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INTRODUCT ION

Le Paludisme ou Malaria est une érythrocytopathie Tébrile
hémolysante, causee par le développement et la
multiplication d’abord dans le foie puis dans les globules
rouges d’un hématozoaire du genre Plasmodium, transmis a
1’Homme par la piglre infectante d”un moustique femelle du
genre Anopheles. Cependant il existe d’autres voies de
contamination telles que la voie sanguine (transfusion

sanguine) et placentaire[19,29].

Quatre espéces sont iInféodées a [I1’Homme: Plasmodium
falciparum (PF), P. malariae (Pm), P. ovale (Po), P. vivax
(Pv). Cependant une espece simienne P. knowlesi (Pk) a été
récemment décrite comme pouvant infecter 1”homme[17]. P.
falciparum est |I’espéce la plus redoutable et la plus
intensément implantée en Afrique au Sud du Sahara[18].

En ce XXI°®™ siécle, 1le paludisme reste la maladie
parasitaire la plus répandue dans le monde et constitue un
probleme majeur de santé publique dans les pays d’endémie.
Approximativement 3,3 milliards de personnes sont affectées
par Plasmodium falciparum dans 109 pays endémiques dont 45
en Afrique, avec 247 millions de cas cliniques dans le
monde dont 212 millions soit 86% de cas en Afrique au Sud
du Sahara. La mortalité liee a la maladie était de 881 000
personnes par an dont 91% en Afrique et 85% sont survenus
chez les enfants de moins de 5 ans et les femmes
enceintes[106]. L’Afrique est le continent le plus toucheé,
avec 30% des admissions hospitalieres en pédiatrie et 40%
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des consultations au dispensaire ont pour cause le
paludisme[79].

Au Mali le paludisme est la premiere cause de mortalité
(13%) et de morbidité (15%). Elle est la deuxieme cause de
maladie fébrile en milieu hospitalier et la premiére cause
de convulsion fébrile (49,07%) en pédiatrie (PNLP 2006).

L apparition et la propagation des souches plasmodiales
résistantes aux antipaludiques existants ont fortement
handicapé le contréle de la maladie en Afrique. Ceci a eu
comme conséquence un changement de traitement du paludisme
par [I1’utilisation des combinaisons thérapeutiques a base

d’Artémisinine (CTAs) dans les pays d’endémie.

Les enfants de moins de cing ans constituent la population
la plus vulnérable car ne possédant pas de prémunition. Les
dérivés de lI’artémisinine associés a une autre molécule qui
a une longue demi-vie produisent un effet prophylactique
a long terme qui pourrait influencer I’immunité de 1”héte
vis-a-vis du paludisme[26]. En effet dans le model animal
il a été démontré que les dérivés de I1’artémisinine
améliorent les réponses immunitaires a médiation
lymphocytaires T chez les souris normales et accélerent
I”immunoreconstitution chez Qles souris ayant bénéeficié
d’une greffe de moelle osseuse syngénique[l08]. Le roéle
protecteur des anticorps spécifiques d’antigénes du stade
sanguin contre le paludisme a été démontré par le transfert
in vivo des anticorps d’adultes africains protégés a des
individus non-immuns infectés par P. Tfalciparum[1l5,25].
Plusieurs décennies apres ces expériences pilotes, les
marqueurs qui corrélent avec la résistance contre le

paludisme sont toujours mal connus.
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Les combinaisons AS- AQ et AR- L sont retenues par le
Programme National de lutte contre le Paludisme(PNLP) dans
la prise en charge du paludisme au Mali. Une étude a montré
qu’un enfant en zone d’endéemie au Mali fait en moyenne deux
a trois épisodes de paludisme par saison. Certains enfants
font jJusqu"a six eépisodes par année[97]. L’impact de
I”administration répétée des CTAs du programme sur la

réponse immune naturelle n’est pas connu.

Nous avons entrepris cette étude dans le but de déterminer
I’impact des CTAs du PNLP sur I’immunité naturelle anti-

palustre.
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1. OBJECTIFS

1. Objectif général

Déterminer I1”impact de [I’administration répétée de trois
combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine sur les
réponses iImmunitaires naturelles anti-palustres dans une
population agée de plus de six mois, vivant en zone

d’endémie a Bougoula-Hameau, Mali.

