la fin du
19°™ siécle, furent les premiéres & montrer que c’était essentiellement les
enfants qui souffraient d’acces cliniques et qu’il apparaissait avec les années une
« activité » permettant de réduire et méme de bloquer I’invasion parasitaire. Ces
observations furent confirmées dans de nombreuses autres zones d’endémie,
concluant a une installation progressive chez ’homme d’un état de tolérance se
traduisant par des modifications de sa susceptibilité parasitologique et clinique,
en fonction de I’age (48). Cependant, cette immunité n’est pas stérile rendant
compte du fait que les individus acquicrent la capacit¢é de juguler la
multiplication des parasites (49). En 1924, Sergent propose le terme de «

prémunition » pour définir cet état particulier de résistance traduisant 1’existence
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d’une réponse immune protectrice, caractérisée par |’absence de signes
cliniques, en présence du parasite (50).

La caractéristique majeure de cette prémunition est qu’elle est lente a
s’établir et que son maintien nécessite la présence d’une infection latente.
L’absence d’infection pendant au moins six mois suffit pour la perdre (51). Elle
est spécifique de I’espéce et des souches parasitaires circulant dans la zone ou
elle a ét¢ acquise. Elle est aussi dépendante du niveau d’endémicité palustre et

ne peut étre définie que dans un contexte épidémiologique bien précis (52).

VI. 2 Immunité innée

Il s’agit de mécanismes cellulaires et humoraux non spécifiques du
parasite et ils sont partiellement connus. Des études récentes dans des systeémes
non parasitaires ont permis de démontrer qu’une famille de protéines codées par
la lignée germinale: les TLRs (Toll Like Receptors), serait importante pour la
défense innée de 1’hote (53). Ce sont des récepteurs appartenant au groupe des
PRR et présents surtout a la surface des cellules de I'immunité innée et
reconnaissant des ligands exprimés a la surface des pathogenes. Chez les
mammiferes, I’activation des macrophages par I’intermédiaire de ces TLRs
entraine 1’induction de geénes effecteurs qui contrdlent et initient les défenses
immunitaires innées contre un grand nombre de pathogeénes (13). Bien qu’il n’y
ait pas encore, a ce jour, de recherches considérables sur le réle des TLRs dans
les infections parasitaires, il est probable que ce systeme soit d’égale importance
dans la défense innée contre P falciparum avec le systeme classique initialement

décrit.

21



Figure 6: Role des cellules effectrices et des cytokines dans

Pimmunité anti-Plasmodium (54)

Toutefois, les neutrophiles, les[phagocyte}, les mononuclées et les cellules
« tueuses naturelles » ou NK, jouent un réle prépondérant dans les défenses
innées observées au cours des infections palustres. Les cellules NK augmentent
particuliecrement en nombre et sont capables de détruire in vitro les globules
rouges parasités par P. falciparum (55, 56). En outre, une étude antérieure a
montré que les cellules NK localisées au niveau hépatique sont capables de
détruire les hépatocytes parasités par des sporozoites (57)

Ces lymphocytes NK sont aussi de puissantes cellules productrices de
cytokines telles que I'I[FN-y (Figure 6). Ce qui leurs confére une activité
parasiticide importante. L’IFN-y augmente la potentialité des cellules NK et des

macrophages a détruire les globules parasités (58, 59).

VI. 3 Immunité acquise

Chez les populations vivant dans des régions ou le paludisme est
endémique, D’infection palustre induit de fortes réponses immunitaires
humorales avec une prédominance d’IgM et d’IgG (IgG; et IgG;). Bien qu’une

grande proportion de ces immunoglobulines ne soit pas spécifique au paludisme,
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reflétant une activation polyclonale de la lignée lymphocytaire B, plus de 5%
d’entre elles sont des Ac spécifiques pouvant réagir avec une grande variété
d’Ag parasitaires.

Le transfert passif des IgG de donneurs immuns a montré que les Ac
pouvaient conférer une protection contre le paludisme (55, 60). Ces Ac réduisent
la parasitétmie et les manifestations cliniques de la maladie. Ces ¢études
antérieures rapportaient aussi certains Ag importants induisant ces réponses

protectrices et surtout retrouvés chez différentes souches de P. falciparum (61).

VI. 3. 1 Les cellules B et les anticorps

L’infection palustre engendre la production par les lymphocytes B de
concentrations plasmatiques tres ¢élevées d’immunoglobulines (62). Il s’agit
d’immunoglobulines spécifiques et d’Ac polyclonaux. Bien que les Ac de
différents isotypes puissent avoir des fonctions protectrices, les IgG sont a cet
effet, les plus performantes. Chez les sujets prémunis, les Ac cytophiles 1gG; et
IgG; sont prédominants (63). En effet, les amplitudes des réponses en IgG; et
IgG; sont plus ¢€levées chez les sujets dont les anticorps sont aussi les plus
efficients dans la neutralisation des parasites in vitro (64). Des taux
significativement €levés d’1gGs dans certaines populations sont parfois associés
a des épisodes cliniques (65, 66). Toutefois, les concentrations ¢levées d’IgG,
seraient aussi associées a une diminution du risque d’infection par P.
falciparum. Cela a été observé chez certains individus dont les monocytes
portent un variant allélique du récepteur RFcIIA des IgG. Ce récepteur a la
capacité de fixer 1’'IgG, une sous classe d’immunoglobuline normalement non
cytophylique (67).

Les Ac peuvent protéger du paludisme par plusieurs de mécanismes. En
effet, ils peuvent inhiber 1’invasion des érythrocytes par les mérozoites ou
bloquer la croissance intra-érythrocytaire du parasite (68). Une augmentation de

I’¢limination des érythrocytes parasités de la circulation est aussi médiée par les
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Ac se fixant a la surface de ces hématies. Par cette action, les immunoglobulines
préviennent ainsi la séquestration des GRp dans les petits vaisseaux et favorisent
leur €limination au niveau de la rate (69, 70). L opsonisation des GRp augmente
significativement leur phagocytose, la cytotoxicité et leur inhibition par diverses
cellules effectrices telles que les neutrophiles et les monocytes/macrophages (63,
71). L’interaction entre les érythrocytes opsonisés et les cellules effectrices
induit la libération de facteurs, comme le TNF-a toxique pour les parasites mais

pouvant aussi causer des Iésions tissulaires (72).

VI. 3.2 Les cellules T

Parmi les sous populations des lymphocytes T, les cellules T CD4" sont
essentielles a la protection immune contre les stades asexués sanguins du
parasite. Leurs fonctions régulatrices et leurs actions effectrices ont été établies,
aussi bien dans le paludisme expérimental que dans celui de I’homme (Figure
6). Pour le paludisme expérimental, la preuve d’une protection a la suite d’un
transfert adoptif de cellules T et de 1’augmentation de la susceptibilité a
’infection de souris ayant subi une déplétion en cellules T CD4", ont été
rapportées (73) (74).

