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INTRODUCTION






Introduction

La schistosomiase est une maladie parasitaire chronique causée par des trématodes
Schistosoma. C’est un probléme majeur de santé publique sévissant dans plusieurs
globe notamment en Afrique. On estime environ a 207 millions le nombre
infectées par les schistosomes qui sont répartis en six espéces pathogenes pour
est contractée par I’exposition a de 1'eau douce contenant des cercaires qui se développent en

vers adultes apres avoir pénétré la peau humaine intacte. Ces vers vivent vaisseaux

sanguins ou la femelle pond ses ceufs. w
®
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tte contre la maladie,

La lutte contre la schistosomiase repose sur le traitement indi
groupes de population a risque par du praziquantel. Dans les
plusieurs facteurs tels que la prédisposition génétique, le 1 taire de 1’hote ou encore

les facteurs environnementaux ont été associés a la susc
noglobulines G4 (IgG4) seraient
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I. GENERALITES SUR LA SCHISTOSOMIASE

1. Rappel sur la schistosomiase

1.1. Rappel sur les helminthes
Dérivant du grec signifiant« ver» le terme « helminthe » est utilisé pour regrouper des parasites
écologiquement similaires (3). Des cas d’helminthiases datant des temps les plus anciens de
notre histoire ont é&té documentés. En effet, des ceufs d’helminthes intestinaux ont été retrouvés
dans les matieres fécales d’hommes momifi¢s datant de plusieurs milliers d'années (4;5) et de
nombreuses manifestations cliniques de I’infection datant des temps anciens ont été retrouvées

dans les écrits d’Hippocrate («Egyptian medical papyrusy) et dans la Bible (4).

Il existe une grande diversité d’hotes vertébrés des helminthes qui sont regroupés a des dizaines
voire des centaines de taxons différents. Leur cycle peut étre direct par la transmission d'un hote
a l'autre, faisant intervenir différents stades de développement a travers différentes espéces
hotes. Les helminthes adultes ont une grande taille comparée aux autres agents pathogeénes
microbiens, taille variant de quelques centaines de microns a quelques dizaines de meétres de
long. Une croissance exponentielle comme celle observée avec les bactéries ou les virus est trés
limitée chez eux du fait du temps relativement court de leur maturation (une conséquence de
leur taille) et a la nécessité pour I’hdte de compléter leur cycle de développement (6). Bien que
beaucoup de microorganismes représentent une menace pour I’hdte avec une réponse pro-
inflammatoire parfois sévere, les helminthes semblent étre capables d’atténuer la réponse

immunitaire par une forte composante régulatrice (7).

Il existe deux principaux phyla d’helminthes:
v Les nématodes (aussi appelés vers ronds) qui englobent la plus grande partie des
parasites intestinaux et les filaires qui sont a 1’origine de la filariose lymphatique et

I'onchocercose (8).

v" Les plathelminthes (ou vers plats) qui incluent les douves tels que les schistosomes

(trématodes) et les cestodes tels que le teenia du porc qui est a I'origine de la cysticercose

(8).



Aujourd'hui, on estime qu’environ un tiers des trois milliards de personnes vivant avec
moins de deux dollars US par jour dans les régions en développement de I'Afrique sub-
saharienne, d'Asie et des Amériques est infecté par un ou plusieurs types helminthes (9).
Les plus fréquentes helminthiases sont 1’ascaridiase, la trichocéphalose et
I’ankylostomiase, suivies par la schistosomiase et la filariose lymphatique.

es helminthiases sont considérées comme des maladies tropicales négligées qui

recoivent moins de 1% des fonds alloués a la recherche mondiale (10).,

1.2. Caractéristiques de différentes espéces de schistosomes
Les schistosomiases ou bilharzioses sont des affections parasitaires aigues et chroniques dues
a des trématodes, vers plats, a sexes séparés, hématophages, vivant au stade adulte dans le
systéme circulatoire des mammiféres et évoluant au stade larvaire chez un mollusque d’eau
douce. Les personnes sont infectées lors d'activités agricoles, domestiques, professionnelles et
récréatives qui les exposent a de 1'eau infestée. Le manque d'hygiéne et certaines habitudes de
jeu des enfants d'age scolaire tels que la baignade ou la péche dans I'eau infestée les rendent

particuliérement vulnérables a l'infection.

On répertorie environ 207 millions de cas de bilharzioses dans le monde et six espéces de
schistosomes pathogénes pour I’homme sévissent a 1’état endémique dans trois continents

(11). Parmi celles-ci on distingue :

1.2.1 Schistosoma japonicum

Elle est strictement asiatique. Elle sévit en Chine, a Taiwan, aux Philippines, aux
Célebes (Sulawesi). Ce ver détermine une anthropozoonose qui affecte ’homme et de tres
nombreux animaux sauvages et domestiques. Les hotes intermédiaires sont des Oncomélanies
(12) .Chez I’homme elle demeure I’espéce la plus pathogeéne et détermine la redoutable
bilharziose artério-veineuse. Les vivent essentiellement dans les plexus veineux
mésentériques supérieurs mais des couples erratiques peuvent loger ailleurs, notamment dans
les arteres pulmonaires. La ponte est particuliecrement abondante (2. 000 a 3. 000 ceufs par jour)

(13). La longévité de Schistosoma japonicum ne dépasse pas 5 ans.

1.2.2 Schistosoma mansoni
C’est I’agent de la bilharziose intestinale et parfois hépatosplénique. Les schistosomes adultes

vivent dans les plexus veineux mésentériques inférieurs. La ponte des ceufs a surtout lieu dans
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la paroi intestinale et les ceufs a éperon latéral s’embolisent souvent dans le foie ou la rate

(12).

La longévité de S. mansoni est de plus de 10 ans (34 ans chez un malade). L’homme est le
principal réservoir du parasite mais pas le seul ; une trentaine d’especes animales (rongeurs)
ont été retrouvées spontanément infestées. Les hotes intermédiaires de S. mansoni sont des

planorbes appartenant a divers genres et especes (12).

