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1 INTRODUCTION

Malgré les progres réalisés dans la lutte contre le paludisme au cours de la décennie
écoulée, cette maladie reste un probleme majeur de santé publique surtout en Afrique au
sud du Sahara. L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a estimé en 2021 a 247
millions, le nombre de cas de paludisme et a 619 000 le nombre de décés dus au
paludisme[1]. La région Afrique de I’OMS continue de payer le plus lourd tribut dd au
paludisme avec 95% des cas et 96% des déces dus au paludisme en 2021 et les enfants de
moins de 5 ans ont représenté 80% des cas de déces du paludisme dans cette région.

L’ Afrique subsaharienne est la zone la plus touchee [1].

Au Mali, la prévalence du paludisme chez les enfants de moins de 5 ans était de 19% en
2018 selon la sixieme enquéte démographique et de santé au Mali (EDSM) [2] Le rapport
2021 du systéme local d’information sanitaire (SLIS) indiquait que jusqu’a 34% des
consultations dans les formations sanitaires publiques au Mali étaient motivées par le
paludisme[3]. Cette situation est rendue plus compliquée par 1’émergence réguliére de la

résistance de P. falciparum aux molécules antipaludiques usuels.

Le développement d’un vaccin efficace constitue une approche assez prometteuse pour le
controle et I’¢limination de la maladie. L’OMS a validé récemment le vaccin RTS’S a base
d’un antigéne du stade sporozoite de P. falciparum. Cependant, 1’efficacité de ce vaccin
reste en deca des attentes avec une réduction du risque de paludisme inférieur a 50% [4,
5]. Le développement d’un vaccin efficace nécessite une connaissance approfondie des

différents aspects innés et acquis de I’immunologie de la maladie.

Le controle de I’infection palustre chez I’homme implique plusieurs facteurs y compris
ceux innés constitutifs ou génétiques et aussi des réponses immunitaires specifiques a des
antigénes parasitaires. L’un des facteurs génétiques lies aux globules rouges (GR)
notamment le trait drépanocytaire a fait I’objet d’études épidémiologiques et mécanistiques

dans ce cadre.
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Plusieurs études ont rapporté les effets protecteurs du trait drépanocytaire contre divers
aspects cliniques du paludisme allant de 1’infection aux formes létales de la maladie [6, 7].
Aussi, les sujets vivant en zone d’endémie palustre développent une immunité contre les
¢épisodes palustres avec 1’age.

L’acquisition de cette immunité dépend fortement de 1’exposition aux différents antigeénes
parasitaires et est influencée par la grande diversité génétique des parasites et la grande
variation antigénique [8, 9]. Les antigénes de P. falciparum exprimes a la surface des
érythrocytes infectés dont le chef de fil est le PfEMP-1 (Plasmodium falciparum
Erythrocyte Membrane Protein-1) sont des plus polygéniques et polymorphiques. Les
PfEMP-1 constituent une famille de protéines parasitaires codées par une soixantaine de
genes regroupés en complexe de genes et connus sous le nom de genes Var [10]. Ces
protéines parasitaires jouent le réle de ligand parasitaire permettant aux GR parasités
d’adhérer a de nombreuses cellules de I’hote provoquant ainsi des phénomeénes
inflammatoires et I’évasion immune des parasites. Elles sont bien immunogeénes et jouent
également un réle important dans la pathogenése du paludisme.

Avec sa structure NTS-DBL1a, le variant PFEMP-1/VarO est associé a la formation accrue
des rosettes, 1’un des phénomenes impliqués dans la gravité de la maladie [11]. C’est un
variant identifié chez un clone de parasite appelé Palo Alto 89F5 ou 89F5 VarO. Il s’agit
d’un variant du groupe A de PFEMP-1 bien immunogeéne et les titres élevés d’anticorps
dirigé contre ce variant ont été déecrits chez les sujets agés au Benin et au Sénégal [12, 13].
Ces anticorps ont aussi été associés a une protection contre le paludisme en général et les
cas graves du paludisme en particulier [14].

Nous nous proposons d’étudier le profil de protection contre le paludisme conférée par le
trait drépanocytaire et les titres élevés d’anticorps anti-PFEMP-1/VarO chez des enfants

maliens vivant dans une zone endémique du paludisme.

2
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Hypothéses de travail

1- Les titres ¢levés d’anticorps anti-PFEMP-1/VarO et les traits drépanocytaires sont
associés a une réduction de I’incidence du paludisme dans une cohorte d’enfants vivant

a Kéniéroba

2- Les protections anti palustres associés au trait drépanocytaire et aux titres éleves
d’anticorps anti-PfEMP-1/VarO sont dépendants des paramétres sociodémographique

des sujets.

3
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2 OBJECTIFS

2.1 Objectif général

Etudier les relations entre le portage de I’HbAS, la présence des anticorps anti-PfEMP-
1/VarO et la survenue des épisodes de paludisme entre mai 2011 et décembre 2011 dans

une cohorte d’enfants a Kéniéroba.

2.2 Objectifs spécifiques

« Déterminer la prévalence de I'HbAS chez les enfants de la cohorte en mai 2011.

» Déterminer le titre d’anticorps anti-PFEMP-1/VarO chez les enfants de la cohorte au

début de la saison de transmission du paludisme en mai 2011.

» Déterminer I’incidence du paludisme chez les enfants de la cohorte au cours de la saison

de transmission du paludisme de mai a décembre 2011.

 Investiguer le lien entre le portage de ’HbAS et la survenue des épisodes de paludisme

chez les enfants de la cohorte.

« Investiguer le lien entre le statut immun anti-PfEMP-1/VarO et la survenue des episodes

de paludisme chez les enfants de la cohorte.
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3 GENERALITES

3.1 Généralité sur le paludisme

3.1.1 Définition du paludisme

Le paludisme est une maladie potentiellement mortelle due a des parasites du genre
Plasmodium transmis a ’homme par des piqures de moustiques femelles infestés du genre
Anopheles. Les jeunes enfants, les femmes enceintes et les voyageurs non-immunisés sont
particulierement vulnérables a la maladie. Il demeure un probleme majeur de santé

publique dans le monde.

3.1.2 Epidémiologie du paludisme

3.1.2.1 Paludisme en chiffre

Environ 3,2 milliards de personnes soit pres de la moitié de la population mondiale sont
exposés au risque de contracter le paludisme [15]. La Région africaine de 'OMS a recensé
a elle seule 96% des déeces dus au paludisme en 2021. Les enfants de moins de 5 ans sont
le groupe le plus vulnérable touche par le paludisme. En 2020, ils représentaient 80% de
tous les deces dus au paludisme dans la région africaine [16]. En 2018, seule la région
africaine de 'OMS et la région OMS de I'Asie du Sud-Est ont enregistré des réductions des
déces dus au paludisme par rapport a 2010. Par ailleurs, le taux de réduction de la Mortalité
dus au paludisme a également diminuer depuis 2016 [16]. Le paludisme touche une
centaine de pays dans le monde, particulierement les zones tropicales. Aujourd'hui, le
paludisme est une pathologie endémique des régions tropicales et subtropicales d’Afrique,
d’Asie du Sud-Est, d’Amérique Latine et du Moyen orient. En effet, I’Afrique
subsaharienne supporte une part disproportionnée de la charge Mondiale du paludisme.
Cette maladie a des répercussions socio-économiques sur les populations des pays les plus
touchés [15].

5
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Au Mali, en 2021, un total 3 204 275 cas confirmes de paludisme a éte enregistré. Parmi
ces cas confirmés, on compte 2 156 330 cas non compliqueés et 1 047 945 cas compliqués
avec 1480 déces. Le paludisme constitue le premier motif de consultation dans les
¢tablissements de santé avec 34%, selon le Systéme Local d’Information Sanitaire (SLIS
2021)[3].

Le paludisme constitue un probleme également chez les femmes enceintes ou il est a
I’origine de la moiti¢ des anémies et de la plupart des faibles poids de naissance. Le
paludisme est endémique au Mali avec une intense transmission au cours de la saison
pluvieuse dont la durée est variable en fonction des zones éco-climatiques. Mais des
poussées épidémiques sont souvent observées dans certaines localités de la zone

subsaharienne.

3.1.2.2 Indices paludométriques et endemicité du paludisme
» Indices paludométriques

Ces indices donnent des indications sur I’importance de la transmission et la circulation du
parasite et permettent a 1’épidémiologiste d’évaluer I’endémie palustre.[17]. Dans une
population donnée, les indices paludométriques qui permettent de déterminer 1’endémicité

du paludisme sont :

= Indice splénique (IS) : c’est le pourcentage des enfants agés de 2-9 ans présentant une

rate palpable a I’examen clinique dans une population examinée.

» Indice plasmodique (IP) : c’est le pourcentage des enfants agés de 2-9 ans dont les
étalements sanguins relévent la présence des formes asexués d’hématozoaires du

paludisme dans une population examinée.

» Indice gamétocytaire (IG) : c’est le pourcentage de personnes dans une population

examinee présentant les formes sexuees des plasmodies.
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» Taux d’Inoculation Entomologique (TIE) : c’est le nombre de piqires infectantes que
recoit un homme pendant un intervalle de temps donné. C'est le produit de 1’agressivité des

moustiques par l'indice sporozoitique.

» Endémicité du paludisme
La distribution du paludisme est extrémement variable d’une zone géographique a une
autre. Elle est sous la dépendance de plusieurs facteurs liés au vecteur, a I’hote, au parasite

et a ’environnement [18]

+* Indice de stabilité

L’indice de stabilit¢ déterminé¢ par Mac Donald permet de classer 1’enracinement du

paludisme en deux zones :

- zones de paludisme stable ou endémique : la transmission du paludisme est longue et
intense entrainant une prémunition permettant de limiter les manifestations cliniques

graves chez les jeunes enfants ;

- zones de paludisme instable ou épidémique : la transmission du paludisme est tres
courte et il sévit sous forme épidéemique. Ce caractere épisodique de la transmission ne
permet pas le développement de la prémunition. Tous les individus sont a risque de

développer la maladie.[19]

% Endémicité par intensité

L’étude de ces indices permet de classer les zones en termes d’endémicité du paludisme.
Ces indices permettent aussi d’évaluer I’impact des différentes interventions de lutte contre
le paludisme afin d’orienter les programmes nationaux de lutte contre le paludisme. Les
deux classifications de ’endémie habituellement utilisees concernent les enfants agés de 2
a 9 ans sont : la classification de Kampala en novembre 1950 (indice splénique) et de
Yaoundé en juillet 1962 (indice plasmodique).

Ils ont permis de définir 4 zones selon le niveau de transmission du paludisme.
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- Zone hypo-endémique : I’IS est compris entre 0-10% ou I’IP < 25%. Dans cette zone,
I’état de prémunition de la population est faible et le risque d’épidémie est élevé selon les
conditions climatiques. Le paludisme est instable et toute la population est exposée au

méme risque du paludisme.

- Zone méso-endémique : I’IS est compris entre 11-50% ou I’IP entre 26-50%. Dans cette
zone, 1’état de prémunition de la population est faible, le risque épidémique existe. Des cas

d’acces pernicieux sont observés chez les adultes jeunes.

- Zone hyper-endémique : I’'IS est compris entre 51-75%, IP entre 51-75% ; 1’état de
prémunition a atteint son maximum. C’est une zone sans risque épidémique. Mais il existe
un risque important de paludisme grave et compliqué pour les patients neufs. Le taux de
mortalité infantile liée au paludisme reste éleve. Les acces palustres peuvent évoluer en

paludisme grave.

- Zone holo-endémique : I’'IS et I’IP sont tous supérieurs a 75%. Il s’agit des zones de
barrages. L’¢état de prémunition est solide, le risque épidémique est quasiment nul.
Cependant, il existe un risque important de paludisme grave et compliqué pour les patients

neufs, la morbidité et la mortalité infantile liée au paludisme restent notoires [20]

s Endémicité par la durée de la transmission

Au Mali, la situation épidéemiologique du paludisme se résume en 5 modalités de

transmission du paludisme [21]

- La zone soudano-guinéenne a transmission saisonniére longue (> 6 mois) au sud du
pays. Elle correspond a la zone holo-endémique avec un IP supérieur a 80%.

L’état de prémunition est acquis vers 1’age de 6 ans.
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-La zone sahélienne a transmission saisonniére courte de 3 a 4 mois, I’IP varie entre 50 et
75%. Le paludisme y est hyper-endémique et I’état de prémunition est rarement atteint

avant 10 ans.

- La zone subsaharienne au nord, la transmission est sporadique voir épidémique.

Elle correspond au Nord des régions de Koulikoro et de Kayes (Nara, Diéma, Yélimane,
Kayes). L’IP est inférieur a 5%, le paludisme est instable et tous les groupes d’age sont a
risque de faire le paludisme grave.

- La zone de transmission bi ou plurimodale comprenant le delta intérieur du fleuve
Niger et les zones de barrages (Sélingué, Manantali et Markala). Le paludisme y est méso-
endémique avec un IP inférieur a 50%. L’anémie reste le phénotype clinique le plus

fréquent.