Ces cellules répondent aux antigénes de P. falciparum in vitro en
proliférant et/ou en produisant des cytokines telles I’IFN-y ou I’'IL-4 (73, 75).

Néanmoins, la stimulation in vitro des cellules T CD4" de sujets exposés
peut aboutir a la production d’IL-4 en concordance avec les concentrations
sériques d’Ac spécifiques dirigés contre les antigénes utilisés pour la stimulation
lymphocytaire (76, 77). En outre, une augmentation de la production d’IFN-y et
une prolifération cellulaire ont été notées avec des cellules de sujets guéris d’un
acces palustre (78).

Pour les cellules T CDS, elles jouent un role important dans I’immunité
contre les stades pré-érythrocytaires (79) et contribuent a la protection contre le

paludisme sévere (75, 80). Leur implication est moins claire ; il a été¢ rapporté
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que ces cellules interviennent par une cytotoxicité via les molécules HLA de
classe I (75). Les hématies n’exprimant pas de molécules du CMH, la lyse des
érythrocytes parasités par les cellules T CD8" cytotoxiques, n’aurait pas un role

dans la défense contre ses stades sanguins du parasite (54).

VII. HYPOTHESE ET STRATEGIE D’APPROCHE DU TRAVAIL

Le paradoxe du paludisme est qu’il reste un fléau sanitaire planétaire alors
qu’il est I’'une des pathologies infectieuses les plus simples a la fois a prévenir, a
diagnostiquer et a traiter en phase non compliquée bien qu’il n’existe pas encore
de vaccin. Malgré un arsenal thérapeutique efficace, il est difficile de réduire en
dessous de 15 a 20% la Iétalit¢ moyenne des acces graves et leur prise en charge
reste encore difficile en milieu hospitalier. Ces acces sévéres résulteraient d’une
cascade complexe d’événements incluant probablement un défaut quantitatif
et/ou qualitatif des réponses en Ac protecteurs surtout dirigées contre les stades
sanguins du parasite.

Dans le cadre d’une approche analytique du paludisme hospitalier, nous
avons choisi de travailler sur stade de globule rouge parasit¢ (GRp) notamment
certaines cibles d’intérét de P falciparum, retrouvées a sa surface. L implication
des GRp dans I’immuno-pathogenese des acces cliniques séveres a P falciparum
a été largement rapportée dans la littérature particulierement par les phénomenes
de cytoadhérence et de rosetting. Ces derniers mécanismes seraient reliés aux
protubérances ou knobs présents a la surface des GRp et renfermant plusieurs
antigénes dont certains ¢étudiés dans le cadre de ce travail. Notre étude a pour
objectif de fournir des données sur les déterminants immunologiques anti-GRp
impliqués dans la pathogenese des manifestations graves du paludisme. Une des
questions de base est : dans le cadre du paludisme de réanimation confirmé est
ce que la 1étalité peut étre rapprochée d’une réponse en IgG déficiente contre les

protéines R23, GST-5, RESA, PfEB200 ou PF13 des GRp par P falciparum.
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Cette analyse est basée sur I’hypothése que le recrutement de malades
hospitalisés, malgré son hétérogénéité individuelle, est bien cadré et que tous les
individus ont les mémes chances de se rétablir du fait d’un suivi médico-clinique
dans un service de réanimation de haute qualité. Une issue fatale peut-étre
considérée comme liée au malade et donc a son état immuno-parasitologique a

I’entrée car tout a ét€ mis en ceuvre pour permettre un rétablissement du patient.
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I. SITE ET CADRE D’ETUDE

I. 1. Site d’étude: Dakar et sa banlieue
I. 1.1- Caracteéres géo-climatiques

La région de Dakar s’étend sur une superficie de 550 km?, soit 0,28% du
territoire national. 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.

Son climat est caractérisé par une longue saison séche qui s’étale entre

Octobre - Juin et une saison pluvieuse de Juillet a Septembre. La température
moyenne y varie entre 20 et 30°C. La végétation naturelle a pratiquement
disparu et la ville n'abrite ni cours d'eau ni collections d'eau naturelles
permanentes en dehors de quelques bassins de rétention de I’eau des pluies. Ces

points d’eau constituent des gites larvaires potentiels pour les anopheles (81).

I. 1.2- Endémicité palustre

La transmission du paludisme débute en Aot et se prolonge jusqu’en
Décembre, surtout du fait de I’existence de collections d’eau permanentes. Le
niveau de transmission reste cependant treés faible, au maximum une piqlre
infestante par personne et par an en bordure immédiate des marais (82). La
population vectorielle est constituée d’anopheles du complexe 4. gambiae s.1. et
surtout de I’espeéce A. arabiensis qui y sévit toute 1’année (83). Les Culicinés
sont aussi rencontrés, comme dans d’autres centres urbains avec une large
prédominance de C. quinquefasciatus (82).

La zone est considérée comme hypoendémique. L’indice plasmodique
varie entre 2 et 7%, selon les saisons et les quartiers (84) et le paludisme serait
responsable d’environ 12,4% de 1’ensemble de la pathologie fébrile (85). La
résistance aux antipaludiques, notamment a la chloroquine est aussi notée et a
¢té 1’objet de plusieurs études; dont certaines ont rapporté¢ plus de 40% de

résistance (84).
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.2 Cadre d’étude: Service de réanimation de I'HPD - [’Unité
d’Immunogénétique IPD

Les patients étudiés dans ce travail ont été recrutés au niveau de 1’hopital
Principal de Dakar : le service de Réanimation pour les cas de paludisme sévere
et les services de médecine pour les acces non compliqués.

Le paludisme grave constitue une bonne partie des hospitalisations
annuelles du service de réanimation. C’est sur la base d’une large expérience de
prise en charge retrouvée dans ce service et reconnue comme référence par
toutes les autres structures hospitaliéres de la sous-région, que nous avons choisi
de collaborer avec les réanimateurs de I’HPD dans le cadre de ce travail. Ce
choix est également nécessaire devant la complexité physiopathologique, la
variabilité clinique et surtout les multiples facteurs confondants des formes
palustres aggravées ; toute étude y ayant trait doit définir de facon claire et
reproductible les cas cliniques a recruter (variabilit¢ des données cliniques en
fonctions des cliniciens) ainsi que le protocole de surveillance clinico-
biologique et thérapeutique. Les services de soins intensifs de I’ HPD répondent

parfaitement a ces criteres.