1.2.3. Schistosoma haematobium
Schistosoma haematobium est ’agent de la bilharziose uro-génitale. Chez I’homme, les vers
adultes manifestent un tropisme ¢électif pour les plexus veineux péri-vésicaux et péri-rectaux.
La femelle pond ses ceufs a éperon terminal, en paquet, dans les parois rectales et vésicales ;
certains ceufs sont éliminés essentiellement par les urines mais beaucoup restent dans les tissus
avoisinants (granulomes) ou ils sont parfois embolisés a distance. La longévité¢ de S.
haematobium est de plus de 10 ans et ’homme est le seul réservoir du parasite. Les hotes

intermédiaires sont des mollusques appartenant le plus souvent aux genres Bulinus et Physopsis

(12;14).

1.4. Epidémiologie de la schistosomiase
Au cours des 60 derniere années, des centaines de millions de cas d’infections parasitaires ont
été rapportés a travers le monde (15;16) avec une grande part d’helminthiases souvent associées
a des morbidités séveres (17). L’OMS estime a 207 millions le nombre de personnes infectées
par les schistosomes a travers le monde (18) dont la plupart se trouvent en Afrique, en Amérique
du Sud et Sud Est de 1’Asie (19). Et selon certaines prévisions, 800 millions de personnes
seraient a risque de contracter ces maladies (15), particulierement en Afrique Sub-saharienne

ou elles sont souvent associées a d’importants signes de morbidité (10;19).



Figure 1 : Distribution de la schistosomiase a travers le monde (20) : L ’Afrique reste le
continent le plus touché avec des prévalences trés fortes pouvant dépasser 50% dans certaines
régions de [’Est et de ’Ouest. On rencontre cependant dans le continent Africain certains
foyers (au nord et au sud) qui présentent de faibles prévalences ; la transmission est controlée

dans de rares cas.

La répartition géographique des bilharzioses est tres étendue. En Afrique, on estime a cent
million le nombre de personnes atteintes par la bilharziose a S. haematobium. Les principales
zones d’endémie sont la vallée du Nil, I'Afrique intertropicale, notamment I'Afrique de 1'Ouest
et du Sud. Elle sévit également au Maghreb en petits foyers, a Madagascar et aux Iles Maurice.

Au Yémen, au Moyen-Orient et en Inde subsistent des foyers limités (21).

La bilharziose a S. mansoni atteint environ 60 millions d'individus. En Afrique, elle se rencontre
en Egypte, en Afrique de I'Est, du Sud et de I'Ouest. Elle est également retrouvée en Amérique

latine.

S. japonicum sévit en Chine, a Taiwan, au Japon, en Corée, aux Philippines tandis que S.
mekongi est retrouvé dans des petits foyers le long du fleuve Mekong. S. intercalatum quant a

lui est uniquement retrouvée en Afrique principalement en Afrique centrale (22).



Au Sénégal les premicres enquétes sur la bilharziose remontent en 1952 (23). Les régions les
plus touchées par cette affection étaient celles de 1I’Est, du Sud-Est et de la vallée du fleuve
Sénégal ou la bilharziose urinaire était endémique. D’autres foyers de la bilharziose urinaire
existent au niveau des oasis de la Mauritanie et des barrages au Sénégal (24). Selon les données
disponibles, les premiers cas de la Bilharziose intestinale a S. mansoni remontent a I’année 1994
avec I’installation du barrage de Diama, entrainant la focalisation de la parasitose dans le delta
du fleuve Sénégal sous forme d’endémie (25). Parmi les facteurs potentiels d’extension des
bilharzioses en Mauritanie et au Sénégal, on note la construction du barrage de Diama ainsi que
la multiplication des projets d’aménagement hydro-agricoles sur la rive droite du fleuve

Sénégal.

Une étude menée au nord du Sénégal pour mieux comprendre 1’épidémiologie des infections
aux schistosomes dans cette région a montré des prévalences de 61% et 50%, pour S. mansoni
et S. haematobium respectivement, et plus de 50% d’infection mixte (co-infection par les deux
especes) (26). De plus la co-infection était associée a une plus forte intensité de I’infection. Que
ce soit I’infection mixte ou par une seule des espéces de schistosome, la prévalence était plus
¢levée chez les enfants avec un pic a I’adolescence qui déclinait ensuite avec 1’age ; cette
diminution de la prévalence avec 1’dge était plus marquée pour la schistosomiase a S.
haematobium que S. mansoni (26). Cette évolution de la prévalence et de I’intensité de
I’infection avec 1’dge mérite une considération particuliére car pourrait avoir un impact non

négligeable sur les mécanismes de protection de la schistosomiase en zone co-endémique.

Dans les pays en voie de développement, il y a souvent une co-endémicité¢ entre les
helminthiases le paludisme (9;27;28) ou VIH/SIDA (9;29) avec comme conséquences une
synergie des morbidités (27) et l'augmentation de la transmission par d’autres
maladies(9;27;28). Toutefois, les outils actuellement disponibles pour le controle des infections
parasitaires sont limitées avec peu de molécules (Albendazole, Oxamniquine, le Praziquantel
et D’Ivermectine) sont développés pour traiter les helminthiases (30). Avec le
Diéthylcarbamazine et le Mébendazole, ces médicaments représentent pres de I'ensemble de la
pharmacopée de la lutte contre ces infections qui sont les plus courantes dans le monde. Ce
manque de médicaments anthelminthiques par rapport a d’autres infections refléte la modeste
motivation des marchés commerciaux pour le développement de traitement contre les

helminthes. Et en dépit de cet état de fait, les récentes avancées moléculaires et immunologiques



ont permis de montrer que les helminthes sont une source riche de molécules
immunorégulatrices dont une meilleure connaissance de leurs mécanismes d’action pourraient

étre d’un apport considérable de le domaine de la biomédecine (31).