-La zone peu propice a la transmission du paludisme, particulierement dans les milieux
urbains comme les villes de Bamako et de Mopti. Le paludisme y est hypo-endémique avec

un IP inférieur a 10%. Les cas graves du paludisme peuvent étre rencontrés chez les adultes.
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Tableau 1: Classification de I’endémicité palustre en fonction de 1’indice plasmodique

Source : [22]

Niveau

d’endémicité

Transmission

IP chez les

enfants de

2-9 ans (%)

Commentaires

Hypo-endémique

Faible, sub-

périodique ou

Généralement

Les moustigues sont instables,

géneralement difficiles a détecter,

travers l'année
avec des pics de

transmission

sporadique des épidémies sérieuses peuvent
=10 survenir.
Saisonniere, Les moustiques fluctuent, détectables
_ périodique 11-50 en fonction des saisons, une fenétre
Méso-endémique . oV en N .
suivant une . saisonniére peut survenir, les
fonction du
bonne saison habitants acquiérent une certaine
temps de
pluvieuse . immunité.
surveillance
Intense Fluctuation saisonniere des cas de
(saisonniére) 51.75 paludisme, fréquentes séquelles
Hyper-endémi . ) . :
yper-endemique chaque année séveres chez les jeunes les enfants,
une certaine immunité chez les
adultes.
La transmission On peut détecter les moustiques toute
L. peut survenir a I'année avec des pics ; des taux
Holo-endémique >75

élevés d'anémie chez les tres jeunes
enfants et la prémunition chez les

adultes.
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3.1.3 Groupes a risque élevé de paludisme sévére

Les personnes a risque de paludisme sévere sont (OMS, 2019) :

= Lesenfants vivants dans les régions hyper- ou holoendémiques en particulier ceux agés
de six mois a cing ans ;

= Les sujets de tout &ge dans les régions hypo- ou méso-endémique ;

= Les voyageurs venant des régions ou il n’existe pas de transmission de paludisme et qui
se rendent dans une région impaludée ;

= Les femmes enceintes (a risque pour toutes les complications) ;

= Les personnes qui retournent dans des regions fortement endémiques apres quelques

années d’absence [16].

3.1.4 Agents pathogénes et vecteurs du paludisme

> Especes plasmodiales

Le paludisme est transmis a I”’homme par un protozoaire appartenant au genre Plasmodium.
Il existe de tres nombreuses espéces de Plasmodium (plus de 140), touchant diverses
espéces animales mais seulement cing de ces especes sont retrouvées en pathologie
humaine. I1 s’agit de P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae et P. knowlesi (parasite
habituel du singe accidentellement transmis a I'nomme). Les cing especes différent par des
criteres biologiques, cliniques, par leur répartition géographique et par leur capacité a
développer des résistances aux antipaludiques. Elles sont classées comme suit :

REGNE : Protiste

PHYLUM : Apicomplexa
CLASSE : Sporozoea
ORDRE : Eucoccidda

FAMILLE : Plasmodiidae
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GENRE : Plasmodium
ESPECE : P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae et P. knowlesi

P. falciparum présente des particularités par rapport aux autres especes plasmodiales.
Espéce prédominante en Afrique. Elle développe plus facilement des résistances aux
antipaludiques et est responsable des formes cliniques potentiellement mortelles de la
maladie [22].

» \Vecteurs

Le paludisme est transmis a I’homme par la piqlire d’un moustique culicidé du genre
Anopheles au moment de son repas sanguin dont la femelle est hématophage. La femelle
se nourrit du sang pour pouvoir mirir ses ceufs. Elle pond entre 150 et 200 ceufs tous les 2
ou 3 jours. Elle ne pique qu’a partir du coucher du soleil avec un maximum d’activité entre
23 heures et 6 heures. Cela explique que 1'utilisation des moustiquaires soit le moyen de

prévention individuelle le plus efficace.

Les larves des Anopheles se développent dans les collections d’eau surtout les eaux
stagnantes. La nature des sols, le régime des pluies, la température, I’altitude, la végétation
naturelle ou I’agriculture, rendent les collections d’eau plus ou moins propices au
développement des espéces vectrices. Certaines espéces ont pu s’adapter a des milieux
particuliers comme le milieu urbain. Le développement et la longevité des Anopheles
dépendent de la température avec un optimum entre 20 et 30°C pour une durée de vie de

I’ordre de 30 jours.

Il existe de trés nombreuses espéces d’Anopheles mais toutes ne transmettre pas le
paludisme. Les espéces les plus dangereuses sont les especes anthropophiles qui ont une
préférence pour effectuer leur repas sanguin sur I’homme plutoét que sur ’animal et les

espéces endophiles qui se reposent a 1’intérieur des maisons.
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De trés nombreux facteurs climatiques et/ou environnementaux, naturels (secheresses,
variations de température, etc.) ou dus a I’activité humaine (asséchement de marécages,
construction de barrages, irrigations, construction de routes ...) peuvent modifier la
répartition des Anopheles dans une région donnée et par conséquent influencer la
transmission du paludisme. La répartition des Anopheles a travers le monde dépasse
largement celle du paludisme. Si les conditions favorables de réimplantation dans des
foyers actuellement eradiqués survenaient, la transmission pourrait s’y établir de nouveau.

Par ailleurs des resistances aux insecticides sont apparues limitant les moyens de lutte [22].
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Dramane SOGODOGO These de Pharmacie j



3.1.4.1 Cycle de développement du Plasmodium

Le cycle se déroule successivement en deux phases :

- une phase asexuée chez I’homme (1’hote intermédiaire).
- une phase sexuée chez I’Anopheles (I’hote définitif)

» Cycle chez ’homme

Chez I’homme, le cycle est lui-méme divise en 2 phases :

- la phase hépatique ou pré-érythrocytaire : elle correspond a la phase d’incubation,

cliniquement asymptomatique.
- la phase sanguine ou érythrocytaire : elle correspond a la phase clinique de la maladie.
Phase pré-érythrocytaire

Elle débute par inoculation du sporozoite lors de la piqlre du moustique. En effet, au cours
d’un repas sanguin, 1’Anopheles femelle infectée par le Plasmodium inocule des
sporozoites dans 1’hote humain. Ces sporozoites inoculés restent pendant une trentaine de
minutes maximum dans la peau, la lymphe et le sang. Beaucoup sont détruits par les
macrophages cutanés mais certains parviennent a gagner les hépatocytes. lls se
transforment en schizontes pré-erythrocytaires ou « corps bleus » (formes multi nucléées)
qui, apres 7 a 15 jours de maturation, éclatent et libérent des milliers de mérozoites dans le
sang (10 000 a 30 000 merozoites en fonction des especes). La schizogonie hépatique est

unique dans le cycle, la cellule hépatique ne pouvant étre infectée que par des sporozoites.

Dans les infections a P. vivax et P. ovale, certains sporozoites intra-hépatiques restent
quiescents (hypnozoites) et sont responsables d’une schizogonie hépatique retardee. Ce
phénomene entraine la libération dans le sang de mérozoites plusieurs mois apres la piqire
infectante du moustique, expliquant les reviviscences tardives observées avec ces deux

especes. Les hypnozoites n’existent pas dans I’infection a P. falciparum et ils n’ont pas été
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mis en évidence non plus dans I’infection a P. malariae malgré 1’existence de rechutes

tardives, ni pour P. knowlesi [22].
Phase sanguine ou érythrocytaire

Elle dure 48 heures chez P. falciparum. Cette phase est caractérisée par la pénétration des
mérozoites dans les érythrocytes ou ils se transforment en trophozoites puis en schizontes
érythrocytaires dont chacun comporte 16 ou 32 noyaux. Ces merozoites pénetrent dans de
nouveaux GR et débutent un nouveau cycle de réplication. Cette partie du cycle correspond
a la phase clinique de I’infection palustre. La parasitémie s’¢léve, le patient devient fébrile,
c’est l’acces palustre. En 1’absence de traitement, tous les parasites évoluent
progressivement au méme rythme (on dit qu’ils deviennent synchrones), tous les schizontes
érythrocytaires arrivent a maturation au méme moment, entrainant la destruction d’un
grand nombre de globules rouges de maniere périodique toutes les 24 heures (pour P.
knowlesi), 48 heures (fievre tierce de P. falciparum, P. vivax ou P. ovale) ou toutes les 72
heures (fievre quarte de P. malariae).

En pratique, on observe que la fievre tierce due a P. falciparum est rarement synchrone.
Apres un certain nombre de cycles érythrocytaires, certains mérozoites subissent une
maturation d’une dizaine de jours, accompagnée d’une différenciation sexuée. lls se
transforment en gamétocytes a potentiel male ou femelle qui vont rester dans la circulation

sanguine pendant 10 a 15 jours [22].

» Cycle chez I’Anopheles femelle (sporogonie)

Lors de son repas sanguin sur un individu infecté, 1’Anopheles femelle ingére des
gametocytes a potentiel méle et femelle. Ceux-ci parviennent dans 1’estomac du moustique
et se transforment en gamétes. Le gamete male subit un processus d’ex flagellation a la
suite duquel les gameétes femelles sont fécondes. Il en résulte un zygote appelé ookinete
(ou ceuf mobile) qui va s’implanter sous la paroi stomacale de 1’Anopheles et former
I’0oocyste. Cette bréve phase diploide s’acheéve par une division méiotique qui sera suivi de

plusieurs milliers de mitoses conduisant au developpement de sporozoites.
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Ces derniers vont gagner préférentiellement les glandes salivaires et constituent les formes
infectantes prétes a étre inoculées avec la salive lors du repas sanguin sur I’homme ou autre
animal. L’ensemble de ce cycle se déroule en 4 a 10 jours, suivant la température extérieure

et les espéces en cause [23]
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Figure 1 : Cycle de développement du Plasmodium
Source : [24]

3.1.5 Physiopathologie du paludisme

De toutes les especes de Plasmodium qui parasitent I’homme, P. falciparum est de loin le
plus pathogéne et induit la part majeure de la mortalité et la morbidité par paludisme dans
le monde. Les personnes vivant dans des zones d’endémie palustre sont constamment
exposees aux infections palustres. Cependant dans la majorité des cas, ces infections restent
asymptomatiques. Seule une minorité des cas évolue vers le paludisme symptomatique et
trés peu d’entre eux deviennent graves [25]. Trois eléments déterminent la pathogeénicité
du Plasmodium : le parasite lui-méme, I’hdte et I’environnement. Des interactions
spécifiques interviennent entre le parasite et 1’hote et aboutissent a diverses manifestations
cliniques du paludisme. Parmi ces interactions, nous pouvons citer : I’invasion des GR, la

fixation de GR non parasités par des GR parasités (formation de rosettes ou « Rosetting »),
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I’adhésion des GR parasités aux cellules endothéliales dans les petits vaisseaux
(Cytoadhérence), la production de toxines par les parasites comme le pigment issu de la
digestion de I’hémoglobine (hémozoine résultant de la polymérisation de 1’héme) [26],
I’acide urique[27] I’ensemble aboutissant a la libération dans 1’organisme de nombreuses

cytokines proinflammatoires comme le TNFa [28, 29].
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3.1.5.1 Invasion des globules rouges

L’invasion des GR par le Plasmodium contribue indirectement a la physiopathologie du
paludisme car elle est indispensable a 1’expansion de la population parasitaire au stade
sanguin [30]. Il s’agit d’un processus hautement spécifique, ordonné et séquentiel ne
dépassant pas 30 secondes. Le mérozoite s’attache a une hématie susceptible puis s’oriente
de maniére a apposer son complexe apical sur la membrane de I’hématie. Une invagination
se forme, a D’intérieur de laquelle s’introduit le mérozoite. Cette invagination finit par
former une vacuole parasitophore autour du mérozoite. Les molécules de surface du GR
auxquelles se fixe le mérozoite ont fait 1’objet de nombreuses recherches. Les
sialoglycoproteines ou glycophorines (GPs) spécialement la GPA et La GPB ont éte les
premiers récepteurs identifiés[31] mais on peut aussi citer le GP-C, I’antigéne du groupe

sanguin A.

Du coté du parasite, les ligands parasitaires impliqués sont 'EBA 175 (Erythrocyte
Binding Antigen), le MSP-1 le MSP-2-4/5 (Mérozoite Surface Proteins), I’AMA-1 (Apical
Membrane Antigen), les RAP1, 2, 3 (Rhoptry associated protein). Pour un individu donné
et pour une souche parasitaire donnee, la gravité du paludisme dépend intimement de la
charge parasitaire. Cette derniére est liee en partie a la capacité du parasite a infecter les
GR et a se multiplier a I’intérieur de ce dernier [32]. Des parasites isolés de patients
présentant un paludisme grave ont montré un taux initial de multiplication in vitro 3 fois

supérieur a ceux de parasites isolés de patients avec paludisme simple[32]

3.1.5.2 Rosetting

Le rosetting consiste en la fixation des GR non parasités autour d’un GR parasité mature.
Il fait intervenir des protéines parasitaires exprimées a la surface des GR parasités telles
que le PFEMP-1 et leurs récepteurs présents sur le GR comme le CD36, CR1, et certaines
lectines [33]. Le rosetting est associé a la gravité du paludisme dans plusieurs études mais

pas dans toutes.
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Tous les isolats de P. falciparum issus de 15 patients avec paludisme grave se sont montrés
capables de rosetting alors que beaucoup d’isolats issus de patients avec paludisme simple
en était incapables [34]. Le mécanisme par lequel le rosetting produit la maladie n’est pas
complétement élucidé. La formation de rosettes n’a pas été observée de fagon convaincante

in vivo.

Des expériences rigoureuse menées avec des souches de parasites produisant le rosetting
et celle ne le produisant pas dans les conditions statiques et méme de flux n’ont pas pu
prouver une augmentation du taux d’invasion des GR par les parasites induisant le
rosetting[35]. Le rosetting apparaitrait comme une expression phénotypique d’autres
propriétés du parasite comme la Cytoadhérence qui est, elle, solidement corrélée a la

gravité du paludisme.