II. MATERIELS ET METHODES

I1.1 Matériels de laboratoire

- Hotte & flux laminaire vertical....................................(Flufrance®, France)
- Plaques Maxisorp” .......couuveeuneeieee e (Nunc® Danemark)
- Plaques Immulon®™.................cccooeiii.. (Dynatech, Roskilde® Danemark)

- Pipettes: 20, 200, 1000ul............... (Gilson Medical Electronics S.A., France)
- Pipettes Falcon Sml, 10ml ........................... (Becton Dickinson S.A, USA)
- Pipettes multicanaux de 12 a volume ajustable......... (Costar® Cambribge, USA)
-Bacde dilution............oooiiii (Mega®™)
S AUIOCIAVE ...t (Lequeur”™)
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- Balance de précision ...........c.ooiiiiiiiiiiiii e (Navigator®™)

- SpectrophotOMELIe ... ..ot (Biorad®)
- CentrfUZEUSE ...t e (Jouan® GR412)
SBUVES A 37%C et (Napco® 6001)
- MiCIroSCOPE OPLIQUE. .. .vvtee et et et e et eeree e e (Leica® DMBL)
- Congeélateur 2 -20°C ... e (Goldstar *)
- Réfrigérateur a4°C ..., (White-Westinghouse™)
- Tubesavec EDTA ...l (Becton Dickinson S.A, Vacutainer)
- Tubes d’échantillonnage 1,8ml ..................coooiiiinn.n. (Nunc® Danemark)

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

I1. 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

HyO distill€e...cooveeeeneeeeeeeeeeeeee e, 1000 ml
PBS pastille.......ccoovieiiiieiiieiieeeee e 10 pastilles
Tween 20 (Merck™). ..., 1 ml

- Tampon de saturation et de dilution des sérums et conjugués: PBS BSA 1%

Tween 1% de pour un litre

HyO diStill€e....oooveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 100 ml

PBS pastille.......ccooiieeiiiiiiieiieceieeeeeee e 1 pastille
BSA (SiZMA®).....oeeeeeeeeeeee e lg

TWEEN 20...uiiieiiiieiieee e 100 ml

- Réactif de révélation:

TMB (3,3°5,5” Tetraméthylbenzidine + H0)) ... (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;:
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Pour un volume final de 580 ml:
Acide ortho-phosphorique HyPO, (Sigma®)..........cocovevvvivevereierreenan, 20 ml
HoO QISHLEE. ..ot e s 560 ml

- Anticorps conjugués:

Anti-human IgG peroxydase conjugate (Cappel®, USA)
Anti-human IgM peroxydase conjugate (Cappel®, USA)

I1. 3 Sérums témoins
Ce sont des sérums préalablement testés contre les antigénes étudiés ou
les extraits totaux de P falciparum.

- Sérums controles négatifs sont au nombre de deux:

e Le témoin NA ou « Naif Africain » élabor¢ a partir de sérums d’individus
vivant a Dakar et n’ayant pas une expérience récente ou ancienne d’acces
palustres, connue.

e Le controle 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 ¢galement de deux types:

e Le témoin SHI ou Sérum Hyper-immun: constitués de plasma prélevés au
cours d’enquétes immuno-épidémiologiques transversales, entreprises 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 piqlres infectantes par personne et par an
respectivement Ndiop et Dielmo. Les individus prélevés ont développé une
prémunition (86).

e [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 1gG dirigées contre P falciparum.
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I1. 4 Sérums étudiés (population d’étude)

Les prélevements étudiés ont été réalisés sur quatre années. La collecte a
lieu entre le mois d’Aott et le mois de Décembre en 2003, en 2004 et en
2005. Entre Novembre 2012 et Janvier 2013, de nouveaux échantillons ont été

collectés.

Sur I’ensemble des patients colligés, seuls 251 patients ont été
sélectionnés pour 1’étude. Il s’agit de 110 individus consultant pour un acces
palustre simple et de 141 patients hospitalisés pour un accés palustre grave.
Dans ce dernier groupe, on enregistre 38 patients avec paludisme sévére et
ayant une issue fatale. La sélection des patients étudiés a reposé sur les
antécédents, I’historique de la maladie et surtout les éventuelles pathologies
infectieuses associées au paludisme et susceptibles d’interférer sur les dosages

effectués.

Pour chaque patient une prise de sang a été faite sur un tube contenant de
I’EDTA et la confection d’une goutte épaisse ou d’un frottis sanguin mince un
TDR au moment du recrutement a permis la recherche de parasite ou d’Ag et
I’appréciation de la densité parasitaire. Le sang a été ensuite séparé en deux
parties dont I'une a servi a I’é¢tude des données hématologiques (NFS par
automate). La deuxieme fraction centrifugée a 2000 tours/mn pendant 10 mn, a
permis d’isolement du plasma et son stockage a -20°C. Ces plasmas ont été

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

I1. 5- Les antigénes étudiés

Cinq antigénes recombinants ont été étudiés. Ils sont associés a la surface
du globule rouge parasité: R23, GST-5, Pf/EB200, RESA et PF13. Les trois
premicres protéines ont €té exprimées a partir du vecteur E. coli et fusionnées a

la glutathion-S-transférase ou GST de Schistosoma pour leur purification.
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L’analyse des réponses Ac contre ces trois Ag requiert donc un controle des

réponses Ac individuelles contre la GST.

- II.5.1 La protéine R23

C’est un Ag recombinant constitué de 11 répétitions de 6 acides aminés. Il
est codé par des séquences nucléotidiques situées au niveau du chromosome 3
de P. falciparum. 11 correspond a une partie d’un geéne R45 constitué de
répétitions (Figure 7). Ce geéne R45 code au stade de trophozoite pour une

protéine de 160 kDa dont la partie centrale est formée de 90 répétitions des six

acides aminés (HKSDS N/S/H) constituant les séquences de I’Ag R23 (87).

Trans.

90 x 6 AArépétés

7
Séquence signal Cadépendante

R23 Calmoduline Ser/Thr/Kinase

Figure 7 : Représentation schématique du géne R45

La protéine R23 est retrouvée au niveau de la membrane des GRp. C’est
un candidat vaccin qui induit une protection chez le modéle primate: Saimiri,
seul ou en association avec d’autres Ag (88). En effet, elle constitue une cible
des mécanismes de clairance parasitaire par I’induction d’Ac capables de médier
une phagocytose in vitro (89). Selon certains auteurs, cette protéine R23
interagit avec des Ac humains pour inhiber la croissance parasitaire par le
mécanisme de ’ADCI (63).

Nous avons utilisé une protéine R23 préparée par génie génétique avec le
vecteur d’expression pGEXA. Sa purification est faite par chromatographie

d’affinité en fusion avec la GST de Schistosoma.
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II. 5. 2 La protéine GST-5 ou PAEMP3/Clone 5

Il constitue le produit d’un clone isolé d’une banque d’expressions
génomiques de la souche Palo Alto FUP/SP. C’est la partie C terminale de
PfEMP3 localisé au niveau des “knobs”. L’antigéne GST-5 est constitué¢ de 24
répétitions de 13 acides aminés et 2 répétitions del5 acides aminés; ces motifs
répétitifs sont tres riches en asparagine (90).