1.5. Physiopathologie de la schistosomiase
La plupart des infections par les helminthes entrainent une inflammation chronique avec comme
conséquence chez ’homme des signes pathologiques qui peuvent apparaitre de maniére précoce
ou tardive (32-34). Pour la plupart des parasites a tropisme tissulaires, les dommages causés au
niveau des organes atteints peuvent persister au-dela de 1’age adulte longtemps méme apres
I’¢limination du parasite. Les obstructions urinaires causées par la bilharziose urinaire sont des
conséquences fréquentes de I’infection; et les affections hépatospléniques et gastro-intestinales

au décours de la bilharziose intestinale conduisent souvent a un issu fatal (35-37).

La pathologie induite au cours de la schistosomiase est principalement due a un granulome
réactionnel développé en réponse a I’accumulation des ceufs de parasite (35;38;39); et la
sévérité de la maladie est associée a 1’intensité et a la durée de I’infection. Le ver adulte réside
en effet au niveau de la veine portale. Quelques-uns de ceufs sont libérés a travers les selles
tandis que d’autres restant au niveau de 1’organise sont entrainés par le flux sanguin vers les
capillaires pré-sinusoides ou ils entrent dans la formation du granulome. Les ceufs sont alors
détruits par le granulome qui va séquestrer les antigénes pathogéniques avec comme

conséquence une fibrose tissulaire (38).

La plupart des signes pathologiques se développent en effet au niveau des sites ou
I’accumulation des ceufs est importante tels que le foie dans le cas de Schistosoma mansoni et
au niveau du tractus urinaire avec le Schistosome haematobium (35). Cependant, il existe des
localisations atypiques telles que la peau, les poumons, le cerveau, les muscles squelettiques...

(36).

Pour des raisons non encore ¢lucidées, les enfants tendent a avoir une plus grande charge de
parasites intestinaux par rapport aux adultes, avec comme conséquence un retard de la
croissance, une diminution des conditions physiques et un retard cognitif (40;41). Ceci pourrait
résulter de phénomenes physiologiques ou étre li€¢ a une immaturité des fonctions de

reconnaissance, effectrices et/ou mémoires des cellules immunitaires de I’enfant (42).
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2. Immunologie de la schistosomiase

2.1. Réponses immunitaires contre les schistosomes
Le systéeme immunitaire des hotes infectés doit faire face a plusieurs stades de développement
du parasite: les cercaires pénétrantes, les schistosomes en migration, les vers adultes et les ceufs
produits par les couples de vers adultes. Toutes ces étapes expriment des centaines, voire des
milliers de fragments antigéniques (37), dont beaucoup stimulent fortement et déclenchent les
réponses immunitaires humorales et cellulaires. Certaines de ces réponses continuent

d’augmenter au cours d’une infection chronique et d’autres sont fortement régulées a la baisse

(43).

Les études immunologiques sur la schistosomiase pour la plupart s’ orientent sur les mécanismes
de protection contre la maladie et la survenue de I’'immunopathologie. Les manifestations de la
maladie sont principalement dues a la réponse immunitaire de 1’hdte aux ceufs des parasites et
a la réaction au granulome induit par ces ceufs (7;43-45). Le granulome détruit en effet les ceufs
en séquestrant leurs composants immunopathogéniques, favorisant ainsi trés souvent une
fibrose des tissus de 1’hdte (7); et I’intensité et la durée de 1’infection déterminent ainsi la

sévérité des atteintes tissulaires.

La plupart des études conduites chez la souris ont montré que la réponse immunitaire contre les
schistosomes et la formation du granulome fait intervenir principalement les cellules Th2 mais

aussi d’autres populations de cellules T auxiliaires (7;39;44).

2.1.1. Réponse immunitaire innée

Lors de la réponse immunitaire, les produits libérés par les helminthes semblent étre
capables, au moins en partie, de provoquer la suppression de certaines réponses effectrices
(46;47) qui favorisent la polarisation vers les cellules Th2 et/ou Treg (48-50). L’initiation des
réponses Th2 le plus simple dans les helminthiases serait une interaction entre un motif
moléculaire (PAMP) dérivé du ver et un motif de reconnaissance des récepteurs (PRR) exprimé
par les cellules dendritiques. Les PAMPs des helminthes pourraient agir par l'intermédiaire d'un
ou de plusieurs TLR (Toll Like Receptor), ou encore d'autres classes de récepteurs de
I’immunité innée comme les lectines de type C, le NOD-like (nucleotide-binding
oligomerisation domain-like) ou des récepteurs de protéases (51;52). Il a été montré que le

LNPIII (lacto-N-III fucopentanose) synthétique, équivalant a une molécule naturellement



présente dans l'antigéne soluble de I’ceuf, interagissait avec le TLR4 pour induire une
polarisation vers un profil Th2 par les cellules dendritiques (53) ; le lysophosphatidique
phosphatidylsérine des schistosomes agit aussi par ce méme mécanisme (54). L’ES-62 du
nématode Acanthocheilonema viteae exerce des effets immunomodulateurs sur les
macrophages (55) et les cellules dendritiques (56) par un mécanisme TLR4-dépendant (57).
Toutefois, l'interaction entre I'ES-62 et le TLR4 au niveau des mastocytes, et qui conduit a
l'inhibition de la production de cytokines Thl, mais pas de cytokines Th2, n'implique pas de
signalisation TLR classique (58). En outre, la réponse Th2 induite par le SEA sur les cellules

dendritiques a ét¢ montrée indépendante MyD88, TLR2 et TLR4 (59).

Une autre considération des mécanismes de cette réponse innée est que les PRR, sur les cellules
autres que les cellules dendritiques comme les basophiles (60;61), les mastocytes (58) et les
¢osinophiles (62), pourraient étre en faveur d’une réponse Th2. Au cours de I’infection a
Trichuris muris, I’expression d’un inhibiteur de la kappa-B kinase beta (IKK-f) dépendante du
TSLP peut stimuler la différenciation des cellules dendritiques et I’induction de réponse Th2.
La réponse des €osinophiles comprend la sécrétion de neurotoxine EDN (eosinophil-derived
neurotoxin) entrainant 1’activation des cellules dendritiques TLR2/Myd88-dépendant qui, in
vivo, favorisent une réponse adaptative vers un phénotype Th2. Dans la schistosomiase, un large
éventail d’autres molécules de signalisation, telles que les défensines et les cathélicidines qui

ont des effets pro-inflammatoires avérés, peut étre produit (62).