3.1.5.3 Cytoadhérence

La Cytoadhérence est un processus dans lequel des GR parasités par des formes matures
de P. falciparum se fixent de fagcon spécifique aux cellules endothéliales des petits
vaisseaux (artérioles, capillaires et veinules post-capillaires). C’est ce qui explique en
partie 1’absence de formes matures de P. falciparum dans le sang périphérique. La
Cytoadhérence est Dl’interaction cellulaire la plus étudiées dans la pathogénese du
paludisme. Ainsi de multiples molécules présentes sur les GR parasités et les cellules
endothéliales impliquées dans ce phénomeéne ont été identifiées. Ainsi PFEMP-1 (une
protéine parasitaire de 200-350 KDa) apparait comme le plus important ligand parasitaire
impliqué dans ce phénomeéne [28, 36] . En immobilisant les globules rouges parasités dans
les petits vaisseaux, la Cytoadhérence interrompt leur circulation systémique. lls ne sont
donc pas soumis a la clairance splénique s’exercant normalement sur les globules rouges

altérés.

La Cytoadhérence expose aussi au moins une partie d’entre eux a un environnement pauvre

en oxygene, propice a leur croissance, facilitant ainsi 1I’invasion de nouveaux GR.
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En induisant ainsi I’adhérence de sa cellule hote (Ie GR) ainsi aux cellules endothéliales
des petits vaisseaux, le parasite déclenche une souffrance tissulaire. Cette ischémie locale
est le mécanisme central du neuropaludisme et de plusieurs composants de la défaillance
multiviscérale du paludisme grave [37]. Les globules rouges parasités cytoadhérant
peuvent obstruer les petits vaisseaux et déclenchent le recrutement des plaquettes et des

monocytes, I’ensemble activant les cellules endothéliales et la production de cytokines.
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3.1.5.4 Induction de cytokines inflammatoires

Certaines molécules d’origine parasitaire ont été décrites comme ayant une activité
toxinique. Parmi elles, I’hémozoine [38, 39], La Glycosylphosphotidylinositol (GPI)
incorporées aux molécules parasitaires [39-41] et 1’acide urique parasitaire [27]. La
réponse inflammatoire systémique au cours de I’acces palustre contribue a 1I’expression de
récepteurs endothéliaux inductibles comme ICAML1, ce qui amplifie la Cytoadhérence et

la séquestration cérébrale des globules rouges parasités.

3.1.5.5 Anémie palustre

La pathogénese de l'anémie palustre a P. falciparum est multifactorielle. Cependant
I'infection a P. falciparum contribue directement de fagcon importante a cette manifestation
grave. La perte des GR constitue un mécanisme important de I'anémie dans les infections
aigue a P. falciparum chez les sujets naifs [42]. Les troubles d'érythropoiese souvent
observeés au cours des infections aigue a P. falciparum jouent un réle mineur dans I'anémie
palustre[43]. 1l a été rapporté que méme un arrét complet d’érythropoiése n’entraine que
1% de perte des GR totaux de 1’organisme en 17 jours [44]. Cependant, 1’inhibition de
I’érythropoiese semble jouer un rdle prépondérant dans 1’anémie en cas de portage
prolongé a faible parasitémie [45] . L’hypersplénisme et I’hémolyse induite par les
anticorps sont considérés comme les principaux mécanismes de I’anémie chez les patients
infectés par P. falciparum dans le contexte particulier de la splénomégalie palustre hyper-
immune [45, 46].
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3.2 Généralité sur le PFEMP-1 et les genes Var

3.2.1 PfEMP-1

Les PFEMP-1, sont des protéines trés antigéniques qui sont exprimées par Plasmodium
falciparum principalement au stade érythrocytaire mature et qui sont transportées et
exposees a la surface des hématies infectées sur des protubérances appelées knobs [47].
Ces protéines ont un poids moléculaire de 200 a 300 Kda et sont codées par une famille de
genes, appelées les genes Var. Les molécules de PfEMP-1 sont composéees genéralement
de deux a huit domaines de double liaison (DBL) et de une a deux régions inter-domaines
riches en cystéine (CIDR). Ces protéines sont impliquées dans les mécanismes
physiopathologiques des manifestations graves du paludisme.

Elles ont de nombreux récepteurs sur différentes cellules de ’organisme humains
notamment les cellules endothéliales de la paroi des microvaisseaux, les héematies. La
fixation de ces ligands sur leurs récepteurs permet aux hematies infectées de se fixer sur
ces cellules avec comme conséquence :

un échappement des hématies infectées a la clairance splénique par leur immobilisation au
niveau des parois des microvaisseaux offrant au parasite un environnement propice a son
développement.

une protection des hématies infectées contre la phagocytose par la formation de rosette :
un amas de globules rouge constitué par accolement des hématies saines tout autour des
hématies infectées.

ces deux premiers phénoménes concourent a 1’obstruction des microvaisseaux entrainant

une hypoxie tissulaire dans les organes irrigués en aval.

Le PFEMP-1 est codé par une famille de genes appelés var [48, 49]. Le gene var consiste
en 2 exons et un intron. L'exon | code pour la partie extracellulaire variable de la protéine
ainsi que la région transmembranaire et I'exon Il code pour le segment terminal acide

(ATS) intracellulaire relativement conservé.

Dramane SOGODOGO These de Pharmacie

3



La partie la plus variable de la protéine est le segment N-terminal suivi d’un segment
compos¢ d’une séquence répétitive de trois types de domaine appelé cassette ; Dufty
binding-like domains (DBL-domains), Cystein-rich Inter Domaines Region (CIDR) [50].
Le mode d’arrangement des domaines DBL et CIDR dans la cassette ainsi que la qualité
de la partie NTS détermine I’habilité de la proteine PFEMP-1 a se fixer sur différents
récepteurs et donc ses propriétés immunologiques et physiopathologiques.

Plasmodium falciparum dispose d’environ 60 génes var, qui sont exprimés de fagon
exclusive au cours du cycle érythrocytaire [10], ce qui constitue un véritable mécanisme
d’évasion du systeme immunitaire par le parasite. En plus ces genes sont sujets de par leur
localisation subtélomerique sur les chromosomes a des mutations fréquentes, et

recombinaison génique favorisant I’émergence de nouveaux variant de PFEMP-1 [51, 52].

Les PfEMP-1 peuvent étre classees en trois groupe principaux (A, B, C) et deux groupes
intermédiaires (B/A, B/C), selon la nature et les positions des séquences en amont du locus
[53, 54]. Alors que la plupart des protéines PfEMP-1 du groupe B et C semblent avoir de
liaisons avec le CD36 [55] et ont tendance a étre associées au paludisme non complique et
asymptomatique [56]; les groupes A et B/A sont souvent exprimés chez les enfants atteints
de paludisme grave ; car ces variantes contiennent des domaines qui peuvent se lier aux

récepteurs de protéine ¢ endothéliale( EPCR ) [57].

3.2.2 Reécepteurs de PFEMP-1

Plusieurs récepteurs de PfEMP-1 ont été identifiés chez I’Homme tels que CD36 [58],
ICAM-1 [59], EPCR [57], CR-1[60].

3.2.2.1 CD36

Le P. falciparum adhére a I’endothélium des vaisseaux via CD36 (glycoprotéine de 88
KDa). Aussi, la thrombospondine, qui est une glycoprotéine adhésive impliquée dans de

nombreuses interactions cellule-cellule substrat a été signalée comme médiateurs de la
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cytoadhérence de P. falciparum a I’endothélium des vaisseaux et aux cellules humaines
telles que les monocytes, les plaquettes, qui sont pourvues de cette glycoprotéine adhésive
[58].

3.2.2.2 Molécule d’adhésion intercellulaire 1 (ICAM-1)

L’ICAM-1 est une glycoprotéine transmembranaire de 90 a 115 KDa, exprimée sur les
cellules endothéliales et les leucocytes[61]. Les médiateurs inflammatoires, tels que le
facteur de nécrose tumorale (TNF) et I’interleukine 1 (IL-1) entrainent une forte expression
de 'ICAM-1. Lorsqu’il est activé, les leucocytes se lient aux cellules endothéliales via
ICAM-1, surtout au niveau cérébral, ce qui entraine des manifestations séveres du
paludisme. Cependant, des polymorphismes peuvent avoir lieu au niveau de I'lCAM-1,
dont 'ICAM-1 Kilifi, qui est une mutation qui consiste au remplacement de la lysine a la
méthionine a la position 29 du géne, dont la liaison au paludisme séveére a été rapportée au
Kenya[62].

3.2.2.3 Molécule d’adhésion endothéliale plaquettaire-1 (PECAM-1) ou CD31

Le PECAM-1, encore appelé¢ CD31 est également un récepteur d’adhésion pour P.
falciparum [47]. C’est une protéine transmembranaire, qui a 150 KDa et qui est retrouvée
a la surface des plaquettes, des monocytes, des polynucléaires neutrophiles, et de certaines
cellules T. Deux polymorphismes de nucléotides de PECAM-1, L125V (rs 668 ) et S563N
(rs 12953 ) se sont révélés associes au paludisme grave en Thailande[63] et en inde[64].
Cependant, aucune association de L125V avec le paludisme grave, n’a été signalée au

Kenya[65].
3.2.2.4 Récepteur 1 du complément (CR-1) ou CD35

Le CR-1 ou CD35 est une protéine immuno-régulatrice qui se trouve a la surface des
¢rythrocytes et de la plupart des leucocytes. Cette protéine a pour fonction d’activer et de
réguler le complément [60]. Des études ont montré que CR-1 joue un role essentiel dans la

pathogenese du paludisme a P. falciparum [66], car via CR-1 les hématies infectées se lient
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aux globules rouges non infectés pour former des rosettes, ce qui conduit a I’obstruction
micro-vasculaire, donc au paludisme grave[67]. Aussi des polymorphismes de gene de CR-

1 pourraient influencer le degré du paludisme [68].

Extracellular domain (ECD)

| Polymorphic W
Head structure interdomain region

| I u

NTS DBL1 CIDR1 DBI u...:vm

CR1 CD36 ICAMA1
[ |

Domain cassettes

Figure 2 : Structure typique de la protéine PFEMP-1 indiquant les récepteurs des différents
domaines de la molécule

Source : [69]

NTS = Segment N terminal. TMD = Domaine Transmembrane. ATS = Segment Terminal
Acidique. DBL= Duffy binding-like (semblable au domaine Duffy), CIDR= Cystein-rich

Interdomain region (Région interdomaine riche en cystéine)

3.2.3 Variant PFEMP-1/VVarO

PfEMP-1/VarO est un variant de PFEMP-1 implique dans la formation des rosettes, un
phénomene associé a des signes de complication du paludisme. Ce variant a été mis en
évidence chez un clone de parasite Palo Alto 89F5 (89F5 VarO) isolé chez des singes
Saimiri sciureus [70]. Il a été rapporté que le géne VarO exprimé par les parasites 89F5
VarO présente les principales caractéristiques des genes appartenant au sous-ensemble du
groupe A/UpsA, fréquemment associé au paludisme grave chez les enfants africains [70,
71]. Cultivés dans des GR humain, les parasites 89F5 VarO expriment les variants PFEMP-
1/VarO avec les mémes phénotypes de rosetting et d’agglutination.
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Le domaine de rosetting du variant PFEMP-1/VarO a été caractérisé comme DBL1al [72]
et des recombinants de ce variant ont été produits et testés immunogéne chez la souris. Les
anticorps dirigés contre ce variant sont capable d’inhiber la formation de rosette avec des

GR infectées [73].

Les recombinants de PFEMP-1/VarO ont été utilisés dans les études de séroprévalence au
Sénégal et au Benin et ont conclus a une association entre les titres élevés d’anticorps anti

PfEMP-1/VarQO et une protection contre le paludisme [12].

3.3 Immunité antipalustre

L’immunité anti palustre a fait ’objet d’innombrables études cliniques et expérimentales
in vitro, ex vivo et in vivo tant chez I’lhomme que chez les animaux. On estime que ces
¢tudes ont contribu¢ a la compréhension de I’immunologie plus qu’elles n’ont contribu¢ a
la compréhension du paludisme.

La presque totalité des médiateurs immunologiques interviennent dans le contrble de
I’infection palustre. Des €tudes chez I’homme et chez les rongeurs ont montré que le
contrble des infections a Plasmodium au niveau du sang dépend des réponses immunitaires

tant cellulaires que humorales [74].
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3.3.1 Réponse immunitaire non spécifique contre I’infection palustre

3.3.1.1 Cytokines et immunite anti palustre

Des études cliniques, ainsi que des modeles murins de paludisme, suggérent un role
prépondérant des cytokines dans 1’initiation et le développement de la réponse immunitaire

contre le paludisme surtout au cours des primo-infections paludéennes.

Chez la souris, la résistance au paludisme est dépendante de signaux liés a la production
précoce d’IFN-y, d’IL-12 et de TNF-a (tumor necrosis factor- o) [75-78]. De méme, une
réponse IFNy robuste est associée chez I’homme a une susceptibilit¢ plus faible a
I’infection [79, 80]. Cependant 1’augmentation du niveau plasmatique de certaines
cytokines suggere leur réle dans la gravité de la maladie. C’est le cas de I’IL18 qui jouerait
également un élément important de la réponse immunitaire contre le parasite [81-83]. Les
cytokines interviennent aussi dans I’orientation de la réponse immunitaire spécifique
contre I’infection palustre soit vers une réponse humorale ou cellulaire. On peut aussi citer
le cas des cytokines IL-12p70, IL-10 qui sont augmentées dans le sérum des enfants atteints
de paludisme. Ces cytokines sont produites par diverses cellules de I’immunité innée en

réponse a différents constituants ou produit de métabolisme du parasite [84, 85].