I1 est aussi la cible d’Ac dirigés contre un variant parasitaire ou variant
“R”, majoritaire qui émerge a la suite d’une pression immune in vivo, par les Ac
dirigés contre la souche d’origine (“O”) (91).

II. 5. 3 La protéine PEB200

Cette molécule recombinante est formée d’une séquence de 135 acides
aminés de I’antigéne Pf332. Le geéne de Pf332 a ¢té localisé dans les régions
téelomériques et sub-t¢lomériques du chromosome 11 de P. falciparum. 11 code
pour une protéine de 2,5 mégadaltons qui se trouve dans le cytoplasme des GRp
lors de la phase tardive du développement parasitaire. Cette protéine sera ensuite
transportée au niveau de la membrane dans des structures vésiculaires.
PfEB200 est formé de nombreuses répétitions “dégénérées” dont la séquence
consensus est de type : XXXEEXXEEXX ou X est généralement un acide aminé
hydrophobique (92).

Le PfEB200 est la cible d’Ac capables d’inhiber la ré-invasion parasitaire
et d’interférer avec la cytoadhérence des parasites. Il a ét¢ montré protecteur
chez le modele Saimiri et semble aussi intervenir dans les tests de phagocytose

immune in vitro (93).

I1. 5. 4 La protéine RESA

La protéine RESA encore connue sous le nom de Pf155, est une protéine
de 155 kDa codée par un géne du chromosome 1 parasitaire (94). Il renferme
deux blocs de séquences répétitives. Entre ces régions répétées; il existe un

segment de 70 résidus d’amino-acides. L’Ag RESA est synthétis¢ par les
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parasites matures, au sein desquels il est stocké dans des granules denses (95). A
la suite de l'invasion, Il est libéré dans le cytosol de la cellule hote, ou il est
phosphorylé (96) et reste associ¢ a la membrane de la cellule nouvellement
envahie .C’est un Ag détectable dans les érythrocytes infectés jusqu'a environ 18
a 24 heures apres l'invasion (97).
I1. 5. 5 L’antigéne PF13

Encore appelé¢ PF13-0003 ou PF13-DBLl1al, il s’agit d’un antigéne
nouvellement identifi¢ a la surface des GRp. Il est localis¢ dans le segment
DBLI1al de I’Ag P/EMP1 qui serait fortement impliquée dans le phénoméne
physiopathologique du rosetting. Nous avons utilis€¢ 1’antigéne recombinant

PF13 produit avec le vecteur d’expression E. coli et purifié¢ par SDS-PAGE (98).

I1. 6 Méthodes

II. 6. 1 Technique ELISA

Le dosage des immunoglobulines dirigées contre les différents antigénes
¢tudiés est fait par la technique ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
(Figure 8).
» Principe

C’est une technique de dosage immunoenzymatique qui repose sur
I’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 chromogene en produit coloré dont
I’intensité, mesurée en densité¢ optique (DO), est proportionnelle a la quantité

d’anticorps fixés.

» Mode opératoire
¢ La méthode ELISA comporte différentes étapes et pour chacune d’elles

certaines conditions doivent étre respectées:

34



¢ Sensibilisation des puits de plaque avec ’antigéne (Coating)
Les plaques sont sensibilisées avec 100ul par puits d’antigénes préalablement
dilués dans du tampon de dilution. Ces plaques sont ensuite incubées a 4°C
pendant une nuit. La dilution effectuée est variable selon 1’antigeéne 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 130 pl de la solution de blocage dans tous les puits;

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

Ac du patient

Figure 8: Principales étapes du dosage d’anticorps par ELISA

¢ Addition des premiers anticorps

- Laver 3 fois les plaques avec le tampon de lavage et sécher;
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- 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;
- Distribuer 100 pl des sérums et plasmas dilués dans les puits conformément au
schéma de plaque;
- Incuber pendant 1heure 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 ul du conjugué anti-IgG humaine de chévre diluée
a 1/5000 dans le tampon de dilution;
Incuber pendant lheure 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 orto phosphorique
H2S04 1M dans chaque puits.

¢ Lecture et expression des résultats
Mesurer les densités optiques (DO) des puits a 1’aide d’un spectrophotometre a
450 nm en utilisant le logiciel LECTEUR ELISA.
Calculer des ratios de DO a I’aide de feuilles Excel: matrice de calcul

I1. 6. 2 Analyses statistiques
Les tests non paramétriques de Mann Whitney, de Wilcoxon et de

Spearman ont été utilis€s pour la comparaison statistique des séries de résultats.
Ils ont été calculés avec le logiciel STATVIEW 5.1 et une différence est

considérée comme significative pour une probabilité p < 0,05.
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III. RESULTATS

III. 1 Caractéristiques de la population d’étude
I11. 1. 1 Données générales de la population d’étude
Sur un total de 285 patients initialement recrutés seuls 251 ont été
sélectionnés pour la présente étude. L’exclusion de 34 patients a été motivée par
la présence des pathologies infectieuses associées au paludisme et pouvant

interférer sur nos dosages effectués, ou le constat d’une grossesse.

Tableau II1: Données générales de la population d’étude

Acces séveres
Caractéristiques Acces simples
Survivants Décédés Global
Effectifs (N) 103 38 141 110
Sexe M/F 68/35 20/18 88/53 60/50
Age moyen (ans) 33,5(11-80) 292(1-77) | 30,4(8—-80) | 28,7(1-77)
Délai d’admission ou 4(1-12) 6(2-21) 5(1-21) 3(2-10)
consultation (j)
Traitement antérieur (%) 71,5 57,9 67,8 493

Le tableau III résume les données générales de la population d’étude.
Notre cohorte est composée de 110 personnes souffrant d’un acces palustre
simple et de 141 patients hospitalisés pour un paludisme sévére parmi lesquels
38 patients sont décédés. Le sex-ratio est en faveur des hommes dans les
différents groupes. Un dge moyen de 28 a 34 ans est observé dans les groupes
d’acces. Pour délai d’admission, il s’agit du nombre de jour entre la premicre

apparition des signes cliniques et la date d’hospitalisation ou de consultation. Ce
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délai s’avere court dans les acces simples (3 jours); alors que dans le paludisme
de réanimation, on note une moyenne de 5 jours. Toutefois, il est plus long chez
les patients décédés d’un acces sévere (6 jours). S’agissant du traitement
antipaludique recu par les patients avant leur recrutement, nous avons noté des
taux plus faible dans le paludisme simple (49,3%). Pour le paludisme de
réanimation on observe globalement un taux de (67,8%).
III. 1. 2 Caractéristiques clinico-biologiques de la population d’étude

Les caractéristiques clinico-biologiques de la population d’étude sont
résumées au niveau du Tableau IV. L’analyse des données montre des
variations statistiquement significatives pour la parasitémie et la glycémie. En
effet, les patients hospitalisés pour paludisme grave ont des taux plus élevés
pour ces deux parameétres. En outre toujours dans une comparaison de ces
caractéristiques clinico-biologiques suivant la gravité, les taux de plaquettes et
de I’hématocrite sanguins sont plus forts chez les patients consultant pour un

acces palustre simple (P <0,05).