Méme si les cellules dendritiques sont essentielles dans I’initiation de l'expansion des cellules
Th2, la reconnaissance des motifs par ces cellules elles-mémes pourraient donc ne pas étre
nécessaire. Il est ainsi possible que certains signaux inducteurs de la réponse Th2 puissent ne
pas passer par les cellules présentatrices d’antigénes et agiraient donc directement sur les

lymphocytes T avant la différenciation phénotypique terminale (48).

2.1.2. Réponse immunitaire adaptative

2.1.2.1. Réponse cellulaire

Le développement de la résistance aux nématodes gastro-intestinaux est généralement associé
a une réponse Th2 (63) déclenchée par un certain nombre de cytokines dont l'interleukine 1L.-4

(64), TL-5, IL-9 (65), IL-13 (66), IL-21 (67), IL-25 et IL33 (68).



Cette cascade de mécanismes effecteurs peut aussi impliquer une réponse B (avec la
commutation de classe des immunoglobulines et sécrétion d’immunoglobulines E), I’activation
des mastocytes, des €osinophiles, des basophiles et une augmentation de la perméabilité et de
la contractilité des muscles lisses intestinaux avec production de mucus. L’augmentation de
I'IL-13 (cytokine Th2), responsable du renouvellement des cellules épithéliales de I’intestin
(69) et la production de RELMp (Resistin-like Molecule Beta) (70) qui interfére avec la
chémotaxime secrétée par les nématodes, pourrait également étre déterminante dans la
protection. Par exemple chez la souris, les mastocytes des muqueuses sont essentielles pour
'expulsion des vers au cours des infections par Trichuris muris et Trichinella spiralis (65;71)
mais pas dans I’infection a Heligmosomoides bakeri ou a Nippostrongylus brasiliensis (72). Au
cours de la schistosomiase, les réponses Th2 sont de facto déclenchées (73) mais tous les

déterminants de la protection de I'hdte ne sont pas encore ¢lucidés (74;75).

Figure 2 : Mécanismes de la réponse immunitaire contre les helminthes (adaptée de
Jackson et al. (76)). Les motifs moléculaires associés aux pathogenes (PAMP) provenant des
helminthes stimulent la différentiation des cellules dendritiques qui polarisent les cellules T
auxiliaires vers les sous-populations Th2 et Treg. Les cellules Th2 induites produisent
diverses cytokines (IL-4, IL-5, IL-9, ...) médiatrices des réponses effectrices des éosinophiles,
des mastocytes, de la commutation isotopique des cellules B pour la production d’anticorps,
[’augmentation de la perméabilité intestinale, la constructibilité des muscles lisse avec

10



production de mucus etc... Les cellules Treg produisent au niveau périphérique I’IL-10 et le
TGF-p pour réguler les réponses naturelles et adaptatives.

Chez I’homme, des études sur la relation entre la sévérité de la schistosomiase et la production
in vitro de cytokines et chémokines ont montré que certaines différences sur les formes
cliniques sont associées a des profils immunitaires distincts (77;78). En effet, il a ét¢ montré
chez des patients atteints de schistosomiase gastro-intestinale chronique une réponse typique
Th1/Th2 avec des taux €levés d’IL-4 comparés a ceux présentant la forme aigué€ (77). Durant
les premiers 4 a 6 semaines de I’infection chez la souris, on assiste au développement d’une
réponse Thl contre la migration des schistosomules et des vers immatures, caractérisé par des
taux ¢élevés de cytokines pro-inflammatoires telles que I’IFN-y, le TNF-a, I’IL-1 et I’IL-6
(38;79).

Chez I’homme, des taux ¢€levés de ces cytokines ont aussi été associés au développement du
syndrome Katayama (80). D’autres investigations chez des souris déficientes du gene d’IFN-y
ou traitées avec des anticorps anti-IFN-y ont montré que I'IFN-y est crucial pour le
développement de granulome et contribue au recrutement de neutrophiles au cours de la

réaction inflammatoire (81;82).

A la suite de la réponse Thl, le systéme immunitaire s’oriente vers une réponse Th2 dominante
caractérisée par une forte expression d’IL-4, d’IL-5, d’IL-10 et d’IL-13 (7;44). Bien que I’IL-4
et ’IL-13 soient importantes dans le développement des cellules Th2, la production de ces
cytokines par 'immunité innée semble jouer un rdle négligeable dans I’induction de réponse
Th2. En effet, en plus de I’IL-4, ’'IL-13, I’IL-5, ’IL-9 et I’'IL-10, les cellules Th2 peuvent aussi
produire I’IL-25 et IL-31 qui pourraient avoir un role primordial dans I’induction et la régulation

des réponses Th2 (83;84).

Au vue d’¢études sur ’homme et sur I’animal, il est maintenant connu que la réponse Th2 peut
expulser les vers adultes de I’intestin (85) et favoriser la survie de 1’hdte en présence du parasite

(86), mais ne peut pas ¢liminer les helminthes lors d’une réinfection (87)
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3.1.2.2. Réponse humorale et roles des anticorps IgG4 et IgE
La réponse des lymphocytes B, source des anticorps, a également étudiée dans la
schistosomiase bien qu’a des proportions moindres. En effet chez I’homme, différentes
réponses d'isotypes d'anticorps contre le parasite peuvent soit médier ou bloquer in-vitro la
destruction des schistosomules. Les deux anticorps les plus étudiés dans la schistosomiase sont

I’IgE et I’isotype 1gG4

Immunoglobulines G (IgG)
Les immunoglobulines de type G (IgG) constituent une classe de molécules anticorps. Chaque
IgG est composée de quatre chaines de peptides - deux chaines lourdes y et deux chaines 1égeres
soit x (kappa), soit A (lambda) communes a toutes les classes d'immunoglobulines. Il existe
chez I'homme quatre sous-classes d'IgG (IgGl, 1gG2, IgG3 et IgG4) ayant des propriétés
différentes : fixation du complément, passage placentaire... Les IgG présentent aussi des
variations allotypiques transmises génétiquement qui constituent le systéme de groupe Gm,

porté par la chaine lourde, la chaine 1égere «k portant elle le systéme Km.