3.3.1.2 Complément et immunité antipalustre

Les modifications du niveau des composants du complément au cours du paludisme ont
été rapportées avec des modeéles animaux. Une diminution du niveau des composants C1,
C2 et C4 a été décrit au cours du paludisme a P. lophurae chez le canard [86] de méme
que chez le singe rhésus[87]. Des études réalisées chez 1’homme ont rapporté une plus
grande réduction des taux du complément avec le paludisme cérébral comparé au
paludisme non sevére indiquant une activation de la voie classique du complément[88].
Aussi des études similaires chez les femmes enceintes atteintes de paludisme ont rapporté
une augmentation des taux de Clg, C3b C4 et C9 chez celles présentant des placentas
infectés [89]et des dépots d’IgG et de C3 dans certains placentas infectés[90].
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Le complément peut étre activé directement par des antigénes parasitaires exprimeés a la
surface des GR parasités [91]et les produits libérés lors de la rupture des schizontes comme
I’hématine[92]. Aussi différents composants relargués par le parasite comme les
mérozoites sont capables d’activer le complément par toutes les trois voies[93]. Le
complément est principalement activé par la voie classique au cours du paludisme par les
complexes antigéne-anticorps[94]. Cela peut intervenir aussi bien avec les antigénes
parasitaires libres circulant dans le plasma qu’avec des antigeénes parasitaires de surface

des mérozoites et des GR parasités.

A Circulating immune complexes B Immune complexes on parasite surface

Circulating /\C1CI binding

antigens

anti-malarial
antibodies

Y

Antibody

parasite-derived antigens

Figure 3 : lllustration des complexes immuns activant le complément
Source : Dilini Rathnayake et al, [95]

L’action du complément peut concerner différentes étapes du cycle de vie du parasite : les
sporozoites [96, 97], les mérozoite[98, 99], les stades sanguins comme les trophozoites

sanguins [91, 100], les gamétocytes[101].

3.3.1.3 ROle des cellules immunitaires non-specifiques

Presque toutes les cellules de I’immunité non spécifique jouent un role dans le controle de
I’infection palustre. Ces cellules interviennent a different stade du cycle de vie du parasite
chez I’homme a travers différents mécanismes. Elles constituent aussi la principale source

de production des cytokines impliquées dans le contrdle de ’infection.
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L’observation de granulocytes avec des pigment malariques[102], ainsi les changement
hématologique au cours du paludisme [103] témoigne du réle crucial de ces cellules dans
I’immunité anti palustre. Le role des polynucléaires neutrophiles dans la phagocytose des
mérozoites et de méme des trophozoites de P. falciparum a été décrite [104, 105] Les
mécanismes incriminés sont la cytoxicité anticorps dépendant, la production de radicaux
oxydatifs et aussi la production cytokines comme le TNF et I’IL8 mais aussi de piege

extrat cellulaire de neutrophile (neutrophil extracellular traps).

A B @ (o]
Merozoite
iRBC Leukocyte

56~  §- o0

Non-viable iRBC ~ Ruptured IRBC

wl\ntibwy ROS @ i é,‘.
FC receptor / \ o BL8
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Complement
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0S
Neutrophil @ Neutrophil

Figure 4 : Mécanismes d’action anti-Plasmodium des neutrophiles
Source : [106]

Quant au macrophage, il constitue une cellule trés importante dans la lutte contre
I’infection palustre. Il intervient par phagocytose des globules rouges infectés mediée
directement par les récepteurs de molécules parasitaires exprimées a la surface de ces GR
(PFEMP-1) comme le CD36 [107, 108] mais aussi par un mécanisme de cytotoxicité
anticorps dependant. Il constitue aussi une source trés importante de production de cytokine
comme le TNFa [109] et joue un role de présentation des anticorps pour I’initiation de la

réponse immunitaire spécifique.

On pense que les cellules T gamma delta (Ty/3) qui sont des cellules localisées au niveau
de la peau et des muqueuses participent a la réeponse innée lors de 1’infection par le

paludisme.
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Ils produiraient des cytokines pro-inflammatoires telles que I’IFN gamma, le TNF ou en
tuent des mérozoites directement avec de la granulysine cytotoxiques [110, 111]. Ces
cellules sont capables aussi d’éliminer les stades sanguines de Plasmodium en induisant
directement la mort ou par phagocytose [112]. La déplétion de souris en cellule Ty/d les
rend susceptibles a I’infection au Plasmodium berghei XAT un variant atténué de la souche
létale Plasmodium berghei NK65 [113].

Une autre étude a rapporté le role des cellules NK, qui est tres important dans la réponse
immunitaire contre le parasite. Les cellules NK du foie ont un role protecteur lors du stade
hépatique initial de 1’infection en produisant des cytokines de type IFN gamma, TNF a-

qui alertent d’autres cellules du systéme immunitaire [114].

Il a été demontré que les composants du parasite, tels que les molécules decoupées par le
glycosyl phosphatidyl inositol (GPI) et I’ADN de P. falciparum activent les macrophages
a travers les signalisations TLR1, TLR2, TLR9 respectivement [115].

3.3.2 Réponse immunitaire spécifique contre I’infection palustre

L’ immunité adaptative est initiée lorsque I’IFNYy secréte par les lymphocytes TCD4 induit
une activation optimale des lymphocytes TCD8 cytotoxiques [116], des cellules B [117],
les monocytes inflammatoires qui migrent de la moelle osseuse a la rate [118], et une
augmentation des capacités phagocytaires des macrophages[119]. Ces mécanismes
générent une réponse immunitaire splénique au parasite et une génération de cellules T et

B mémoires, ainsi que des plasmocytes et des anticorps protecteurs.

30
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3.3.2.1 Immunité spécifiques humorale antipalustre

Le role des anticorps spécifiques dans le contrdle de 1’infection palustre est illustré par de
nombreuses observations épidémiologiques, cliniques et expérimentales. En effet des titres
¢levés d’anticorps dirigés contre des antigénes plasmodiques ont été observés chez des
sujet agés vivant en zones d’endémie palustre et associés a une réduction du risque de la

maladie notamment les formes graves [120-126].

L’infection palustre induit a la fois une réponse des cellules B T-indépendantes et T-
dépendantes. Les études cliniques dans les années 1960 et dans les années 1990 ont montre
que les anticorps peuvent conférer une protection contre le paludisme : les enfants recevant
un transfert passif d’anticorps seriques provenant d’adultes vivant en zone d’endémie
palustre étaient capables de contrdler la parasitemie et la fievre mais étaient incapables
d’éliminer I’infection [127, 128].

L’immunité humorale spécifique anti palustre repose sur le mécanisme général de la
réponse immunitaire humorale basée sur la production des anticorps par les lymphocytes
B activés en Plasmocyte avec ’assistance de lymphocytes T auxiliaires. Elle est dirigée

contre des antigénes variés de différentes étapes du cycle de vie du Plasmodium.

Beaucoup d’études ont recherché les roles spécifiques des différentes sous-classes d’1gG
dans I’acquisition de I’immunité anti-palustre. Des différences substantielles dans la
distribution des sous-classes d’IgG ont été rapportées entre les individus ayant une
prémunition et ceux n’ayant pas de prémunition contre le paludisme. Les IgG1 et IgG 3
ayant une propriété cytophile sont apparues prédominantes chez les individus protégés
suggerant ainsi leurs roles importants dans la prémunition contre le paludisme clinique
[126, 129]. Il a été par la suite montre que les taux d’IgG3 spécifiques au parasite étaient
positivement corrélés a une prémunition contre les cas de paludisme contrairement au taux

d’IgG totales spécifiques du parasite [130].
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L’efficacit¢ des IgG cytophiles (IgG1 et 1gG3) dans la protection contre le paludisme
s’expliquerait par leur habilité a se fixer sur des cellules phagocytaires portant leurs
récepteurs comme les monocytes. Les IgG1l et 1gG3 opéreraient ainsi une inhibition
cellulaire de la croissance des parasites en opsonisant les GR parasités.[125, 126, 131]. Les
roles des IgM et IgE ont été rapporté dans la protection et ou la pathogenese du paludisme.
Ainsi le role des IgE dans 'immunité et la pathogenése du paludisme reste encore mal

élucidé a cause des donné contradictoires.

Certaines études ont trouvé une association entre des taux élevés d’IgE et des
manifestations graves de la maladie [132] alors que d’autres ont rapporté leurs roles dans

la protection contre le paludisme [133, 134].

La réponse specifigue humorale anti palustre semble surtout dirigée contre les formes
accessibles comme les sporozoites infectant les hépatocytes, les mérozoites infectant les

érythrocytes et aussi contre les GR infectés exprimant les antigenes parasitaires.

Les anticorps agissent a travers différents mécanismes dans la lutte anti Plasmodium
comme I’activation du complément, I’opsonisation des merozoites, sporozoites et GR
infectés induisant la cytotoxicité anticorps dépendant et 1’inhibition de 1’activité des ligands

parasitaires.

3.3.2.2 Immunite specifique cellulaire antipalustre

Les études menées chez I’homme et les souris indiquent que les cellules T CD4+ et CD8+
sont importantes pour la protection contre le paludisme [135, 136]. Les observations
cliniques suggerent que la durée de I'immunité protectrice dépend de la persistance de
I’exposition a I’antigéne. La fonction des cellules régulatrices T dans 1’infection palustre
n’a pas ¢€té totalement explorée, bien que les études chez les souris et chez ’homme
indiquent que les cellules T régulatrices sont activées pendant la réponse a I’infection
palustre et régule négativement la fonction effectrice des cellules T [137]. La déplétion des

cellules T régulatrices chez la souris in-vivo augmente I’immunité contre le paludisme.
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L’examen des échantillons sanguins humains a indiqué qu’il existe une augmentation
importante de la production de facteur transformant de croissance béta (TGF-p) et une
expansion des populations de cellules T régulatrices pendant le stade asexué de I’infection

a P. falciparum,

Ces changements sont corrélés avec des densités élevées de parasite. L’origine et les
caracteéristiques des cellules T régulatrices générées lors de la réponse a I’infection palustre
ne sont pas bien connues. En général, les cellules T régulatrices sont hétérogénes et
dérivent de différentes populations de cellules T. Au contraire des cellules T régulatrices
issues du thymus qui expriment le facteur de transcription Foxp3+, les cellules T CD4+
naives qui sont converties en cellules Foxp3+ en preésence du TGF-B peuvent étre
spécifiques d’antigene et semblent étre générées en réponse a I’infection chronique ou a

I’exposition a un antigéne a des concentrations sous-immunogeéniques.

L’inoculation avec des sporozoites provenant de moustiques infectés par le Plasmodium
pourrait déeclencher la géneération de cellules T régulatrices converties bien que cette idée

ne soit pas encore explorée [138, 139].

3.3.3 Antigénes du Plasmodium

Plusieurs composants du Plasmodium exprimés a différentes étapes de son cycle de vie
sont reconnus par les récepteurs des cellules du systéeme immunitaire spécifique (LT et LB)
de ’homme. Ces composants, essentiellement des protéines induisent des réponses
immunitaires et engendrent la production des anticorps détectables chez les individus
vivant dans des zones d’endémie palustre. Ces protéines parasitaires sont caractérisées par
leur trés grande variabilité conditionnée par leur polymorphisme et leur polygynie.

Cette grande variabilité constitue 1’un des grands défis pour le développement de vaccin

efficace contre le paludisme. Ainsi on peut citer :
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- les antigenes du stade pré-érythrocytaire : plusieurs antigénes du stage pré-
érythrocytaire ont été decrits notamment, TRAP (thrombospondin-related adhesive
protein) ; LSA-1 (Antigene du stade hépatique 1) ; LSA-3 ; SALSA (Sporozoite et antigéne
du stade hépatique) ; STARP (Sporozoite thréonine et asparagine rich protein) et EXP-1
(Antigéne exporté 1).

- les antigéenes du stade érythrocytaire : Ils sont connus sous le nom d’antigenes variants
de surface (VSA) a cause de leur trés grande variabilité. Les plus étudiées sont :
Plasmodium falciparum protéines membranaires érythrocytaires 1 (PfEMP-1), Famille
entrecoupée repétitive (RIFIN), Cadre de lecture ouvert variable sous-télomérique
(STEVOR), Famille de genes intercalés associes a la surface (SURFIN), protéine riche en
histidine associée aux protubérances (KAHRP), protéine de surface mérozoite (MSP) 1 et
2, Antigéne 1 de la membrane apicale (AMAL), protéine circum sporozoite (CSP) et

protéines riches en glutamate (GLURP) ;

- les antigenes du stade gamétocytaire : plusieurs antigenes du stage sexuel du
Plasmodium ont été décrits. Ces antigenes sont particulierement intéressants pour le
développement de médicaments et de vaccins bloquant la transmission. On peut citer
Pfs48, Pfs27, Pfs45 et Pfs230
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3.3.4 Mécanismes d’échappement immune du Plasmodium

De facon innée sous la pression du systeme immunitaire, le Plasmodium développe des
mécanismes de survie encore appelés mécanismes d’échappement au systéme immunitaire
de I’hote ou mécanismes d’évasion immune. Ces mécanismes permettent aux parasites de
subsister longtemps dans un environnement hostile crée par le systeme immunitaire de

I’hote. Plusieurs stratégies sont utilisées par différentes espéces de Plasmodium.