Tableau IV Caractéristiques clinico biologiques de la population d’étude

Caractéristiques Acees séveres Accés simples
Survivants P* Décédés Global P*

Effectif (N) 103 38 141 110
Densité parasitaire (%) 2,5(0,01 - 16) <0,02 4,2(0,01-11) 2,9 (0,01 - 16) <0,002 1,8 (0,01 - 6)
Plaquettes (G/nl) 138,0 (11,0 —980,0) ns 107,8 (3,1 - 467,0) 139,9 (3,1 -980,0) <0,01 199 (25- 512)
Hémoglobine (g/dl) 10,8 (2,1 -36,6) <0,01 9,5(5,7-13,4) 10,4 (2,1-36,6) ns 11,3 (4,1- 16,3)
Hématies (10% pl) 3,9 (0,65 - 6,54) ns 44(22-74) 4,1(0,650- 7,4) ns 4,6 (2,3-7,6)
Leucocytes (10% pl) 9,8(3,0-32,9) <0,01 15,4 (2,4 - 87,0) 11,3(2,4 - 87,0) ns 10,3 (4,5-31,0)
Hématocrite (%) 31,9 (10,5-46,1) ns 28,5 (16,9-40,0) 31,1(10,5 - 46,1) <0,01 | 35,964(23.,9 - 49,0)
Glycémie a jeun (g/l) 1,35 (0,36 - 3,26) ns 1,08 (0,15 - 3,79) 1,28 (0,10- 3,79) <0,01 1,03 (0,45 - 2,50)
pH sanguin 7,4 (7,01-7,5) <0,01 7,3(6,7-7,5) 7,35 (6,7-7,54)
Bicarbonate 22,16 (4,8-92,2) <0,01 16,56 (3,3-29,6) 20,6 (3,3-92,2)
Bilirubine totale (mg/L) 36,44 (2,0-145,0) <0,01 55,03 (5,0-240,0) 41,28 (2,0-241,0)
Score de Glasgow 11,12 (6 — 15) <0,01 9,371 (4,00 -15,0) | 10,659 (4,000-15,0) -

P* = Test de comparaison de Mann Withney, ns = non significative.
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Dans le paludisme séveére, une comparaison statistique des données
suivant 1’issue des patients a permis de retrouver des variations significatives
entre le groupe des patients décédés et celui des survivants. 11 s’agit des taux de
leucocytes sanguins, de la densité parasitaire et des bicarbonates qui sont plus
¢levés chez les patients guéris tandis que le taux sanguin d’hémoglobine, le pH
sanguin et le score de Glasgow (utilisé pour une appréciation de la profondeur
du coma) sont plus faibles chez les malades n’ayant pas survécu aux acces

séveres a P falciparum (Tableau 1V).

I11. 2- Evolution des réponses 1gG contre les antigenes étudiés
I11. 2. 1- Variations des réponses IgG suivant la gravité des acces palustres
II1. 2. 1. 1 Comparaison des prévalences de répondeurs suivant la gravité

palustre

Les répondeurs étant considérés comme les individus ayant des ratios de
DO > 2, nous avons déterminé leurs prévalences dans chaque groupe de patients.

Les résultats sont résumés au niveau du Tableau V.

Tableau V: Prévalences de répondeurs dans les différents groupes de patients

o AcCCes severes Acces
R Survivants JE7 Décédés | Global P* simples
1gG anti-R23 13% ns 11% 13% ns 20%
19G antiPfEB200 73% <0,05 52% 68% ns 69%
19gG anti-GST5 62% <0,05 44% 58% <0,05 50%
1gG anti-RESA 21% ns 22% 21% ns 24%
1gG anti-PF13 59% <0,05 45% 55% <0,05 64%
1gG anti-GST 13% <0,05 3% 7% ns 3%

P* = Test de comparaison de Mann Withney, ns = non significative.
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Globalement, 1’analyse montre des pourcentages de répondeurs en IgG
supérieurs a 50% pour P/EB200, GST-5 et PF13. L’antigéne PF13 est bien
reconnu et cette reconnaissance avoisine parfois les taux de 50 a 60%,
enregistrés avec la protéine P/EB200.

En comparant les prévalences suivant la gravité des acces palustres
(paludisme simple versus paludisme séveres), seules les proportions des
réponses IgG a ratio de DO > 2 et dirigées contre PF13 ou ’Ag GSTS5 sont
discriminantes entre les acces non aggravés et les cas de paludismes séveres. En
effet, il y a significativement plus de répondeurs contre la protéine PF13 chez les
patients atteints d’acces simple que chez ceux hospitalisés pour un paludisme
compliqué (P=0,036). Un résultat contraire est observé pour les réponses en IgG
anti-GST-5 (P= 0,040).

Pour les deux autres Ag des GRp étudiés (RESA et R23), nous avons
retrouvé des prévalences inférieures a 30% (Tableau V).

Les réponses Ac dirigées contre la GST, un Ag non parasitaire couplé au
peptide P/EB200, R23 ou GST5 au moment de sa purification, sont tres faibles
en termes de prévalences de répondeurs (< 15%) et d’intensités des réponses.
Cependant, c’est un antigéne plus reconnu par les décédés méme si ses
pourcentages de répondeurs ne dépassent pas les 13%. Ces faibles réponses
obtenues contre la GST isolée et ayant été retranchées dans celles du complexe
GST5/GST ou PfEB200/GST consolident les résultats obtenus avec des

antigénes couplés a la GST.

I11. 2. 1. 2 Comparaison des taux d’anticorps suivant la gravite
Les niveaux de réponses en IgG dirigées contre les différents antigenes du
GRp testés sont exprimés en ratio de DO et illustrés au niveau de la Figure 9,

suivant la gravité de I’acces palustre.

Les amplitudes de réponses en IgG anti-GRp sont significativement plus

faibles dans le paludisme sévere que dans les acces palustres non aggravés.
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Concernant les taux d’IgG anti-R23, anti-GST-5, anti-P/EB200 et anti-
RESA aucune variation importante n’est observée entre les deux types d’acces
palustres. Seule la comparaison des réponses en IgG dirigées contre le candidat
vaccin PF13 a permis de déceler une baisse significative des niveaux de
réponses chez les patients ayant des acces simples comparés au groupe des

malades avec acces séveres (P < 0,01).