2. Objectifs spécifiques

» Mesurer I’impact de trois CTAs sur les titres
d’anticorps spécifiques d’antigenes du Plasmodium et

les taux plasmatiques des cytokines de type Thl/Th2.

» Comparer les titres plasmatiques d’IgG totaux, IgM et
des 1gGl, 19gG2, 19gG3 spécifiques d’antigénes du
Plasmodium entre les sujets protégés et ceux

susceptibles.

» Evaluer les taux plasmatiques des cytokines Thl/Th2
chez les sujets susceptibles et ceux protégés.
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11. GENERALITES

1. Historique du paludisme, apparition

de la chimiorésistance

Historiquement, le paludisme est une maladie trés ancienne.
En 3000 avant JC, les Egyptiens en souffraient et en
mourraient déja. Cette certitude est issue de la découverte
de Plasmodies dans des momies[74]. A peu prés a la méme
époque, soit a partir de 2700 avant JC, des cas d’acces
palustres sont décrits en Chine. Cette maladie étant déja a
1’époque un mal familier, le paludisme a sa place dans la
mythologie chinoise. Il y est représenté sous la forme de
trois démons armés respectivement de marteau, brasero et
marmite d’eau froide, illustrant les céphalées, fiévres et
frissons[30].

Cependant, bien que 1les hommes souffrent du paludisme
depuis si longtemps, il faudra attendre 1’année 1630 pour
voir apparaittre le premier traitement a base d’écorce de
Quinquina découvert par Don Francisco Lopez. Deux siecles
seront encore nécessaires pour que les pharmaciens J.
Pelletier et J.B. Caventou parviennent a isoler le principe
actif: la quinine. A partir de cette époque, les recherches
s’accélerent et [1’agent pathogene est découvert par
Alphonse Laveran en 1880[63]. En 1897, les moustiques
Anopheles sont reconnus comme étant les vecteurs de la
maladie et en 1922, les quatre Plasmodiums (P) infectant
I1’Homme sont enfin tous décrits. 1l faudra alors prés de 60
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ans pour comprendre entiérement le cycle parasitaire et ses
caractéristiques. La chloroquine et [I1’amodiaquine, deux
antipaludiques de synthese tres utilisés, font Ileur
apparition en 1944_. Malheureusement, des 1960, des souches
de P. Tfalciparum résistantes a la chloroquine sont
découvertes sur deux continents (Asie et Amérique du Sud).
Ces chimiorésistances apparaissent simultanément avec des
résistances des anophéles I’usage du DTT (Dichloro-

a
diphényl-trichloréthane), utilisé depuis 1948.

L’ére des chimiorésistances du vecteur et du parasite
venait de débuter. Elle ne cessera de s’étendre, au point
de rendre la Ilutte contre le paludisme de plus en plus
difficile, les traitements perdant leur efficacité.
L’extension rapide de la chimiorésistance s’explique, entre
autre, par une forte capacité de mutation génétique du
parasite, propriété intrinseque de P. falciparum[72]. Mais
également par des traitements mal administrés. Ceux-ci sont
bien souvent trop courts; arrétés par le patient pour
diverses raisons ; ou sous dosés ; mauvaise prescription ou

médicaments contrefaits[104].

En 1976, la science progresse grace a W. Trager et J.B.
Jensen qui mettent au point la culture iIn vitro de P.
falciparum[99]. Cette importante avancée ouvre la voie aux
approches moléculaires et immunologiques. Elle permet ainsi
de fTaciliter 1’étude de nouvelles molécules antipaludiques

et d’avancer vers la mise au point d’un vaccin.

L”apparition sur le marché des combinaisons thérapeutiques
a base d’artémisinine a apporté un regain d’espoir dans le

cadre de la chimiothérapie antipaludique.
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Actuellement, un volet important dans la lutte
antipaludique est I’utilisation de moustiqualres Imprégnées
d’insecticides. Elles permettent de réduire le taux
d”inoculation, donc I”incidence des fievres, et diminuent

ainsi la mortalité et la morbidité[70].