3.3.4.1 Variation antigénique

Chez certaines especes de Plasmodium comme P. falciparum et P. knowlesi, la variation
antigénique a été decrite au fil des cycles successifs du parasite pendant la phase sanguine
[140, 141]. Elle se manifeste sur plan immunologique par I’inefficacité des anticorps
préalablement synthétisés contre les parasites et par I’apparition de nouveaux anticorps. En
effet certaines protéines parasitaires de la phase sanguine dont le chef de fil est la PFEMP-
1 sont codées par des complexes de génes dont les expressions sont exclusives. Le choix
de I’expression d’un géne du complexe au cours du cycle de vie est aléatoire ce qui a
comme conséquence une variation dans la structure des protéines (antigénes) exprimees.
Cette variation apparait donc comme un mécanisme d’adaptation face a la pression immune
de I’hote. En fait, ce mécanisme d’évasion a une portée limitée in vivo puisque I’hote
vacciné avec un variant déclenche une immunisation contre les autres variant du parasite
[142, 143].

3.3.2.2. Localisation intracellulaire

La plus grande partie du développement du Plasmodium chez son hote se fait a I’intérieur
des cellules. Les formes intrahépatocytaires semblent relativement protégées puisqu’on a
pu mettre en évidence chez P. vivax des formes latentes du parasite, les hypnozoites [144],
susceptibles de déclencher des rechutes. La localisation intraérythrocytaire semble
beaucoup moins efficace comme moyen d’évasion. Le parasite exprime, en effet, certains
de ses antigenes a la surface du GR, se signalant ainsi immanquablement aux cellules

immunocompétentes.
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Cependant I’absence de molécules du complexe majeur d’histocomptabilité sur les GR
pourrait constituer une entrave au développement de la réponse immunitaire cellulaire des
TCDB8+ contre la phase intraérythrocytaire, la reconnaissance des antigénes par les LTCD8
étant CMH-1 restreinte.

3.3.2.3. Esquive du systeme immunitaire

A travers les phénomenes de cytoadhérence et de rosetting médiés par les protéines
parasitaires notamment les molécules de PFEMP-1, Plasmodium falciparum et Plasmodium
knowlesi esquivent les phénomeénes de rétention splénique et de phagocytose de cellules

phagocytaires [145].

Les globules rouges parasités expriment a leurs surfaces des protéines parasitaires qui
jouent un role trés important dans la survie du parasite. En effet, ces protéines agissent
comme des ligands qui en se fixant sur les récepteurs sur différentes cellules de I’hote
humain notamment les cellules endothéliales des microvaisseaux permettent aux GR
parasités de s’immobiliser au niveau des parois des microvaisseaux sanguines, un
environnement favorable au développement optimal des parasite [146]. Par ce phénomene
appelé cytoadhérence, les parasites évitent ainsi d’étre entrainées dans la pulpe rouge de la
rate ou ils sont sujets a la rétention splénique et a la phagocytose par les macrophages. Ces
ligands parasitaires ont aussi des récepteurs sur le globule rouge sains qui médient
I’accolement de nombreux globules rouges autour des globules rouges parasites
aboutissant a la formation de rosette [147]. Ce phénomene appelé rosetting protege les
globules rouges parasités de 1’attaque du systéme immunitaire et permettent aux merozoites
issus de la rupture des schizontes ainsi enrobés par les GR ont plus de chance d’en pénétrer

avant de subir I’action du systéme immunitaire.
3.3.2.4. Dysfonctionnement de la réponse immune de I’hote

Le paludisme entraine de profondes perturbations de la réponse immune de I’hote,
favorisant la survie du parasite. Parmi ces perturbations, 1I’immunodépression et

I’activation polyclonale des lymphocytes B jouent un role majeur.
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L’immunodépression porte sur la réponse humorale et cellulaire a des Ag palustres aussi
bien qu’a des Ag ubiquitaires. Son degré est variable selon les modeles expérimentaux,
I’espéce plasmodiale en cause et la charge parasitaire [148]. De nombreux mécanismes ont
été recensés in vitro pour expliquer 1’inhibition du systéme immunitaire par le Plasmodium
; la défection de la fonction macrophagique [149-151], stimulation des lymphocytes T
suppresseurs [152], I’intervention de facteurs sériques immunodépresseurs, notamment, un
facteur soluble d’origine parasitaire stimulerait I’activation des Lymphocytes T qui reglent
la coopération Lymphocyte T — Lymphocyte B [153-155]. Le dysfonctionnement de la
réponse immune de 1’hote [156, 157].

Cette activation polyclonale, en diluant ou en déviant la réponse immunitaire a 1’infection
palustre, favoriserait la survie du parasite. Les mécanismes d’évasion mis en jeu par le
Plasmodium entrainent donc un dysfonctionnement de la réponse immune en inhibant ou

en emballant les mécanismes regulateurs.

D’autres mécanismes s’opposent au role des cellules T dans le développement de
I’immunité antipaludique. En effet, 1'une des caractéristiques de l’infection par le
paludisme est I’incapacité de générer une immunité protectrice acquise. Cela est causé par
plusieurs facteur : le développement insuffisant des lymphocytes T mémoires et leur mort

programmeée [158], la diversité génétique du parasite qui perturbe le systéme immunitaire.

Pendant I’infection, les acides nucléiques et leurs métabolites sont libérés des cellules
mortes et induisent des réponses inflammatoires et réparatrices [159]. Parmi ces
métabolites libéreés, il y a I’adénosine triphosphate (ATP) qui s’accumule dans les globules
rouges infectés et libérés dans le milieu extra cellulaire a travers les canaux ioniques des
membranes erythrocytaires [160]. En effet le récepteur P2X7 de I’ATP présente a la
surface des cellules T leur permet de détecter I’ATP environnemental. L’activation
transitoire des P2X7 entraine la formation d’un canal cationique qui permet 1’afflux de
calcium induisant la formation de pores transmembranaires de grande taille donc une perte

de I’intégrité de la membrane et la mort des lymphocytes T[161].
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Figure 5 : lllustration de la réponse immunitaire anti-palustre

Source : Laboratoire d’immunogénétique et parasitologie du MRTC/USTTB, 2022

3.4 Hypothese d’Haldane

Haldane est I’un des trois fondateurs de la génétique populationnelle. Il est surtout connu
pour avoir le premier suggere que les maladies pourraient constituer un facteur d’évolution

du génome humain.

Plus de 60 ans aprés I’hypothése de Haldane, des preuves épidémiologiques de la
protection que conferent certaines hémoglobinopathies contre le paludisme ont éte
rapportées par plusieurs études de terrain. Le paludisme est aujourd’hui considéré comme
la plus grande force sélective dans 1’histoire évolutive récente du génome humain [162]. |1
serait I’artisan principal de la sélection des variants structuraux de la géne de la beta
globine, telles que HbS, HbC [163, 164]. Ainsi, pendant plus de 10.000 ans, le paludisme
a eu comme conséquence, la sélection de centaines, voire de milliers de variants géneétiques

qui conférent un certain degré de protection contre les formes mortelles de la maladie [165].
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3.5 Protection antipaludique conférée par les hémoglobinopathies : Données
épidémiologiques (cas de HbS et ’HbC)

3.5.1 Hémoglobine S et le paludisme

Beet a eté le premier a observer en Rhodesie du nord le lien entre le paludisme et la
drépanocytose, car ses observations montraient que les parasites du paludisme étaient
moins fréquents dans le sang des sujets ayant le trait drépanocytaire[166]. Ensuite, Allison
a rapporté que les personnes ayant le trait drépanocytaire développaient un paludisme
moins fréquent et moins sévere que les personnes normales[167]. Allison observa le
premier des 1949 qu’il y avait une fréquence ¢€levée du trait drépanocytaire HbAS (au
moins 20%) dans les populations vivant prés des zones c6tiéres Kenyanes et autour du lac
victoria a I’opposé d’une faible fréquence de 1’hémoglobine S sur les autres terres ou le
paludisme n’existe pas. Il proposait alors que le trait drépanocytaire conférait un certain

degreé de protection contre le paludisme a Plasmodium falciparum.

Pour mettre en évidence cette hypothése, il étudia chez les enfants de 4 mois, chez lesquels
la morbidité et la mortalité du paludisme sont trés grande et trouva que les enfants
drépanocytaires ougandais de cette classe d’age avaient une faible prévalence du
paludisme, comparés a ceux ne portant pas ce trait drépanocytaire et avaient une

hémoglobine normale A[168].

Cette observation a été confirmée dans plusieurs régions Africaines, et les manifestations
potentiellement létales du paludisme (atteinte cérébrale et 1’anémie Sévere) sont rares
chez les sujets avec traits drépanocytaires [169, 170]. De fagons générale, I’HbAS est
associée a pres de 50% de réduction de risque de faire un épisode de paludisme non
compliqué, cette réduction pouvant atteindre jusqu’a 80% concernant le paludisme grave
ou compliqué[171, 172]. En plus de la réduction du risque de paludisme chez les sujets
HbAS, une étude a rapporté qu’il y a un retard de plus de 30 jours dans ’apparition du
premier épisode de paludisme chez eux, au cours d’une saison de transmission, comparé a

un groupe témoins HbAA vivant dans les mémes conditions d’exposition au paludisme|[6].
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Il a été aussi rapporté dans une étude au Mali en 2015 qu’il y a une réduction de 150

parasites/microlitre de la parasitémie chez les sujets HbAS comparés aux sujets HbAA [7].

3.5.2 Hémoglobine C et paludisme

Le lien entre le paludisme et la drépanocytose a été décrit pour la premiére fois au Mali
chez les Dogons, une population caractérisée par une forte prévalence d’HbC. En effet, il
a été démontré que dans cette population que les sujets porteurs d’HbC présentaient 29%
de moins de risque de faire un neuropaludisme que les sujets normaux HbAA. Dans cette
étude aucun des 7 sujets HbCC inclus n’a développé de neuropaludisme[163]. Apres
Modiano a confirmé ces résultats dans une étude réalisée au Burkina Faso dans laquelle il
a rapporté que I’HbAC et ’'HbCC étaient respectivement associées a 29% et 93% de
réduction de risque de paludisme[164].Cependant, May et ses collaborateurs avaient
rapporté que la protection conférée par I’HbC contre le paludisme, concernait seulement le
neuropaludisme et non les autres aspects du paludisme comme le paludisme simple ou
I’anémie sévere palustre[169]. Dans une autre étude menée au Mali chez les enfants de 0
a 6 ans, 1l a été rapporté que I’HbC réduisait de 183 jours le temps médiant que passaient

les enfants sans paludisme comparé a ’'HbAA [173].

3.6 Meécanismes identifiés ou suspectés dans la protection Conférée par les

héemoglobinopathies contre le paludisme

La cytoadhésion et la formation de rosettes de P. falciparum conduisent au paludisme
grave. Ces deux phénomenes sont induits par le PFEMP-1 codée par le parasite et qui est
exprimée a la surface des globules rouges matures infectés [174]. Cependant, il a été
rapporté que les polymorphismes de globules rouges, HbS et HbC peuvent protéger contre
le paludisme grave par une diminution du phénomene de Cytoadhérence et de rosetting et
que cette réduction pourrait étre médiée par une faible expression de PFEMP-1 a la surface

des globules rouges infectés [175, 176].
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Aussi, d’autres hypothéses ont été rapportées pour les trois hémoglobinopathies dont
I’inhibition de la croissance du parasite dans les globules rouges et la phagocytose précoce
et accélérée des globules rouges infectés par le P. falciparum. Ces hypothéses sont basées
en grande partie sur la faible stabilité de ces variant hémoglobiniques qui entrainerait un
vieillissement précoce des globules rouges[177].

Il semblerait que ces variant Hémoglobiniques soient beaucoup plus susceptibles au stress
oxydatifs, que le produit de dégradation de I’hémoglobine (Hémichromes), se déposerait
a la face interne de la membrane des globules, altérant ainsi les protéines membranaires,
ce qui conduirait a une opsonisation de ces hématies infectées et donc leur élimination par
le systeme des phagocytes mononuclés[178, 179]. Cette élimination précoce s’oppose a un
développement parasitaire complet a I'intérieur des globules rouges. La phagocytose
précoce des globules rouges infectés par P.falciparum a été décrite in vitro avec des
globules rouges des sujets a- thalassémiques[180], HbC [181], HbAS. Le role de
I’immunité humorale acquise spécifique a été aussi décrit dans la protection des sujets
HbAS et HbC [181]. Cependant, plusieurs études ultérieures n’ont pas confirmé ces
observations [182, 183].
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4 METHOLOGIE

4,1 Cadre et site d’étude

L’étude s’est déroulée dans le village de Kénieroba, situé dans la commune rurale de
Bancoumana (cercle de Kati) a environ 73 km au sud-ouest de Bamako, la capitale du Mali.
Le paludisme y est saisonnier et la période de sa haute transmission s’étend de juin a
décembre avec des pics observes en Juillet et en Octobre. Les participants a cette étude
étaient inclus dans le cadre d’un projet de recherche sur le paludisme a P. falciparum congu
et mise en ceuvre en partenariat avec des chercheurs de 1’institut National des allergies et
des maladies infectieuses (NIAID/NIH) des Etats-Unis d’Amérique et 1’Université des

Sciences, des Techniques et des Technologies de Bamako (USTTB).

8°20'20"'W 2L 8°19'40"W

@ Sites d'etude Zone Saharienne A
— Route Zone Sahélienne

[ ]Limite région T
I Cours d'eau B Zone Préguinéenne
0 0,25 0,5 0,75 1 Km

Source: ICERMali GIS, Mars 2020

Figure 6 : Représentation cartographique du village de Kéniéroba
Source : ICER-Mali GIS, mars 2020
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Figure 7 : Plan de masse des trois villages d’étude dans la commune rurale de Bancoumana
Source : Unité GIS MRTC/FMPOS.