Figure 9 : Comparaison suivant la gravité des acces palustres des niveaux réponses en
IgG anti-antigénes de globules rouges parasités
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I11. 2. 2 Evolution des réponses 1gG suivant I’issue dans le paludisme
de réanimation

Concernant les variations des prévalences de répondeurs contre les Ag
¢tudiés suivant 1’issue du paludisme de réanimation, le tableau V
précédemment décrit, résume les résultats obtenus. Pour les trois Ag: PfEB200,
GST-5 et PF13, les prévalences de répondeurs sont particulierement plus faibles
dans le groupe des patients décédés du paludisme de réanimation (P < 0,05).
Pour toutes les autres réponses Ac de type IgG aucune variation statistiquement

significative n’a été notée quel que soit I’Ag considéré (Tableau V).

Figure 10 : Comparaison des niveaux réponses IgG anti-antigenes de globules parasites
suivant I’issue dans le paludisme grave.
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Les histogrammes de la figure 10 représentent une comparaison des
amplitudes de réponses en IgG dirigées contre les protéines de la surface des
globules rouges parasités étudiées dans les cas de paludisme de réanimation

avec une sé€paration en patients décédés et en patients survivants.

De maniere globale, la figure permet de constater une hausse non
négligeable des taux d’IgG dirigées contre les Ag de GRp chez les patients
survivants comparés au groupe des malades a issue fatale. Pour certains Ag, on
note I’absence de variation significative des réponses en IgG suivant 1’issue de
I’accés grave.

Les amplitudes de réponse IgG anti-antigénes de globules rouges parasités
sont plus ¢élevés chez les patients ayant survécu au paludisme de réanimation

avec des p-values respectives de 0,005, 0,013 et 0,028.

IIl. 2. 3 Variation des IgG suivant les caractéristiques hémato
parasitologiques des patients

I11. 2.3.1 Comparaison suivant les densités parasitaires dans les deux

types d’acces palustres

Sur la base du seuil parasitémique de 4% considéré par ’OMS comme
¢tant la limite au dela de laquelle on parle de gravité de I’infection par P
falciparum (Tableau 1l), nous avons réparti notre population d’étude
particulierement les cas de paludisme sévere, en deux groupes: (i) des patients
ayant une parasitémie inférieure a 4% et (i1) des patients avec une parasitémie >

4%.
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Figure 11: Variations des taux d’anticorps suivant la parasitémie dans le paludisme

sévere: (a) groupe des patients survivant et (b) groupe des patients décedes

La comparaison des réponses en IgG dirigées contre les antigénes étudiés
est illustrée par les figures 10 a (pour les survivants) et b (pour les patients
décédes).

Le résultat discriminant concerne I’antigéne RESA qui, chez les patients
survivant, est plus reconnu par ceux a faibles parasitémie mais avec une
variation non significative du point de vue statistique (Figure 11). Pour ce
méme antigene, les malades décédés fortement parasités (parasitémie > 4%)
montrent les réponses en IgG les plus €levées (P = 0,021).

Dans les acces palustres non aggravés, la distribution des patients en deux
groupes selon le seuil de 4% de parasitémie n’a pas permis de détecter une

variation importante des taux d’Ac.
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1. 2. 3. 2 Comparaison suivant les taux d’Hb dans le paludisme de
réanimation

Afin de rechercher les liaisons entre les réponses IgG et les défaillances
hématologiques telles que I’anémie, nous avons déterminé dans chaque groupe
d’acces palustres, deux nouveaux sous-groupes de patients suivant le taux
d’hémoglobine séparés au seuil de 11g/dl.

La séparation de notre population d’étude selon le taux d’hémoglobine a
permis la comparaison des réponses IgG dirigées contre les antigénes étudiés,
dans les acces graves comme chez les patients atteints de paludisme simple

(Figures 12 a et b).

10
° @ (b)
75 75
P=0033
+—>
5 5
25 2,5
0 0
I9G IgG 19G I9G IgG 19G 19G oG I9G 196
anti-R23  anti-GST-5 anti-PEB200 anti-RESA  anti-PF13 anti-R23  anti-GST-5 anti-AEB200 anti-RESA  anti-PF13
Patients avec hémoglobinémie <11g/dL Patients avec hémoglobinémie >11g/dL

Figure 12: Variations des taux d’anticorps suivant le taux d’hémoglobine: (a) groupe des
patients avec paludisme grave et (b) groupe des patients avec paludisme simple

- Dans le groupe des patients hospitalisés pour un acces palustre grave, les
amplitudes de réponses en IgG ne sont pas différentes suivant les taux

d’hémoglobine inférieurs ou supérieurs a 11g/dL, ceci pour tous les antigenes
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testés (Figure 12a). Aussi, dans ce méme groupe de patients avec un paludisme
de réanimation, une analyse plus poussée tenant compte du taux d’hémoglobine
et comparant les réponses Ac entre les survivants et les décédés, n’a pas montré
de différence caractéristique des taux d’IgG suivant I’issue des malades.

- Chez les patients atteints de paludisme non compliqué, la réponse en IgG
anti-RESA apparait discriminante entre les deux sous-groupes de définis suivant
I’hémoglobinémie. Les variations observées avec les autres antigenes étudiés ne

sont pas significatives du point de vue statistique (Figure 12b).

I11. 3 Interrelations entre les réponses anticorps dans les deux types d’acces

Certains des Ag testés provenant de la méme protéine mere ou de
protéines trés proches a la surface des GRp, nous avons jugé opportun
d’explorer les éventuelles relations entre les réponses Ac dirigées contre eux,
dans les acces simples (Tableau VI) comme dans le paludisme grave (Tableau
VII). Pour effectuer ce type d’analyse, nous avons recherché les corrélats entre
les réponses IgG et évalué ’influence de la réponse propre a chaque protéine
dans les amplitudes d’IgG contre une autre protéine étudiée.

Dans le paludisme simple ou grave de recrutement hospitalier, nous avons
remarqué 1’existence d’une tres forte corrélation positive entre les amplitudes
des réponses IgG anti-PfEB200 et celle dirigée 1’antigéne R23. Les deux
antigenes montrent des coefficients de corrélation supérieurs a 90%.

Dans le paludisme non aggravé, les réponses IgG anti-RESA sont
corrélées a celles dirigées contre R23, P/EB200 et GST-5 (Rho = 40%). Les
réponses en IgG anti-GST-5 sont aussi faiblement corrélées a celles des IgG
anti-P/EB200 (Rho < 0,5) chez les acces graves.