Enfin, des études cliniques au Sénégal montrent l1’intérét
d’un traitement intermittent préventif chez les jeunes
enfants pendant la saison de transmission[23]. Au Mali, la
méme stratégie a permis de réduire le taux d’incidence
annuel du paludisme clinique de 42,5% dans une région de
transmission intense. Cette stratégie est probablement
I’une des plus efficaces dans la réduction du poids de la

malaria dans certaines régions[31].

2. Epidémiologie et clinique du paludisme

2.1. Mode de transmission du paludisme

Le paludisme est une parasitose due a des hématozoaires du
genre Plasmodium transmis par la piqldre des moustiques

femelles du genre Anopheles (An).

Sur les 400 especes et sous especes d’Anopheles recenseées,
35 sont considérées comme des vecteurs potentiels du
paludisme humain, dont notamment An. gambiae s.l. et An.
funestus qui sont les plus couramment rencontrées au Mali.

An. gambiae s.l. est composé d’An. Arabiensis et trois
formes chromosomiques d’An. gambiae s.s dénommées «Bamako»,
«Mopti» et «Savanna»[98] et deux formes moléculaires (M et
S)[38].- Pour ce quil est des Plasmodium, 123 especes ont

été repertoriées. Elles ont toutes une grande spécificité

Nouhoum Diallo THESE DE MEDECINE 2009-2010 Page 7



d’hote et des cycles biologiques similaires bien que non
identiques. Sur les quatre especes specifiques de 17Homme,
certains africains ne possédant pas I1’antigéne Duffy sont
généralement résistants a [I1’infection par P. vivax[73].
Aussi, ce parasite n’est que tres peu, voire pas, observé
en Afrique au Sud du Sahara. L’espece la plus meurtriere
P.falciparm est la plus représentée au Mali et dans de

nombreuses parties du globe.

2.2. Cycle biologique du Plasmodium

Dans la nature le Plasmodium a deux hbétes : Le moustique
femelle du genre Anopheles chez lequel se déroule le cycle
sexué sporogonique et 01’hote vertébré chez qui se déroule
le cycle asexué schizogonique. Le cycle de vie du parasite
comporte plusieurs étapes au cours desquelles différents
antigenes sont exprimés et entraitnent une réponse

immunitaire spécifique de stade[55].
Le cycle peut ainsi étre résumé en trois étapes:

» Le cycle pré-érythrocytaire

Le sporozorte, forme iInfectante du parasite est iInjecté a
I’homme avec la salive du moustique lors de son repas
sanguin. A travers la circulation sanguine, les sporozortes
gagnent rapidement le foie, pénetrent les hépatocytes. Dans
ces cellules, chaque sporozorte se développe et donne un
schizonte. A maturité le schizonte appelé corps bleu éclate
et Llibere environ 20.000 a 30.000 mérozortes dans la

circulation sanguine[28] (figurel).
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> Le cycle érythrocytaire

Une Tfois dans la circulation sanguine les mérozortes
pénetrent activement dans les érythrocytes, ou 1ils se
transforment en trophozortes. La réplication de 1’ADN et la
multiplication des noyaux dont chacun s’entoure d’une plage
cytoplasmique donnera naissance a un schizonte ou corps en
rosace[66]. A maturité le schizonte éclate et libére les
mérozortes qui vont  sulvre immédiatement un cycle

d”invasion des érythrocytes (figurel).