Figure 3 : Structure de I’immunoglobuline G.

La chaine légere d'une IgG a 2 ponts disulfures intracaténaires, un dans la région variable et
l'autre dans la région constante. La chaine lourde, deux fois plus longue, a 4 ponts disulfures

intracaténaires. Pour la chaine 1égere, ces domaines sont appelés VL et C pour régions variable
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et constante, respectivement. La région N-terminale de la chaine lourde est appelée VH et la
région constante des chaines lourdes est formée de 3 régions constantes CH1, CH2 et CH3. Les
IgG sont divisées en 4 sous-classes : IgGl, 1gG2, IgG3 et IgG4. Ces sous-classes se
différencient notamment par le nombre de liaisons entre les chaines lourdes : 2 pour IgG1 et
I'lgG4, 4 pour I'l[gG2 ou 15 pour I'l[gG3. Elles présentent également des différences sur
l'organisation des ponts disulfures intercaténaires; pour 1'lgG1, les ponts disulfures se trouvent
dans la zone de la région charniére alors que pour les autres, ils vont jusqu'a la zone de jonction

entre la région variable et la région constante.

Immunoglobulines E (IgE)
L'immunoglobuline E (IgE) est une classe d'anticorps (isotype) présente uniquement chez les
mammiferes. Elles sont associées aux maladies atopiques, notamment les rhinites allergiques,
l'asthme et les dermatites atopiques, mais sont également impliquées dans les mécanismes de
défense immunitaire face aux infections parasitaires. Les immunoglobulines de classe E (IgE)
sont présentes a des niveaux peu élevés dans le plasma et sont principalement produites par les

plasmocytes dans le tissu lymphoide associé aux muqueuses.

Figure 3: Structure IgE.
Forme de monomeére avec domaine supplémentaire dans la région constante et dépourvue de

région charniére

IgE et IgG4 dans la schistosomiase
Des études de transfert passif menées chez les animaux montrent le réle protecteur des anticorps

contre I’infection a schistosome. Parallelement des études immuno- épidémiologiques ont
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montré que des classes d’anticorps sont associées avec de faible taux d’infection et de

réinfection apres traitement dans des zones endémiques

Le role des IgE a été décrit in vitro dans plusieurs mécanismes immunitaires contre le parasite,
suggérant que ces mécanismes pourraient Etre impliqués dans la protection contre la
schistosomiase humaine (88). En outre, des études longitudinales ont démontré que des
réponses IgE spécifiques d’anticorps aux parasites étaient associées a la résistance contre la
réinfection tandis les IgG4 seraient corrélées a une susceptibilité de réinfection apres traitement
(89). Dans les zones endémiques, il a ét¢ montré que les réponses des différents isotypes
d'anticorps contre les antigénes de Schistosoma mansoni varient selon I'dge, le sexe ainsi que la
durée ou l'intensité de l'infection. En effet la plupart des réponses anticorps contre les antigénes
solubles de vers adultes (SWA) augmente avec 1'age, alors que les réponses contre les antigénes
solubles de I’ceufs (SEA) ont tendance a diminuer avec 1'age (90). De méme les réponses IgG1-
SWA, IgG4-SWA, 1gG4-SEA et IgE-SWA ont tendance a augmenter avec le nombre d'ceufs

alors que les réponses IgG2-SEA diminuent avec le nombre d'ceufs (91).
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II. METHODOLOGIE

I1.1. Cadre et population de I’étude

Les participants a 1’étude, agés de 2 a 31 ans, ont été recrutés dans la région de Fatick, au centre
du Sénégal, et apres tests parasitologiques répartis en trois groupes en fonction du niveau
d’infection de Schistosoma haematobium : contrdles négatifs (n = 22), positifs avec une
intensité modérée de I’infection ([1-49 ceufs/10ml d’urine] ; n = 23), positifs avec une forte

intensité de I’infection ([>50 ceufs/10ml d’urine] ; n = 23).

I1.2. Prélévements
IT .2.1. Prélevements de selles et d’urines
Deux échantillons de selles et d’urines ont été prélevés sur chaque sujet a des jours différents

puis acheminés au laboratoire pour le diagnostic de la schistosomiase.

I1.2.2. Prélévement de sang sur papier buvard
Une goutte de sang a ¢été collectée sur chaque sujets sur papier Wattman puis séchée et

conservée pour les études sérologiques ultérieures.

I1.3. Matériel et méthode

I1.3.1. Tests parasitologiques

Pour chaque participant a 1’étude, deux échantillons d’urine et deux de selles ont été
recueillis en deux différents jours. Le diagnostic de I’infection par Schistosoma spp a été réalisé
pour la détermination quantitative des ceufs de schistosomes par les tests de filtration au niveau
des urines et de Kato-Katz au niveau des selles pour exclure les sujets infectés pas schistosoma

mansoni de la population d’étude.