Dans le paludisme simple, les réponses en IgG anti-PF13 donnent des
tendances de corrélations positives avec les réponses Ac dirigées contre tous les
antigénes testés (R23, GST-5 et P/EB200) a I’ exception des IgG anti RESA

(Tableau VI). Par contre dans le paludisme de réanimation, seules les réponses
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IgG anti-RESA apparaissent corrélées faiblement a celle dirigées contre

I’antigene PF13 (Tableau VII).

Tableau VI: Interrelations entre les réponses en 1gG contre les antigénes testés dans le
paludisme simple

R23 GST-5 PfEB200 RESA
Rho = 0,94
GST-5 P=0,125
Rho = 0,99 Rho = 0,29
PEB200 | b noor  P=0127
Rho =040 Rho =0,42 Rho = 0,40
RESA P=0009 P<000I P=0010
Pfl3 Rho =042 Rho=0,37 Rho=041 Rho=2016
i P=0019 P=00I13 P=0021 P=0234

Tableau VII: Interrelations entre les réponses en IgG contre les antigénes testés dans le
paludisme sévére

R23 GST-5 PfEB200 RESA
Rho = 0,44
GST-5 P < 0,001
Rho = 0,94 Rho =0,37
PEB200 | b 001 P <0001
Rho =042 Rho=0,41 Rho =039
RESA P<0,00] P<000] P<000I
i Rho =0,15 Rho=10,02 Rho=0,14 Rho=024
i P=099] P=0039 P=0542 P=0,012
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I\VV- DISCUSSION

Ce travail, basé¢ sur I’analyse des réponses Ac contre des Ag parasitaires
associés a la membrane des 1’hématies infectées a savoir GST-5, R23, RESA,
PfEB200 et PF13, a permis la recherche de marqueurs immunologiques de
gravité¢ dans le paludisme de recrutement hospitalier, en zone urbaine. Il s’agit
d’une étude réalisée chez des patients hospitalisés pour un acces palustre sévere
confirmé ou consultant pour un paludisme simple. Notre objectif principal a été
de rechercher une éventuelle variation des réponses Ac pouvant souligner
I’intérét pronostique de 1’une ou des cibles choisies. La connaissance de telles
cibles constituerait une avancée dans la maitrise des mécanismes
physiopathologiques.

Apres les contraintes méthodologiques et les caractéristiques clinico-
biologiques des patients, nous discuterons des apports de 1’é¢tude dans la
compréhension de I’immunité antipalustre en milieu hospitalier notamment des
données relatives a I’évaluation des réponses IgG dirigées contre des Ag
parasitaires des GRp d’une part et d’autre part des avantages du choix des Ag du
GRp cibles d’Ac potentiellement protecteurs contre la gravité et 1’issue des
acces.

» Meéthodologie
Sur le plan méthodologique, il convient de souligner le choix des criteres
cliniques et biologiques de définition des cas de paludisme sévere a P
falciparum utilisés par I’OMS (99) et améliorés par Saissy et al . (100). En
effet, devant la complexité clinique et physiopathologique du paludisme
particuliecrement des acces graves, toute étude permettant 1’identification de
facteurs de sévérité ou la recherche de marqueurs pronostiques, doit
obligatoirement reposer sur une définition claire des cas cliniques. Telle que
rapporté par Basse (101), le choix de cette base de recrutement des patients en
milieu hospitalier est renforcé par le fait qu’elle soit aisément applicable par les

réanimateurs. Notre étude a nécessit¢ une collaboration quotidienne entre
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cliniciens, biologistes et chercheurs pour parvenir au recrutement d’une
population d’étude rigoureusement ciblée et représentative. Les données
cliniques et les résultats des divers tests de diagnostic prescrits par les
médecins traitant ont été recueillis sur formulaire (ANNEXE 1). La
confirmation de I’infection par P a repos¢ sur la recherche du
parasite par frottis ou goutte épaisse ou d’antigenes plasmodiaux au niveau
sanguin par un test de diagnostic rapide.

Cette stratégie d’approche a ¢été facilité par I’accessibilité géographique
de I’HPD ainsi que par ’existence depuis 1991, d’une collaboration entre
I’Unit¢  d’Immunogénétique de DI'IPD et divers services de 1I’'HPD
particulierement ceux des Départements de la Réanimation et la Fédération des
Laboratoires.

S’agissant de la technique ELISA ayant servi au dosage des Ac, sa
reproductibilité est confirmée par le fait que nos résultats soient comparables a
I’ensemble des données antérieurement obtenues avec les mémes antigenes et
contrdles positifs ou négatifs. Ces comparaisons sont facilitées par I’expression
en ratio de DO par rapport a un sérum négatif connu. Cette procédure reposant
sur les données précédemment rapportées par notre Unité (102-104), constitue
un outil analytique pour pouvoir mener des comparaisons entre différentes séries
de mesures et entre les divers groupes.

Aussi avec cette approche, nous avons pu valider 1'utilisation des Ag
GST-5, R23 et P/EB200 sur la base de ratio de DO retranché des bruits de fond
reliés a la protéine GST: Ag de Schistosoma utilis€ au moment de Ia

purification.

» Caracteres clinico-biologiques
Concernant les caractéristiques clinico-biologiques des patients étudiés,
nous avons retrouvé des variations significatives de la parasitémie suivant la

gravité. En effet, les densités parasitaires observées sont plus élevées dans le
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paludisme sévere. Il s’agit d’un constat rarement rapport¢ dans les études
antérieures en raison de 1’hypothése de séquestration parasitaire dans des
organes comme le cerveau en cas de neuropaludisme (105). Ce résultat pourrait
étre li¢ au seuil de 4% de parasitémie, choisi par ’OMS pour définir les cas
séveres (32, 100). Les thrombopénies sont plus fréquentes dans le paludisme
grave; ils constituent un marqueur biologique de sévérité de I’infection a P
falciparum trés largement rapporté (106) en raison surtout du role joué par les
plaquettes dans la pathogénéese du paludisme. La thrombopénie est probablement
liée a l'activation des plaquettes via I’interaction entre le P/EMP1 parasitaire et
la molécule CD36 de la surface plaquettaire. Les plaquettes activées peuvent

former des micro-agrégats avec GRp et obstruer les vaisseaux sanguins (20).