> Le cycle sexué

Apres plusieurs cycles asexués schizogoniques, certains
mérozortes érythrocytaires se différencient en élément a
potentiel sexuel, les gamétocytes males et fTemelles. En
prenant son repas sanguin sur un sujet infesté, Ile
moustique absorbe les différents stades du parasite. Les
eéléments asexués sont digérés. Les gamétocytes femelles se
transforment en macrogametes. La microgametogenéese
transforme le gamétocyte male en microgamete par
exflagelation et division nucléaire[28]. La fTécondation
donne naissance a un zygote puis l’ookinete, cuf mobile qui
traverse la paroi de l’estomac, formant a I’extérieur de la
surface externe, 1’oocyste dans Qlequel s’individualisent
les sporozortes libérés par l1’éclatement de 1’oocyste mur.
Les sporozortes gagneront avec prédilection les glandes
salivaires de [I”anophele, qui les injecte a [I1’homme a

I1’occasion d’un repas sanguin (figurel).
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Figure 1: Cycle du développement de Plasmodium Tfalciparum
(Source: http:// www.dpd.cdc.gov/dpdx).

2.3. Physiopathologie
2.3.1. Acces palustre simple:[69]

Lors de I1’éclatement des hématies parasitées, les pigments
malariques appelés hémozornes sont libérés. 1lIs agissent
sur le centre bulbaire de la thermorégulation provoquant
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ainsi la fTievre quand la densité parasitaire atteint un
certain seuil. Lorsque chez le malade le cycle
endoérythrocytaire de P.falciparum se synchronise
progressivement, la libération des pigments malariques est
réeguliérement répétée, ce phénoméne confere ainsi a l”acces
palustre sa périodicité. L”hépatomégalie et la
splénomégalie surviennent suite a une hyperactivité du
systeme des phagocytes mononuclés chargés de débarrasser
I’organisme des pigments malariques et des débris
érythrocytaires. L’hémolyse de ces érythrocytes parasités

est 1”’une des causes de I”anémie palustre.

2.3.2. Neuropaludisme

La séquestration des formes matures de P.falciparum au
niveau du cerveau et d’autres organes tels que le ceur, les
poumons, les reins, la rate et le placenta[64], explique en
parti la gravité du paludisme. Ce phénomene est du a la
cytoadhérance des globules rouges parasités. Cette
séquestration implique les ligands parasitaires dont le
plus caractérisé est le PfEMP1 (Plasmodium falciparum
Erythrocyte Membrane Proteinl). Cette protéine exprimée a
la membrane du globule rouge infecté est un antigéne
variant. Les genes qui codent pour cette protéine sont
responsables de la variation antigénique de PFfEMP1. 11
existe de nombreux récepteurs tissulaires pour ce ligand
dont la thrombospondine (TSP), le CD36, 17 1CAM-1
(Intercellular Adhesion Molecule-1) mais aussi la CSA
(ChondroTrtine sulfate A) au niveau du placenta.
L’expression de ces récepteurs est amplifiée par certaines

cytokines dont le TNF-o et I’INF-y, contribuant ainsi a
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augmenter la séquestration des globules rouges parasités.

Cependant d’autres hypothéses ont été évoquées:

e La formation de rosettes qui consiste en 1”adhésion de
plusieurs globules rouges sains autour d’un globule
rouge parasiteée.

e L”augmentation de [la permeabilité de la barriere
méningée entratTnant une fuite du liquide
céphalorachidien et un edéme cérébral.

e La coagulation intra vasculaire disséminée.

e Les phénoméenes immunopathologiques avec dépdt de
complexes Immuns.

Quelque soit le mécanisme, le ralentissement du Tflux

capillaire intracérébral ou l’obstruction des capillaires

provoque I’anoxie, voire tardivement une 1ischémie,
responsable d’une hémorragie péri-vasculaire et des

Iésions de la substance blanche qui ne sont pas sans

séquelles.

2.4. Manifestations cliniques:[69]

Elles sont la résultante de I’interaction hbéte parasite.

On distingue cing formes cliniques.

2.4_.1. Primo- infection

La symptomatologie correspond a une fievre d’allure isolée.
La fievre débute brutalement, souvent élevée mais de degré
variable, avec frissons, sueurs, cephalées et courbatures,
associés souvent a de petits troubles digestifs a type

« d”’embarras gastrique » (nausée, vomissement et/ou de
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diarrhée). Les signes traduisant I°hémolyse apparaissent

souvent de TfTacon difféerée - paleur, sub-ictére, hépato-

splénomeégalie.