I1.3.2. Tests ELISA
Les plasmas ont été extraits par incubation pendant 48h avec 400ul de PBS+0,1% Tween 20.
Les ¢luats obtenus ont ensuite été utilisés pour le dosage des IgE et IgG totaux par la méthode

I’ELISA conformément aux instructions du fabricant (Invitrogen)
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I1.3.2.1. Principe ELISA
Des anticorps de revétement anti -IgG4 et anti- IgE sont respectivement adsorbés sur les
micropuits des plaques destinées au dosage des IgG4 et des IgE. [gG4 et IgE humaines présentes
dans les échantillons ou les standards se lient aux anticorps adsorbés sur les micropuits des
différentes plaques. Un anticorps anti-IgG4 et anti —IgE humain conjugué a la HRP est ajouté
et se lie respectivement a 1'l[gG4 et IgE humaine capturé par les premiers anticorps sur les 2
différentes plaques. Apres l'incubation, les anticorps anti-IgG4 et anti —IgE humains conjugués
a la HRP non liées sont ¢liminés au cours d'une étape de lavage et une solution de substrat
réactif a la HRP est ajoutée aux puits des 2 plaques. Un produit coloré est formé
proportionnellement a la quantité d'IgG4 et d’IgE humaines présente dans les échantillons ou
I'étalon. Les réactions se terminent par addition d'acide et 1'absorbance est mesurée a 450 nm. 2
courbes standards sont préparées respectivement a partir de 7 dilutions standard d'IgG4 et d’IgE

humaine et la concentration des échantillons en IgG4 et IgE humaine est déterminée.

11.3.2.2. Procédure
% Matériels nécessaires

e Pipettes graduées 5 ml et 10 ml

e Micropipettes monocanal réglables de 5 ul a 1000 ul avec embouts  jetables

e Micropipettes multicanaux ajustable de 50 pl a 300 pl avec embouts jetable

e Réservoir de micropipettes multicanaux

e Béchers, flacons, bouteilles nécessaires a la préparation du réactif

e Dispositif de distribution de solution de lavage

e Agitateur de microplaques

e Lecteur de bandelettes a micropuits capable de lire a 450 nm (620 nm comme
longueur d'onde de référence optionnelle)

e Fau distillée ou déionisée dans du verre

% Réactifs
¢ | microplaque recouverte d'un anticorps anti-IgG4 humain
¢ | microplaque recouverte d'un anticorps anti-IgE humain
e 1 flacon (70 pl) de conjugué HRP anti-IgG4
e 1 flacon (70 pl) de conjugué HRP anti-IgE
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e 2 flacons de standard d'IgG4 humain lyophilisé de 1200ng/ml

e 2 flacons de standard d'IgE humain lyophilisé de 1200ng/ml
e 2 flacons (5 ml) du tampon 20x (PBS avec 1% de Tween 20, 10% de BSA)

¢ 1 bouteille (50 ml) du tampon de lavage 20x (PBS avec 1% de Tween 20)

e 1 flacon (15 ml) de solution de substrat (tétraméthyle-benzidine)

e 1 flacon (15 ml) de solution d'arrét (acide phosphorique 1 M)
e 2 films adhésifs

«* Précautions

e Tous

les réactifs ont été considérés comme potenticllement dangereux et

manipulés conformément aux principes de bonnes pratiques de laboratoire (port

d’une blouse de gants en caoutchouc ou latex...)

e Ne pas exposer les réactifs du kit a une lumiére intense pendant le stockage ou

I'incubation.

e Utilisez de I’eau distillée ou de I’eau déminéralisée pour la préparation des

réactifs.

e La solution de substrat doit étre a température ambiante avant utilisation

¢ Préparation des réactifs

e Tampon de lavage (1x)

o

o

o

Flacon 50ml
Concentré 20x
Mettre les 50ml dans un flacon et compléter a 1000ml avec de I’eau

distillée

e Préparation du tampon Assay (1x)

o

o

o

©)

Flacon 5ml
Concentré 20x
Mettre les Sml dans un flacon et compléter a 100ml avec de I’eau distillée
Préparation du conjugué¢ HRP
e Diluer 1:100 avec le tampon assay 1x

e 30ul + 2 ;97 ml de tampon assay

e Dilution des standards

o

Reconstitués avec 1100 ul d’eau distillée pour IgG4 et 250ul pour IgE

Rapport- gratuit.com @ 17



o Attendre 10 a 30min

o Dilution en série

o 225ul de tampon assay dans les 7 tubes
o +225ul du standard dans le premier

o Dilution en série de 225ul

I1.3.2.3. Mode opératoire

Détermination du nombre de barrettes de micropuits nécessaires pour le nombre
d'échantillons a tester plus le nombre approprié de puits pour exécuter les blancs
et les standards.

Chaque échantillon, de méme que les standards les blancs et les échantillons de
controle optionnels ont étre dosés en double.
Retrait des bandes de micropuits supplémentaires du support et conservation dans
un sac en aluminium avec le dessicant fourni a 2 © -8 © C hermétiquement fermé.
Préparation de I’anticorps conjugué a HRP
Lavage des barrettes de micropuits deux fois avec environ 400 pl de tampon de
lavage par puits en aspirant soigneusement le contenu des micropuits entre les
lavages.

Le tampon de lavage a été laissé reposer dans les puits pendant environ 10 a 15
secondes avant l'aspiration et les micropuits n’ont pas €té rayés

Apres la dernicre étape de lavage, vider les puits ont été vidés et les bandes de
micropuits tapotés les bandes de micropuits sur une serviette en papier pour
¢liminer 1'exces de tampon de lavage.
Les barrettes de micropuits ont été utilisées immédiatement apres le lavage.

Ajout 100pl de tampon de dosage (1x) en double aux puits blancs.

Ajout 100ul de chaque échantillon en double dans les puits pour IgE et 100ul pour

IgG4

Ajout 50 pl d'anticorps conjugué a HRP dilué dans tous les puits, y compris les
puits blancs.

Recouvrage par un film adhésif et incubage a température ambiante (18 a 25 © C)
pendant 1 heure sur un agitateur de microplaques réglé a 400 tr / min

Retrait du film adhésif et vidage des puits.