Le taux d’hémoglobine et de bicarbonates sanguins, le pH et les
concentrations sériques de bilirubine totale sont plus faibles dans les acces
graves mortels et apparaissent a nouveau comme des marqueurs a valeur
pronostique (107-109). L’hyperleucocytose décrite chez les patients décédés
constitue 1’un des résultats non moins importants de notre étude et des
observations similaires ont été¢ récemment publiées dans une étude thailandaise
qui ne rapporte pas de variations des taux d’hémoglobine et de plaquettes
suivant I’issue du paludisme de réanimation (110). Les mécanismes immuno-
pathologiques sur lesquels reposent ces variations biologiques ne sont pas
directement imputables au parasite notamment a sa forte présence au niveau du
sang. Ainsi, nous avons retrouvé des parasitémies plus faibles chez les patients
ayant survécu aux acces graves, mais aucune corrélation n’a été mise en
¢vidence entre ces densités parasitaires et le taux d’un quelconque parameétre
biologique. Ce dernier résultat est contraire a celui des travaux de Moulin et al.
ayant rapporté une association entre les taux plaquettes et les parasitémies dans
le paludisme compliqué de I’enfant (111). La variabilité de la symptomatologie

palustre suivant I’endémicité, I’'influence de 1’age des patients sur 1’évolution de
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la maladie, les similitudes entre le paludisme et certaines maladies infectieuses
ou non infectieuses, la possibilité d’une association avec d’autres pathologies
pouvant étre bénignes ou malignes demeurent un ensemble de facteurs pouvant
expliquer la discordance entre nos résultats provenant surtout de patients adultes
et ceux de Moulin et al.
» Les caracteéristiques des réponses immunes anti-GRp

Elles sont relatives aux apports de cette étude pour mieux cerner les
déterminants de la réponse immunitaire dans le cadre du paludisme sévere afin
de dégager une cible du GRp importante pour la protection.

Le role des hématies infectées dans les mécanismes physiopathologiques
du paludisme a été trés largement démontré dans des études antérieures (70, 112,
113). Ces travaux justifient entre autres que le GRp soit une cible critique dans
les mécanismes de protection contre ’infection a P. falciparum. Dans une étude
réalisée en Gambie, Marsh et al. ont démontré que les Ac dirigés contre les Ag
de surface des GRp étaient associés a la protection (113). Cette découverte est
consolidée par I’utilisation de la réactivité des Ac contre les GRp dans les tests
de fonctionnalité¢ des immunoglobulines anti-P. falciparum (114).

Les facteurs exacts du point de vue fonctionnel restent a ¢€lucider et les
candidats vaccins associés la surface érythrocytaire sont multiples et variés (6).
Nous avons étudié¢ divers antigénes connus comme ¢tant: (i) des candidats
vaccins trés avancés comme la protéine RESA (6) ou (ii) des molécules
parasitaires impliquées dans la pathogénie des infections palustres
expérimentales ou humaines et contre lesquels des Ac protecteurs ont été
rapportés tels que GST-5, R23 et P/EB200 (102) ou (iii) un nouveau antigéne
appelé PF13 appartenant a la famille P/EMP1 et présent au niveau des knobs
(98).

Nos résultats ont montré de faibles prévalences des réponses IgG contre

les antigenes R23 et RESA (< 50%). Pour la protéine R23, les données sont
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similaires a celles antérieurement décrites en milieu urbain par Mbengue et al.
(104).

Pour P/EB200, GST5 et PF13, les prévalences de répondeurs sont élevées
avec des variations significatives suivant la gravité de 1’infection palustre pour
seulement les deux derniers antigénes. Concernant la protéine PF13, nos
résultats orientent vers les travaux antérieurs de Carlson et al. (112) et de
Treutiger et al (70) ayant rapporté pour les Ac anti-rosettes des prévalences de
88% dans le paludisme non compliqué de 1’enfant contre 22% seulement dans
les acces séveres. La protéine P/EMP1 étant impliquée dans les phénomenes de
rosetting via son fragment DBLal (PF13) il a été démontré que les anticorps
anti-DBLal seraient inhibiteurs du phénomene de rosetting (anticorps anti-
rosetting) (112, 115). Notre étude déceéle une variation des niveaux d’Ac anti-
PF13 dans le paludisme hospitalier de 1’adulte suivant la gravité¢ d’une part et
d’autre part suivant 1’issue des acces séveres. L’absence de corrélation entre
I’age et les réponses en IgG anti-PF13 facilite la comparaison de nos données a
celles des études de Mackintosh et al. ayant recherché des Ac anti-rosettes chez
des enfants kenya (116).

Suivant les densités parasitaires scindées au seuil de 4%, nous avons retrouve
des réponses en IgG anti-PF13 significativement plus faibles chez les patients
décédés fortement parasités, un tel fait reposerait sur le lien entre la biomasse
des GRp séquestrés au niveau cérébrale et I’issue fatale (117).

La protéine RESA, faiblement reconnue par rapport a I’Ag PF13 induit une
réponse Ac plus importante chez les patients survivants ayant des parasitémies
inférieures a 4%. Dans des ¢études de stimulation in vitro utilisant
I’Pf155/RESA, Troye-Blomberg et al. ont démontré que cette protéine induisait
une production d’IL-4 associée a une synthése d’1gG qui réduisent fortement les
parasitémies circulantes (78). La différence des niveaux d’IgG anti-RESA
suivant la parasitémie chez les patients décédés du paludisme de réanimation

pourrait étre liée a cette hyperproduction de cytokines (118).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Ce travail a été réalis¢ avec une population d’étude comprenant des
patients atteints de paludisme «simple» ou de paludisme grave. Nous avons
¢tudié les niveaux de réponses Ac dirigées contre des antigénes exprimés a la
surface des GRp par P. falciparum. 11 s’agit d’antigénes candidat vaccin comme
RESA, ou d’antigénes impliqués dans les mécanismes physiopathologiques du
paludisme GST-5, R23 et P/EB200 et d’un nouvel antigene appelé PF13 et les
résultats obtenus ont été analysés suivant la gravité des acces, I’issue du
paludisme sévére, les taux d’hémoglobine et les densités parasitaires, dans

I’optique de rechercher des marqueurs de sévérité ou du pronostic des malades.

Les Ag des GRp par P. falciparum comme PF13 sont des cibles fortement
reconnues dans le cas du paludisme de réanimation avec des variations suivant la

gravité.

Dans les cas mortels, nous avons pu mettre en €vidence les déficits de
réponses IgG contre PF13 un antigene appartenant a la famille P/EMP1
largement décrit comme étant a 1’origine des phénomenes physiopathologiques

de cytoadhérence et de rosetting.

Toutefois, I’évaluation de la fonctionnalité des Ac anti-rosettes par 1’étude
de la capacité des sérums a induire une phagocytose ou une reconnaissance des

GRp pourraient compléter ce type de travail.

Ces travaux devront étre poursuivis en parallele avec les investigations
portant sur la génétique du parasite et de I’hote et seront menés aussi bien chez
les cas graves (selon 1’issue) que chez les patients atteints d’acces palustre
simple en vue d’une meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans la

survenue des manifestations graves du paludisme.
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