4.2 Type d’étude

Nous avons mené une étude de cohorte sur une saison de transmission.

4.3 Période d’étude

L’étude s’est déroulée pendant la saison de transmission de mai 2011 a décembre 2011.

4.4 Population d’étude

La cohorte était constituee des enfants de 4 a 13 ans choisis au sein des participants a une

étude plus globale portant sur I’immunité innée et acquise au paludisme a Kéniéroba.

4.5 Echantillonnage

La cohorte était constituée de tous les sujets HbAS et HbAC disponibles répondant aux
critéres d’inclusion ci-dessous cités aux quels étaient appariés des sujet HbDAA en fonction
de I’age et du sexe. Chaque sujet HbAS ou HbAC inclus dans la cohorte était appariés a

un ou deux sujets HbAA répondant aux critéres d’inclusion.
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4.6 Critéres d’inclusion

Nous avons inclus dans cette étude tous les enfants répondant aux criteres suivants :

v’ accepter de participer a 1’étude qui est attesté par le consentement libre et éclairé des
parents ou des tuteurs de I’enfant,

v' résider dans le village de Kéniéroba pendant la période de 1’étude,

v’ étre agé de 4 a 13 ans.

4.7 Criteres de non-inclusion

Nous n’avons pas inclus dans cette étude les enfants qui étaient dans des conditions les
rendant incapable de suivre le protocole comme les maladies psychiatriques, hémophilies,

etc.

4.8 Variables mesurées

Les variables suivantes ont été mesurées :
v" variables sociodémographiques : 1’age, le sexe et I’ethnie
v' variables biologiques : le type d’hémoglobine, le groupe sanguin ABO et les titres

d’anticorps anti-PfEMP-1/VarO, la parasitémie.

4.9 Collecte des données

Les données ont été collectées sur les formulaires de report de cas (CRF) contenant trois
sections : identification, données cliniques, et donnéees de laboratoires. Un contrdle de
qualité par comparaison des donnees cliniques et parasitologues était effectué a la fin de

chaque journeée de travail afin de corriger les incohérences avant la validation.
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4.10 Techniques de laboratoire utilisees

Les participants inclus dans 1’étude ont fait I’objet d’un prélévement sanguin au bout du
doigt et d’un prélévement sanguin veineux pour le dosage des différents parametres. Ainsi,

nous avons effectue les analyses suivantes :

- La détermination du type d’hémoglobine par 1’appareil D-10 de Bio-Rad dont le
principe est basé sur la chromatographie liquide a haute performance [184].

- Le groupe sanguin ABO a été déterminé suivant le test d’agglutination en utilisant des
Kits commerciaux a base d’anticorps monoclonaux [185].

- Le diagnostic biologique du paludisme (recherche de I’hématozoaire du paludisme) a
été fait par la technique de la goutte épaisse (GE).

- Le dosage des anticorps anti-PfEMP-1/VarO par la méthode ELISA : Chaque
aliguote de plasma a été testé en duplicata par méthode Immuno-enzymatique ELISA (test
immunoadsorbant enzymatique sur support solide) contre une protéine recombinante
d’antigéne PfEMP-1/VarO.

Toutes les techniques sont décrites dans la section annexe.

4.11 Gestion et analyse des données

Les données ont eté saisies sur Microsoft Excel 2013 et analysées avec le logiciel
SPSS version 25.0. Les résultats ont été présentes sous forme de tableaux et de figures. Le
test de khi2 de Pearson a été utilisé pour comparer les variables catégorielles. Le test de
régression linéaire a été utilisé pour déterminer la corrélation entre le nombre d’épisode
palustre, 1’age et le titre d’anticorps anti-PFEMP-1/VarO. Le seuil de signification

statistique a eté fixé a 5%.
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4.12 Définition opeérationnelle

La séropositivité au PFEMP-1/VarO a été définie comme tout échantillon ayant une densité
optique supérieure a 5 fois la densité optique du témoin négatif testé sur la méme plaque a
I’ELISA.

4.13 Considérations éthiques

L’étude a été approuvée par le comité d’éthique de la FMPOS de I’université de Bamako
ainsi que par la commission de révision institutionnelle de I’Institut National des allergies
et des maladies infecticuses des Etats unis d’Amérique (NIAID/NIH).Un consentement
éclairé a etée obtenu des parents ou tuteurs de chaque participant a 1’étude. Sur le terrain,

les autorités administratives et coutumieres ont été informees de tous les aspects de 1’étude.

4.14 Déroulement de I’étude

Un consentement individuel éclairé et libre était obtenu aupres du parent/tuteur pour
chaque participant de 1’étude, et une copie du consentement était remise au parent/tuteur.
A I’inclusion, un aliquote de plasma était collecté a chaque participant au début de la saison
de transmission (mai 2011). Les plasmas étaient gardés a -80°C jusqu’au moment de
I’utilisation. Les parents et tuteurs des enfants étaient activement encouragés a amener les
enfants présentant des signes de paludisme au centre de santé de Kéniéroba ou une équipe

médicale assurait la permanence pendant les saisons de transmission du paludisme.

Pour chaque enfant regu en consultation, un interrogatoire suivi d’un examen physique était
réalisé. Cela nous a permis de recueillir les données cliniques sur un formulaire de report

de cas. Un prélevement sanguin était par la suite réalisé pour la goutte épaisse.

Pour chaque cas confirmé de paludisme, une combinaison thérapeutique a base
d’artémisinine (artésunate + amodiaquine) était administrée a 1’enfant. En cas de
complications nécessitant des actions thérapeutiques particuliéres, les patients étaient

référés a Bamako pour une meilleure prise en charge.

46
Dramane SOGODOGO These de Pharmacie j



Organigramme du travail

Cohorte de 1500 sujets
(0,5-17ans vivant a Kéniéroba)
Type d’hémoglobine
Génotype G6PD
Statut a Thalassémie
Groupe sanguin ABO

\ 4

Sous-cohorte de 230 sujets

e 72 HbAS

e 29HbAC

e 129 HHAA

e Appariement HbAS et HbAC avec des
e HbAA en fonction de I’age et du sexe

Détection passive des cas de paludisme au
au cours de la saison de transmission par
I’équipe médicale (Mai 2011- janvier 2012)

l

Collecte de plasma en Mai 2011, début de
Saison de transmission (192 échantillons)

l

Dosage Anticorps anti-PfEMP-1/VarO
(ELISA)

Titre d’anticorps

Nombre d’épisodes de paludisme
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5 RESULTATS

5.1. Résultats globaux

Au total, nous avons enr6lé 230 enfants agés de 4 a 13 ans avec un sexe ratio de 1,03 en
faveur du sexe masculin. La tranche d’age de 6 a 13 ans était la plus représentée (76,1%)
suivie des moins de 6 ans (23,9%). Le type d’hémoglobine (AA/AC) était majoritaire avec
(68,7%) et le groupe sanguin O représentait (44,3%). Parmi les 192 participants testés au
anticorps anti-PfEMP-1/VarO, 153 ont été positif soit 79,7%.

5.2. Résultats descriptifs

Tableau 2 : Repartition des participants en fonction du sexe

Sexe Effectif Pourcentage
Masculin 117 50,9
Féminin 113 49,1

Total 230 100

Le sexe masculin et féminin étaient presque comparable dans notre échantillon avec

respectivement 50,9 % et 49,1% soit un sexe ratio de 1,03 en faveur du sexe masculin.
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Tableau 3 : Répartition des participants en fonction des tranches d’age

Tranche d’age Effectif Pourcentage
435 ans 55 23,9
6al3ans 175 76,1

Total 230 100

La tranche d’age de 6 a 13 ans était la plus représentée (76,1%).
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Figure 8 : Répartition des participants en fonction de I’ethnie

Notre échantillon était presque composé de Malinkés (94,3%). Les autres ethnies
représentées étaient les Bambara (3,0%), Peulh (1,7%) et les Sarakolé (0,9%).

Dramane SOGODOGO Thése de Pharmacie

E



Tableau 4 : La fréquence du paludisme chez les participants a Kéniéroba

Paludisme Effectif Pourcentage
Oui 146 63,5
Non 84 36,5

Total 230 100

Plus de la moitié de nos participants ont manifesté le paludisme au cours de la saison
d’étude soit 63,5%.
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Tableau 5 : Répartition des participants en fonction du type d’hémoglobine

Type d’hémoglobine Effectif Pourcentage
AA+AC 158 68,7
AS 72 31,3
Total 230 100

Le trait drépanocytaire (HbAS) était retrouvé chez 31,3% de nos participants
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5.3 Reésultats analytiques

Tableau 6 : Relation entre le type d’hémoglobine et le nombre d’épisode palustre

HbAS HbAA + HbAC
Nombre d’épisode n (%) n(%o) P
Zéro épisode 36 (50,0) 48 (30,4) -
1 épisode 24 (33,3) 50 (31,6) 0,08
2 épisodes et plus 12 (16,7) 60 (38,0) 0,0002
Total 72 (100) 158 (100)

La moitié des sujets HbAS n’ont pas fait d’épisode du paludisme contre seulement 30,4%

des sujets présentant autres types d’hémoglobine. Le nombre de sujet ayant fait plus d’un

épisode de paludisme était significativement plus faible chez les sujets HbAS par rapport

aux autres sujets. (p=0,0002).
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Tableau 7 : Relation entre le type d’hémoglobine et ’avenement du paludisme

HDbAS HbAC + HbAA

Paludisme n (%) n (%) Total
Oui 36 (24,7) 110 (75,3) 146 (100)
Non 36 (42,9) 48 (54,1) 84 (100)

Total 72 158

RR=0,58, I1C 95% = [0,40-0,83], p = 0,004

Le type d’hémoglobine était associé a une réduction de 42% du risque d’avénement
palustre chez les sujets AS.
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Tableau 8 : Le nombre d’épisode palustre dans les différentes classes d’age

4a5ans 6 al3ans
Le nombre d'épisode n (%) n (%) p
Zéro épisode* 8 (14,5) 76 (43,4) -
1 épisode 15 (27,3) 59 (33,7) 0,02
2 épisodes et plus 32 (58,2) 40 (22,9) <10
Total 55 (100) 175 (100)

Le nombre d’épisode palustre observé chez les enfants au cours de la saison de

transmission variait significativement d’une tranche d’age a 1’autre. Seul 23% des sujets

de 6 a 13 ans avait fait plus d’un épisode de paludisme contre 58% des sujets 4 a 5 ans

(p<10®). Ce pourcentage était respectivement de 33,7% et 27,3% (p = 0,02) concernant

I’avénement d’un seul épisode de paludisme.
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Tableau 9 : Relation entre I’avénement du paludisme et ’4ge

4a5ans 6 a 13 ans
Paludisme n (%) n (%) Total
Oui 47 (32,2) 99 (67,8) 146 (100)
Non 8 (9,5) 76 (90,5) 84 (100)
Total 95 175 230

RR=0,29 1C=95% [0,14 - 0,59] p = 0,001
La tranche d’age était associée a une réduction de 71% du risque d’avenement palustre

chez les sujets de 6 a 13 ans (p < 0,0001).
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Figure 9 : Corrélation entre le titre d’anticorps anti-PfEMP-1/VarO et le nombre
d’épisode palustre enregistré
Nous avons observe une corrélation faible entre le titre d’anticorps anti-PfEMP-1/VarO et

le nombre d’épisode palustre enregistré (r = 0,15 ; p = 7,9 10°).
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Figure 10 : Corrélation entre le titre d’anticorps anti-PfEMP-1/VarO et I’Age

Nous avons observé une corrélation faible entre le titre d’anticorps anti-PfEMP-1/VarO et
l’age (r=0,28 ;p=7,910°).
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Tableau 10 : Relation entre le groupe sanguin et I’avenement des épisodes palustre

Autres groupes Groupe O

Episode palustre n (%) n (%) Total
Oui 64 (43,8) 82 (56,2) 146 (100)
Non 38 (45,2) 46 (54,8) 84 (100)
p=0,8

Nous n’avons observé aucun lien statistiguement significatif entre le groupe sanguin et

I’avénement des épisodes palustres (p = 0,8).
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Tableau 11 : Relation entre le statut immun anti-PfEMP-1/VVarO et I’avénement des

épisodes palustre.

Statut immun anti- Paludisme Non Paludisme Oui
PfEMP-1/VarO n (%) n (%)
Négatif 6 (8,6) 33(27,0)
Positif 64 (91,4) 89 (73,0)
Total 70 (100) 122 (100)

RR =0,37; 1C95% [0,17-0,79] ; p = 0,002

Le statut immun anti-PfEMP-1/ VarO était associé a une réduction de 63% du risque

d’avénement du paludisme au cours de la saison de transmission.
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6 COMMENTAIRES ET DISCUSSION

Cette ¢tude entre dans le cadre d’un projet de recherche sur le paludisme a P. falciparum,
menée par le MRTC/FMOS-FAPH/USTTB en collaboration avec le NIAID/NIH des Etats
Unis d’Amérique. Elle visait a étudier I’'immunité innée et acquise au paludisme dans le
village de Kéniéroba. Le village de Kéniéroba a été choisi du fait de sa situation
géographique. Il se trouve dans une zone d’endémie palustre saisonniére longue de juin a
octobre. Le village possede également une riche expérience dans la participation a des

études de recherche biomédicale, facilitant ainsi leur adhésion au projet de recherche.