Lavage des barrettes de micropuits 4 fois.
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e Passage immédiat a 1'étape suivante.

e Pipetage100 pl de solution de substrat TMB dans tous les puits.

e Incubation des barrettes de micropuits a température ambiante (18 © a 25 C)
pendant 30 minutes.

e Exposition directe a une lumiére intense évitée.

e Arrét de la réaction enzymatique en pipetant rapidement 100 pl de solution d'arrét
dans chaque puits. Il est important que la solution d'arrét soit répandue rapidement
et uniformément dans les micropuits pour inactiver complétement l'enzyme.

e Les résultats lus immédiatement apres 1'ajout de la solution d'arrét

I1.4. Analyse des données
La conversion des densités optiques générées en concentration a été effectuée par le logiciel

Prism (Graph Pad) et les données obtenues analysées par le logiciel SPSS version 20 (IMB).
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I11. Résultats

I11.1. Population d’étude

Les participants a 1’étude, agés de 2 a 31 ans, sont répartis en trois groupes en fonction du
niveau d’infection de Schistosoma haematobium : contrdles négatifs (n = 22), positifs avec une
intensité modérée de I’infection ([1-49 ceufs/10ml] ; n = 23, positifs avec une forte intensité de
I’infection ([>50 ceufs/10ml] ; n = 23). Le tableau ci-dessous montre la répartition du genre
dans la population d’étude.

Tableau Caractéristique de la population d’étude

Nombre d’individus 22 23 23
Age médiane (année) 5,5 9,0 10,3
Sexe (M) (%) 11 (50%) 15 (65%) 13 (56%)

II1.2. Taux d’anticorps

La comparaison du taux d’anticorps indique que les taux d’IgE ne montraient aucune différence
significative entre les groupes. Cependant, les IgG4 étaient significativement plus élevées chez
les sujets présentant une forte infection par rapport au contréles (P <0,001) et a ceux ayant une

intensité modérée (P < 0,001).
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Figure 5: Niveau de production d’IgG4 et IgE en fonction du statut infectieux. Scatter plot
des niveaux de production d’IgG4 (A) et d’IgE (B) totaux pour chacun des groupes négatifs, a
infection moderée ([1-49]/10ml) et a infection forte ([>50]/10ml évalués par le test non
paramétrique de Man Whitney. Les données ont été analysées par le logiciel SPSS version 20

et les figures réalisées par le logiciel graph Pad Prism version 5.0.



II1.3. Corrélation entre les taux d’anticorps et ’intensité de I’infection
La corrélation entre le taux d’anticorps et le nombre d’ceufs de S. haematobium a montré une
association positive avec les IgG4 totaux tandis qu’aucune association significative du taux

d’IgE avec le nombre d’ceufs n’a été observée.
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Figure 6 : Corrélation entre les taux d’anticorps et le nombre d’ceufs. Droites de régression
montrant la corrélation entre les niveaux de production d’IgG4 (A) et d’IgE (B) et le nombre
d’ceufs évaluées par le test non paramétrique de Spirman. Les données ont été analysées par

le logiciel SPSS version 20 et les figures réalisées par le logiciel graph Pad Prism version 5.0.

IT1.4. Relation entre le ratio IgE/IgG4 et ’intensité de I’infection

L’analyse du ratio IgE/IgG4 a montré que ce rapport était significativement plus faible chez
les sujets présentant une forte intensité de I’infection (>50 ceufs/10ml) par rapport aux sujets
négatifs et a ceux présentant une infection modérée. Cependant ; il n’y avait pas de différence

statistiquement significative du ratio IgE/IgG4 entre les sujets négatifs et modérément infectés.
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Figure 7 : Ratio IgE/IgG4/ selon le statut infectieux. Scatter plot du rapport IgE/IgG4 pour
chacun des groupes négatif, infection modeérée ([1-49]/10ml) et infection forte ([>50]/10ml
evalués par le test non paramétrique de Man Whitney. Les données ont été analysées par le

logiciel SPSS version 20 et les figures réalisées par le logiciel graph Pad Prism version 5.0.
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II1. Discussion

La schistosomiase reste une maladie négligée et sa lutte repose sur le traitement individuel par
le praziquantel. La Prévalence de l'infection a schistosome et la charge parasitaire sont
influencées par plusieurs facteurs tels que la réponse immunitaire et les prédispositions
génétiques qui peuvent conditionner la sensibilité ou la résistance de 1'hdte a 'infection. C’est
ainsi que nous nous sommes proposés d’évaluer les anticorps IgE et IgG4 au cours de la
schistosomiase a schistosoma haematobium en zone endémique du Sénégal du fait de leur role

décrit dans la résistance ou la susceptibilité de 1’infection (2)

La charge parasitaire est I’un des facteurs les plus importants dans le développement de la
morbidité au cours de la schistosomiase. Beaucoup d’études ont montré que des niveaux élevés
d'IgE sont liés a la résistance a ’infection ou a la réinfection tandis que des niveaux accrus
d'IgG4 a la susceptibilité (1;2;92;93). En effet, la résistance a la réinfection a été associée a la
réponse Th2 avec des niveaux ¢élevés d'IgE qui en résulte, ainsi que le recrutement et

I’activation des €osinophiles et des mastocytes (94).

Dans notre étude, nous n’avons pas trouvé de différence significative du taux d’IgE entre les
différents groupes. Webster et al. ont montré que des taux élevés d’IgE chez les individus
vivants en zones endémiques pourrait étre la conséquence d'une exposition persistante a
'antigene (95). Le développent de réponses distinctes a d’autres antigénes parasitaires pourrait
¢galement expliquer cette absence de différences entre les individus infectés et non infectés.
Des études chez le modele animal également suggere qu’il existe des antigénes communs
associés aux cercaires, aux schistosomules et aux miracidies. Par conséquent, lorsque des
individus non infectés sont en contact avec les cercaires, les schistosomules et les ceufs, cet

ensemble maintient la stimulation de la réponse immunitaire induisant une réponse IgE (88).