L’étude a concerné les enfants agés de 4 a 13 ans dont les parents ou tuteurs ont donné leur
consentement libre et éclairé. Nous n’avons pas pu inclure les enfants de moins de 4 ans
dans 1’¢tude a cause du caractere contraignant de 1’étude originale qui exigeait des
prélevements fréquents. Les sujets de plus de 13 ans n’ont pas été inclus dans 1I’étude pour
minimiser 1’effet confondant de la protection acquise liée a 1’age. En effet, le village de
Kéniéroba étant situé¢ dans une zone d’endémie palustre, les sujets &ges pourraient y

acquerir de fagon précoce une immunité protectrice contre le paludisme avec I’age.

6.1 Données descriptives

Au total 230 enfants ont été inclus dans notre étude. La majorité des enfants (76,1%) était
de la classe d’age de 6 a 13 ans tandis que ceux de 4 a 5 ans ne représentaient que 23,9%
(tableau 3). Le sexe ratio était de 1,03 en faveur du sexe masculin (tableau 2) et la majorité
de nos participants était des malinkés (94,3%) (Figure 8). Notre échantillonnage était assez
homogene sur le plan du genre ainsi que de 1’ethnie éliminant donc les effets confondants
pouvant étre liés a ces deux facteurs. Plus du tiers des participants de notre cohorte n’ont
présenté aucun cas de paludisme clinique au cours de la saison de transmission soit 36,5%
(tableau 4).
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6.2 Données analytiques

Depuis I’hypothése d’Haldane, les effets de protection contre le paludisme de plusieurs
polymorphismes du GR ont été testes par plusieurs auteurs. Ces différentes études ont
concerné plusieurs aspects de la protection contre le paludisme allant de la protection
contre I’infection asymptomatique a la protection contre les manifestations graves en
passant par une réduction de I’incidence palustre. Nous avons trouve que I’HbAS était
associée a une réduction de 42 % de risque d’aveénement du paludisme au cours de 1’étude
(p=0,004) (tableau 7). L’effet de protection de I’HbAS contre les formes graves du
paludisme allant du neuropaludisme a 1’anémie grave a été rapporté par des études sur le
paludisme [169]. Concernant les épisodes palustres non compliques, de multiples études
ont décrit une réduction du risque chez les HbAS [186-188]. En revanche, les études du
portage asymptomatique de P. falciparum chez les sujets HbDAS comparé au sujets HbAA
ont donné des résultats contradictoires. Quelques études ont rapporté des prévalences plus
faibles du portage asymptomatique chez les sujets HbAS [168, 189, 190]. Les mecanismes
par lesquels ’HbAS protége contre le paludisme restent toujours non completement
élucidés.

Au cours du dernier demi-siécle, plusieurs mécanismes probables ont été suggéres pour
expliquer la protection conférée par le portage de I’HbS (a 1’état hétérozygote) ou trait
drépanocytaire contre le paludisme. La plupart de ces hypotheses sont basés sur les
propriétés intrinséques de I’HbS et n’expliquent pas de fagon exhaustive les aspects
expérimentaux, cliniques et épidémiologiques de cette protection. La protection des sujets
HbAS semble donc résulter d’une synergie d’action de divers mécanismes indépendants
imputables a I’interaction entre le parasite et le GR d’une part, et a I’interaction du GR
parasité avec son environnement d’autre part. Parmi les mécanismes suggérés on peut citer,
la falciformation des GR infectés circulants[191] L’inhibition de la croissance des parasites
dans les GR HbAS [192], une induction de la tolérance a P. falciparum [193].
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Dans notre étude, le nombre d’épisode palustre variait significativement d’une tranche
d’age (4 a 5 ans) a 'autre (6 a 13 ans) (tableau 8). En effet dans les zones d’endémie
palustre, 1’exposition naturelle continue des enfants aux différents antigenes du
Plasmodium booste la production des anticorps correspondants. Ces anticorps protégent
contre I’incidence palustre et surtout les manifestations graves du paludisme. Cette
immunité n’empéche pas I’infection asymptomatique et parfois méme des épisodes de

paludisme simple.

La capacité des érythrocytes infectés par P. falciparum a se lier aux érythrocytes non
infectés (rosetting) est associée a un paludisme grave chez les enfants africains. Le
rosetting est initié par un sous ensemble du variant des antigenes des surfaces PFEMP-1

ciblés par des réponses anticorps protecteurs.

Notre étude a révele une reduction de 63% du risque d’avénement des épisodes palustres
chez le sujet immuns au PfEMP-1/VarO (tableau 11). Cette observation corrobore avec
celle de Wigan-Womas et collaborateur au Senégal et au Benin rapportant que des titres
élevés des anticorps anti-PfEMP-1/VarO étaient associeés a une réduction du risque de
paludisme grave au bénin et ils ont rapporté que les adultes avaient un titre d’anticorps
anti-PfEMP-1/VarO légérement plus élevés que les enfants.[12] . Ils ont également observé
des réponses anti--PfEMP-1/VarO beaucoup plus faible chez les enfants atteints de

paludisme clinique par rapport aux sujets asymptomatiques.

De fagcon générale, nous avons observe de corrélation entre les titres moyens d’anticorps
anti-PfEMP-1/VarO et le nombre d’épisode palustre (figure 9), témoignant du réle de
protection de ces anticorps contre le paludisme clinique. Une induction précoce et une
amplitude plus large de I’'immunité acquise ont été décrites comme un mecanisme possible
pour la protection conférée par le trait drépanocytaire [120, 194, 195]. Cette hypothese
suggere que le trait drépanocytaire protége a travers 1’acquisition de I’immunité acquise.
Ainsi avons-nous dans cette étude exploré les liens entre 1’acquisition des anticorps anti-
PfEMP-1/VarO et le portage de ce trait génétique. Nos données n’ont décelé aucune

association significative entre ces deux parametres.

Dramane SOGODOGO These de Pharmacie

3



Cette observation n’est donc pas en faveur de I’hypothése suscitée. Le trait drépanocytaire
protegerait donc contre le paludisme par un mécanisme different de ceux des anticorps anti

palustres.
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7 LIMITES DE NOTRE ETUDE

Notre étude s’est intéressée uniquement sur les protections conférées par le trait
drépanocytaire et les anticorps anti-PfEMP-1/VarO chez les enfants agés de 4 a 13 ans.
Nous n’avons pas inclus les enfants de 0 a 4 et les plus de 13 ans qui peuvent étre source
de biais vu la susceptibilité accrue des enfants de moins de 5 ans au paludisme. Une étude
ayant une taille d’échantillon plus importante prenant en compte les différentes formes
clinigues du paludisme apporterait une conclusion plus robuste par rapport a notre étude.
En plus une étude élargie aux anticorps dirigés contre d’autres antigénes du parasite

apporterait ¢galement plus d’informations.
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8 CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS

8.1. Conclusion

Au terme de notre étude, il ressort que le portage de I’HbAS et le statut immun anti-PfEMP-
1/VarQ étaient associés a une reduction importante de risque d’événement du paludisme
dans la population d’étude. Nous n’avons pas observé de liens entre le portage de ’HbAS
et le statut immun anti PFEMP-1/VarO. Nos résultats suggerent que les anticorps anti-
PfEMP-1/VarO ne sont pas responsables de la protection conférée par le trait

drépanocytaire.

8.2. Recommandations

A la fin de notre étude et au vu de nos résultats, nous pouvons formuler les

recommandations suivantes :
Aux autorités sanitaires et politiques

Faciliter la recherche fondamentale et appliquée dans le domaine des maladies infectieuses

et specifiqguement du paludisme au Mali.
Aux chercheurs

e Poursuivre les investigations sur la réponse immune anti-PfEMP-1/VarO et le
développement de vaccins specifiques anti-PfEMP-1/VarO

e De continuer a investiguer la production des anticorps contre les autres variants de
PfEMP-1.

A la population

D’adhérer aux protocoles et de faciliter les études de recherches pour supporter la mise au

point d’un vaccin efficace contre le paludisme.
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10.ANNEXES

10.1. Annexe 1 : Procédures de la goutte épaisse

» Principe

C’est une technique de concentration permettant un repérage rapide des parasites dans le

sang et I’identification des différentes espéces (frottis sanguin)

> Matériels

» Deux (2) lames porte-objet propres et bien dégraissées
» Vaccinostyle stérile

» Alcool 70°

» Colorant de Giemsa pur

» Coton hydrophile sec

» Eau tamponnée, PH=7,2

» Boite a lames ou couvercle pour protéger les frottis pendant le séchage
 Chiffon de coton propre et ne peluchant pas
 Crayon noir a mine grasse ou marqueur indélébile
 Stylo a bille

* Bacs de coloration

« Eprouvettes graduees

 Ratelier, chronometre

* Huile d’immersion

» Registre ou formulaire de notification

« Un compteur manuel

« Gant
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» Lieu du préléevement

A P’extrémité d’un doigt gauche (en général 3¢ doigt apres le pouce), sur la face latérale du

doigt sain.
Au lobe de I’oreille, aprés 1’avoir réchauffé entre les doigts.
Au talon ou gros orteil chez le nourrisson, aprés 1’avoir réchauffé.

» Technique

Apres avoir noté les renseignements relatifs sur le formulaire ou le registre approprié, ainsi

que ’identité du patient sur la lame, réaliser la goutte comme suite :

En tenant la main gauche du malade la paume tournée vers le haut, choisir le troisieme
doigt apres le pouce (le gros orteil peut étre utilisé chez les nourrissons. Le pouce ne doit

jamais étre utilisé chez les adultes ou les enfants).

Avec un tampon de coton légérement imbibé d’alcool, nettoyer le doigt en appuyant

fermement pour enlever la saleté et la graisse du bout du doigt.

Avec le chiffon de coton propre, essuyer le doigt en appuyant fermement pour stimuler la

circulation du sang.
Avec un vaccinostyle stérile, piquer le bout du doigt d’un seul geste.

Essuyer la premiere goutte de sang avec du coton sec. S’assurer qu’il ne reste pas de fibres

de coton sur le doigt, qui pourraient se mélanger au sang.

En procédant rapidement et en tenant les lames propres uniquement par les bords, recueillir

le sang comme sulit :
Appuyer doucement sur le doigt et recueillir une petite goutte de sang au milieu de la lame.
Essuyer le sang restant sur le bout du doigt avec un tampon de coton.

Tenir la lame supérieure par les bords.
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Placer le coin de I’autre lame au centre de la goutte de sang

Etendre l1égérement la surface de la goutte par des mouvements spiralés appuyés de la lame

(cf. figure).

Assurer cette défibrination mécanique pendant quelques secondes et étendre la goutte sur

environ 1 cm de diameétre.

Laisser la préparation a plat, a I’abri de la poussiere, de la chaleur et des mouches pendant
deux heures en zone sahélienne. Respecter ce long temps de séchage sinon il y a risque de

décollement de la préparation lors de la coloration (cf. figure).

S

Figure 11 : Technique de la goutte epaisse
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» Technique de coloration de Giemsa

C’est une méthode de coloration classique employée en routine pour la coloration des

étalements sanguins et pour le diagnostic du paludisme.

Toujours maintenir la bouteille bien fermée dans un endroit frais, a ’abri de la lumiere
solaire directe. Les bouteilles en verre blanc peuvent étre recouvertes d’une enveloppe de

papier noir épais pour les protéger de la lumiere.

Fixer le frottis mince en le tapotant doucement avec un tampon de coton imbibé de

méthanol, ou en le trempant dans un récipient de méthanol pendant quelques secondes.

Préparer la solution de Giemsa a 3 ou 5 dans I’eau tamponnée (PH 7,2) et bien mélanger le

colorant.

Verser doucement le colorant dans la bague jusqu’a ce que la lame soit enticrement

recouverte.

Laisser colorer pendant 30 a 45 mn pour 30 (15mn pour 10), a ’abri de la lumiére solaire

et de la poussiére.

Les lames sont ensuite rincees et sechées sur un ratelier.

» Aspects

La lecture se fait au microscope a 1I’objectif 100 a ’huile d’immersion
Le fond doit étre propre, exempt de débris, coloré en bleu

Les noyaux des leucocytes sont en violet foncé.