Contrairement aux IgE, nos résultats ont montré une corrélation positive entre les taux d’1gG4
totaux et la charge parasitaire. Ceci vient confirmer la plupart des études faites sur des
populations infectées par Schistosoma ou les niveaux d’IgG4 chez les sujets infectés étaient
associés a des charges parasitaires plus élevées (94). Il a été montré que 1'[gG4 spécifique du
parasite peut rivaliser avec IgE pour la liaison a I’antigéne car les deux anticorps pouvaient
reconnaitre les mémes antigenes de schistosoma (96). Cette compétition pour la fixation aux
épitopes peut interférer dans 1’action effectrice des IgE. Ainsi, il serait plausible de suggérer

que la production d'IgG4 altére le rdle protecteur des IgE (94). D’autres études ont révélé une
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association positive entre les taux d’IgG4 et la gravité de I’infection par les schistosomes. En
effet chez des patients souffrant de fibrose périportal et d’hypertension portale, un niveau élevé
d’IgG4 anti-SEA a été noté (97). Cette relation entre le taux d’IgG4 et la gravité de I’infection

a aussi été démontrée dans d’autres études (2;92).

Bien que nous n’ayons pas trouvé d’association entre les niveaux d’IgE totaux et la charge
parasitaire, nos résultats ont montré que le rapport IgE/IgG4 était significativement plus faible
chez les individus présentant une forte intensité de I’infection. Bien que des niveaux accrus
d’IgE aient été associés a la résistance a I’infection, il apparait dans d’autres études que
I'immunité protectrice ne dépend pas exclusivement des niveaux d'IgE ou d'IgG4, mais plutot

de I’équilibre entre ces différents anticorps (1;89).

Une des limites de notre étude et I'utilisation des immunoglobine totaux et non des anticorps
spécifiques de Schistosoma haematobium. De méme, nous ne disposions pas de données sur
I’historique des traitements de masse ainsi que de la fréquence de contact des sujets aux sources

de contamination.
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IV. Conclusion

La schistosomiase est un probléme majeur de santé publique sévissant principalement en
Afrique. Au-dela du traitement individuel par le praziquantel qui constitue la principale mesure
de lutte ; d’autres facteurs influencant la morbidité doivent aussi étre considérés. Sur le plan
immunologique, il a été¢ suggéré que les immunoglobulines E (IgE) et IgG4 pourraient étre
associées a la susceptibilité ou a la résistance a I’infection. C’est dans ce cadre que nous nous
sommes proposés d’évaluer les niveaux de production d’anticorps IgE et IgG4 totaux au cours

de la schistosomiase en zone endémique du centre du Sénégal.

Des sujets agés de 2 a 31 ans ont été recrutés dans la région de Fatick, au centre du Sénégal, et
répartis en trois groupes en fonction du niveau d’infection de Schistosoma haematobium :
contrdles négatifs (n = 22), positifs avec une intensité modérée de I’infection ([ 1-49 ceufs/10ml]

; n = 23), positifs avec une forte intensité de 1’infection ([>50 ceufs/10ml] ; n = 23).

Nos résulats ont montré qu’il n’y avait pas de différence significative du taux d’IgE entre les
différents groupes, ce qui pourrait étre la conséquence d'une exposition persistante aux
antigénes de schistosome en zone endémique mais aussi a d’autres parasites. Contrairement
aux IgE, nos résultats ont montré une corrélation positive entre les taux d’IgG4 totaux et la
charge parasitaire, suggérant que ces anticorps pourraient étre associés a une suceptibilité a

I’infection.

La relation inverse entre le rapport IgE/IgG4 et I’intensité de I’infection indique que le ratio

pourrait €tre utilisé comme indicateur de 1’intensité de I’infection
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Résumé

Introduction : Dans les efforts du contréle de la bilharziose, plusieurs facteurs tels que la
prédisposition génétique, le statut immunitaire de 1’hote ou encore les facteurs
environnementaux ont été associés a la susceptibilité ou a la résistance a I’infection. Au niveau
sérologique, il a été suggéré que les immunoglobulines E (IgE) spécifiques pourraient étre
associées a la résistance de la maladie tandis les immunoglobulines G4 (IgG4) seraient
corrélées a la susceptibilité¢ a D’infection. Cette présente étude vise a évaluer les niveaux

d’anticorps IgE et IgG totaux par rapport a I’intensité de I’infection.

Méthodologie : Les participants a I’étude, agés de 2 a 31 ans, ont été recrutés dans la région
de Fatick, au centre du Sénégal, et répartis en trois groupes en fonction du niveau d’infection
de Schistosoma haematobium : controles négatifs (n = 22), positifs avec une intensité modérée
de I’infection ([1-49 ceufs/10ml] ; n = 23), positifs avec une forte intensité de I’infection ([>50
ceufs/10ml] ; n = 23). Une goutte de sang a été collectée sur chaque sujet sur papier Wattman
puis séchée et conservée pour les études sérologiques ultérieures. Les plasmas ont été extraits
par incubation pendant 48h avec 400ul de PBS+0,1% Tween 20. Les ¢éluats obtenus ont ensuite
été utilisés pour le dosage des IgE et IgG totaux par la méthode ’ELISA conformément aux
instructions du fabricant (Invitrogen). La conversion des densités optiques générées en
concentration a ¢été effectué¢e par le logiciel Prism (Graph Pad) et les données obtenues

analysées par le logiciel SPSS version 20 (IMB).

Résultats : La comparaison du taux d’anticorps indique que les taux d’IgE ne montraient
aucune différence significative entre les groupes. Cependant, les IgG4 étaient significativement
plus ¢élevées chez les sujets présentant une forte intensité de I’infection par rapport au controles
(P <0,001) et a ceux ayant une intensit¢ modérée (P < 0,001). La corrélation entre le taux
d’anticorps et le nombre d’ceufs de S. montré une association positive avec les
IgG4 totaux tandis qu’aucune association significative du taux d’IgE avec le nombre d’ceufs

n’a été observée.

Conclusion : Nos résultats montre une association positive entre 1’intensité de I’infection par
Schistosoma haematobium et le taux d’anticorps IgG4 total en zone endémique. La relation
inverse entre le rapport IgE/IgG4 et ’intensité de I’infection indique que le ratio pourrait étre
utilis¢ comme indicateur de I’intensité de 1’infection.

Mots clés : Schistosoma haematobium, 1gE, 1gG4
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