Les parasites du paludisme sont bien définis, avec une chromatine rouge foncé et un
cytoplasme de couleur bleu pale. Dans les infections a P. vivax et P. ovale, on peut voir un
semis de granulations de Schuffner dans le fantome de 1’érythrocyte hote, en particulier sur

les bords du frottis.
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» Meéthodes de numération des parasites du paludisme dans les gouttes épaisses

Parasites par pl (= mm?®)

On trouvera ci-dessous une méthode pratique de précision suffisante. Elle consiste a
dénombrer les parasites par pl de sang dans un frottis épais, par rapport & un nombre
prédéterminé de leucocytes. On prend comme norme une moyenne de 7 500 leucocytes par
ul. Malgré I’'imprécision due aux variations du nombre de leucocytes parmi des personnes
en bonne santé et aux variations encore plus grandes observées chez les malades, cette
valeur permet des comparaisons valables. Avant de commencer & compter, on examinera
I’équivalent de 0,25 ul de sang (environ 100 champs, avec un oculaire 7X (ou 10X) et un
objectif a immersion dans 1’huile 100X) dans le frottis épais pour déterminer 1’espece de
parasite et les stades présents. Ensuite, on appliquera la méthode suivante qui convient pour
les frottis positifs :

Un compteur manuel a 4 chiffres nécessaire pour dénombrer séparément les parasites et
les leucocytes.

a) Si, apres avoir compté 300 leucocytes, on a identifié 10 parasites ou plus, noter les
résultats sur le formulaire de notification, en indiquant le nombre de parasites par 300
leucocytes

b) Si, apres avoir compté 300 leucocytes, on a identifié neuf parasites ou moins, continuer
de compter jusqu’a 500 leucocytes et noter le nombre de parasites par 500 leucocytes.

c) Dans chaque cas, le nombre de parasites par rapport au nombre de leucocytes peut étre

converti en nombre de parasites par pl par la simple formule mathématique suivante
Nombre de parasites X 7 500
--------------------------------------- = parasites par pl
Nombre de leucocytes

En d’autres termes, si 300 leucocytes sont comptés, le nombre de parasites est a
multiplier par 25 et si 500 leucocytes sont comptés, le nombre de parasites est a

multiplier par 15.
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10.2. Annexe 2 : Procédure de détermination du groupe sanguin ABO

Nous avons déterminé le groupe sanguin par 1’épreuve de Beth VINCENT

» Principe

Cette méthode consiste a recherché les antigenes A, B ou D a la surface des globules

rouges, par un test d’agglutination utilisant les sérums Anti-A, anti-B et anti-D

> Matériel et réactifs

Lame porte objet

Cure-dent

Coton

Alcool 70°

Lancette

Crayon de papier

Sérums tests (anticorps) : anti-A (couleur bleu), anti-B (couleur jaune), anti-D
(incolore)

Mode opératoire

Marquer a I’aide de crayon de papier le numéro d’identification du sujet sur trois lames
porte objet en les marquant A, B et D

Cibler un doigt

Nettoyer le doigt avec un tampon d’alcool a 70°

Piquer en un coup sec le bout du doigt par une lancette et nettoyer la premiére goutte de
sang avec le coton sec ;

Presser le bout du doigt pour avoir d’autres gouttes et déposer une goutte de 10 ul de
sang sur chacune des trois lames porte-objets. Ajouter :

Une goutte (10 ul) du sérum anti-A sur la goutte de la lame A

Une goutte (10 ul) du sérum anti-B sur la goutte de la lame B

une goutte (10 ul) du sérum anti-D sur la goutte de la lame D

triturer les trois gouttes avec trois cure-dents différents.
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> Reésultat

Observer 1’agglutination avec les sérums tests :

* sérum anti-A + le sang = agglutination (présence de I’antigéne A)

* sérum anti-B + le sang = agglutination (présence de 1’antigéne B)

* sérum anti-D + le sang = agglutination (présence de I’antigéne D) pour le rhésus.
L’ absence d’agglutination signifie I’absence d’antigéne correspondant.

Ce qui nous permet de déterminer les phénotypes : A +, B+, AB+, O+, A-, B-, AB-, O-.

10.3. Annexe 3 : Procédure de détermination du type d’hémoglobine avec la machine
D-10

» Principe de la procédure du D-10

Le D-10 Dual Program repose sur le Principe de la séparation des analyses par
chromatographie liquide a haute performance (HPLC) par échange d’ions. Les échantillons
sont automatiquement dilués dans le systtme D-10 puis injectés dans la cartouche
analytique. Le systéeme D-10 envoie un gradient programmé de tampon de force ionique
croissante (il existe 2 solutions de réactif de force ionique différentes, 1’une hyper
concentrée en ion et 1’autre peu concentrée en ion. La machine mélange de fagon
automatique au fil du temps ces solutions pour obtenir une solution finale de concentration
croissante) dans la cartouche; les molécules d’hémoglobine sont alors séparées en fonction
de leur interaction ionique avec le matériel contenu dans la cartouche. Les molécules
d’hémoglobine séparées traversent ensuite la cellule a circulation du photometre filtre ou

sont mesures les changements d’absorbance a 415 nm (réf.).

Le logiciel D-10 intégre les données brutes recueillies lors de chaque analyse. Un
étalonnage a deux niveaux est employé pour déterminer les concentrations des différents
types d’Hb recherchés. Un compte-rendu d’analyse et un chromatogramme sont générés
pour chaque échantillon. La surface de I’Alc est calculée a I’aide d’un algorithme gaussien
Exponentiellement modifi¢ (EMG) qui permet d’exclure la surface des pics dus a I’Alc

labile et a I’hémoglobine carbamylée de la surface du pic Alc.
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Prélevement et manipulation des échantillons

» Type d’échantillon
On utilise le sang total.
> Précautions relatives au prélevement des échantillons

Comme toute substance d’origine humaine les échantillons de sang doivent étre manipulés

en appliquant les procédures de biosécurité d’usage.

Les echantillons de sang total doivent étre recueillis dans un tube sous vide contenant de
I’EDTA.

» Conservation des échantillons

Les échantillons de sang total peuvent étre conservés jusqu’a 4 jours entre 2 et 8 ° et a -

4°C si I’échantillon ne peut étre traité avant une semaine.
» Préparation des échantillons

Porter les tubes d’échantillons a température ambiante (entre 15 et 30 °C) avant I’essai. Les
échantillons sont stables a température ambiante pendant 1 jour. Aucune preparation
particuliére des échantillons n’est nécessaire. Il n’est pas nécessaire d’agiter les tubes avant
le chargement. Les tubes d’échantillons sont placés dans le portoir a échantillons du D-10

puis mis dans le systeme D-10.

S’assurer que les codes-barres sur les échantillons sont tournés vers ’arriére de 1’appareil.
Utiliser des adaptateurs spéciaux pour les tubes de 12, 13 et 14 mm de diameétre. Retirer
tous les adaptateurs pour les tubes de 16 mm de diametre. Les tubes dont la hauteur est
comprise entre 75 mm et 100 mm peuvent &tre utilisés. Si 1’échantillon se trouve dans un
tube de taille ou de type anormal ou si le tube contient moins de 2,0 ml d’échantillon, une
prédilution est nécessaire. Pour prédiluer, pipeter 1,5 ml de solution de lavage/dilution dans
un microtube de 1,5 ml étiqueté puis ajouter 5 pl de 1’échantillon de sang total. Boucher le

tube et bien mélanger. Utiliser un adaptateur pour les microtubes de 1,5 ml.
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10.4. Annexe 4 : Dosage des anticorps anti-PfEMP-1/VarO par la méthode ELISA :

Chague aliquote de plasma a été testé en duplicata par méthode immuno-enzymatique
ELISA (Enzym-Linked Immuno Sorbent assay = test immunoadsorbant enzymatique sur

support solide) contre une protéine recombinante d’antigéne PfEMP-1/VarO. Il s’agissait

d’une ELISA indirect
> Principe

La technique d’ELISA indirecte consiste a détecter et doser dans un échantillon de plasma
ou de sérum des anticorps dirigés contre un antigéene. Les antigenes préalablement adsorbés
sur un support sont reconnus par les anticorps présents dans 1’échantillon a tester. Ces
anticorps appelés anticorps primaires sont par la suite reconnus par des anticorps
spécifiques d’anticorps humain provenant d’une autre espece animale. Ces derniers
anticorps appelés anticorps secondaires sont couplés a une enzyme capable de catalyser la
transformation d’un substrat en dérivées colorés. L’intensité de la coloration générée est

dépendante de la concentration de 1’échantillon testé en anticorps primaires.

> Matériels et reactifs

Plaques d’ELISA

PBS GIBCO 1X

5% lait dégraissé (Regilait) dans PBS 1X

Tween 20

PBS 1X +0,1% Tween 20

Fragment F (ab)’2 de la chévre conjuguée a la peroxydase et lié a 1’IgG humaine a 1/7500°
dans du PBS.

Systéme de substrat de peroxyde TMB micowell
HsPO, (acide orthophosphorique) 1 molaire (1M)
Lecteur de plaque VERSAmMax

Protéines solubles recombinant PFEMP-1/VarO
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> Procédure
Revétement des puits de plaque par les protéines PFEMP-1/VarO

Déposer 100 ul de suspension de protéine a 1mg/ml dans du PBS 1X dans chaque puits de
la plague et incuber pendant une nuit a 4°c.

Apres le revétement, retirer le surnageant.
Blocage

Mettre dans chaque puit revétu 200 ul de lait écrémeé a 5% (Regilait) et incuber pendant 1
heure a 37°c

Retirer le surnageant

Incubation avec le sérum

Chaque puit peut analyser 43 échantillons de serum/ plasma inconnus ,1 contrdle positif
(pool de paludisme hyper-immunitaire sérum = HIS) ,1 contréle négatif (pool de paludisme
non-immun sérum =NIS) (notez que HIS et NIS ont été analysé dupliquer a différents
endroits dans la plagque) et 1 dupliquer avec du PBS/lait comme témoin pour I’anticorps

secondaire. Chaque échantillon a été analysé en double.

Diluer le serum /plasma au 1/100 dans du PBS-Tween-Milk (PBS 1X + 0,05% de tween +
2,25 % de lait),

Mettre 100 ul de la dilution dans le puit bloqué et incuber pendant 1 heure a 37°C.

Laver la plague 3 fois avec 0,1% de tween dans du PBS 1X avec une machine de lavage
automatique PW 41 (Biorad)
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Incubation avec I’anticorps secondaire

Ajouter 100 pul d’anti-IgG humaine (Cappel) dilué au 1/7500 dans du PBS + 0,1% de tween

dans chaque puits et incuber pendant 1 heure a 37°C

Mettre les solutions TMB/H202 a température ambiante (environ 1 heure avant 1’étape de

détection)

Laver la plague 3 fois avec 0,1% de tween dans du PBS 1X avec une machine de lavage
automatique PW 41 (Biorad)

Détection

Faire un mélange a volume égal de la solution substrat de peroxydase de TMB et de la

solution de substrat de peroxydase B

Ajouter 100 ul du mélange dans chaque puits et incuber pendant 10 minutes a température
ambiante (20-22°c)

Ajouter 100 pl de la solution 1 M de H3PO4 pour arréter la réaction

Lire la densité optique (DO) a 450 nm (référence 655 nm) avec un lecteur de plaque
VERSAmMax

NB : Chaque échantillon était testé en duplicata et la moyenne des DO était calculée. Pour
chaque plaque, 4 puits controles de sérum négatifs (pool de sérum de sujets naifs n’ayant
pas séjourné dans des zones impaludées) étaient inclus. La moyenne des DO des sérums
controles était calculée et utilisée pour fixer le seuil de positivité pour les échantillons de
sérum testé sur la méme plaque. Etait considéré comme positif a 1’anticorps anti-PfEMP-
1/VarO, tout échantillon présentant une DO supérieure ou égale a cing fois la DO moyenne

des contrbles négatifs testés sur la méme plaque que lui.
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Résume

Le contrdle de I’infection palustre chez I’homme implique plusieurs facteurs constitutifs
génétiques et aussi des réponses immunitaires spécifiques a des antigenes parasitaires. Le
role de ’HbAS et des anticorps anti-PfEMP-1/VarO dans la protection contre le paludisme
des personnes vivant en zone d’endémie ont été décrit. Une étude approfondie et comparée
des phénomenes de protection permettrait une meilleure compréhension de I’immunologie
du paludisme et donc faciliterait le développement d’un vaccin antipaludéen efficace. Nous
avons étudié la protection conférée par le portage de I’HbAS et des anticorps anti-PfEMP-

1/VarO contre I’incidence du paludisme en zone d’endémie palustre au Mali.

Au total, 230 enfants agées de 4 a 13 ans ont ete inclus dans notre étude et plus du tiers des
patients de notre cohorte n’ont présenté aucun épisode palustre au cours de la saison de
transmission. Le nombre d’épisode palustre augmentait au cours de la saison de
transmission chez les patients agés de 4 a 5 ans tandis qu’il diminuait chez les sujets agés
de 6 a 13 ans. Une différence statistiquement significative a été observé entre le type
d’hémoglobine et I’infection palustre (p = 0,004). Nous avons observé que le titre elevé
des anticorps anti-PfEMP-1/VarO était fortement associé a une réduction significative du

nombre des épisodes palustre au cours de la saison de transmission.
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Ces résultats suggérent que I’hémoglobine AS et les anticorps anti-PfEMP-1/VarO
pourraient protéger contre 1’incidence palustre. Une étude avec un échantillon plus large
est nécessaire pour évaluer de facon plus claire le réle protecteur des anticorps anti-PfEMP-

1/VarO contre I’incidence palustre.
Mots clés : Anticorps, PFEMP-1/VarO, HbAS, Paludisme, Protection, Mali.

Summary

The control of malaria infection in humans involves several genetic constitutive factors
and specific immune responses to parasitic antigens. The role of HbAS and antibodies to
PfEMP-1/VarO in protecting people living in endemic areas against malaria has been
described. An in-depth and comparative study of protective phenomena would allow a
better understanding of the immunology of malaria and thus facilitate the development of
an effective malaria vaccine. We investigated the protection conferred by carriage of HOAS
and antibodies to PFEMP-1/VarO against malaria incidence in malaria-endemic areas in
Mali.

A total of 230 children aged 4 to 13 years were included in our study and more than one-
third of patients in our cohort had no malaria episodes during the transmission season. The
number of malaria episodes increased during the transmission season in patients aged 4 to
5 years while it decreased in subjects aged 6 to 13 years. A statistically significant
difference was observed between hemoglobin type and malaria infection (p=0.004). We
observed that high levels of antibodies to PFEMP-1/VarO were strongly associated with a
significant reduction in the number of malaria episodes during the transmission season.
These results suggest that hemoglobin AS and anti-PfEMP-1/VarO antibodies may protect
against malaria incidence. A study with a larger sample size is needed to assess the

protective role of anti-PfEMP-1 /VVarO antibodies against malaria incidence.

Keywords : Antibodies, PFEMP-1/VarO, HbAS, Malaria, Protection, Mali
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