2.4_2. Acceés de reviviscence

Il s’observe avec [I’acquisition d’un certain degré
d’immunité et correspond aux crises schizogoniques toutes
les 48 heures (P. falciparum, P. ovale, P. vivax) 72 heures
(P. malariae). Caractérisés par : un grand frisson
inaugural, une fiévre a 40°C durant quelques heures puis
de sueurs profuses ; les crises se succédent toutes les 48
heures (Fiévre tierce) ou 72 heures (Fiévre quarte) selon
I’espéce en cause. La périodicité manque souvent en raison
d’un poly parasitisme. Seule la fievre tierce a Plasmodium
falciparum est susceptible d’évoluer vers un paludisme

cérébral.

2.4_3. Paludisme viscéral évolutif

Ce paludisme concerne plutdét les enfants qui peinent, au
cours des années, a acquérir leurs prémunitions. La
splénomégalie en est 1le signe majeur associée a une
hépatomégalie. Les signes généraux (Fébricule
intermittente, asthénie, amaigrissement) et d’hémolyse
(paleur, ictére) sont trés variables, allant d’une forme
pauci symptomatique a une forme qui pourrait se confondre

avec une leucémie.
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2.4.4. La fiéevre bilieuse hémoglobinurique

Le début est brutal avec une hémolyse intra vasculaire chez
le patient précédemment soumis a une chimioprophylaxie aux
sels de quinine. La symptomatologie est essentiellement
rénale et algique. La douleur est trés intense en barre
autour de la ceinture pelvienne. Les rares urines émises
sont particuliéerement rouges et Tfoncées. Cette fTorme

nécessite une réanimation.

2.4.5. Le neuropaludisme et les autres formes

graves et compliquées

C’est le paludisme des sujets non immun (nourrisson, femme
enceinte, enfant, les migrants venant d’une 2zone non
impaludée). Ces formes sont [I’apanage de Plasmodium
falciparum et sans traitement ils peuvent conduire a la

mort dans 72 heures.

L’OMS a éetablit des critéres qui, isolés ou associés, font
poser le diagnostic de paludisme sévere et permettent une

meilleure prise en charge

®= Neuropaludisme: Score de Blantyre < 2 ou score de
Glasgow < 9

® Troubles de la conscience : Score de Blantyre < 5 et > 2

ou score de Glasgow < 15 ou > 9
= Convulsions répétées >1 /24 heures

= Prostration : extréme fTaiblesse (incapacité de se tenir
droit)

= \Vomissements i1tératifs
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= Syndrome de détresse respiratoire

= Jctéere clinique

= Acidose métabolique: bicarbonates plasmatiques <15 mmol/L

= Lactatémie > 5 mmol/L

= Anémie grave (Hb < 5g/dl, Ht <15%)

" Hyperparasitémie > 4% chez le sujet non immun, ou > 20%
chez le sujet Immun

= Hypoglycémie (glycémie < 2,2 mmol/L)

= Hémoglobinurie macroscopique

"= Insuffisance rénale: diurese < 400 ml/ 24h ou créatinémie
> 265uM chez [I1’adulte ; diurése < 12 ml/ kg/ 24h ou

créatinémie élevée pour 1’a4ge chez I’enfant

= Collapsus circulatoire: Tension Artérielle Systolique <
50 mmHg avant 5 ans, TAS < 80 mmHg aprés 5 ans.

= Hémorragie anormale

= (Edeme pulmonaire (radiologique)

3. Réponses immunitaires contre le paludisme

L”infection palustre, engendre des réponses immunitaires de
1’héte. Ces réponses iImmunes comportent une composante
innée ou non spécifique et une composante acquise ou
spécifique. Ces deux types d’immunité agissent de Tacon
complémentaire. L immunité innée est activée dés le début
de I’infection et oriente 1le développement de I1”Immunité
« acquise » qui est opérationnelle dans les jours qui
suivent I’infection. L’Immunité acquise, est spécifique

des stades de développement du parasite et d’especes
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parasitaires. Cette iImmunité antipalustre est en générale

partiellement protectrice.

3.1. L’immunité innée ou naturelle

L”>immunité innée est 1la premiere ligne de défense de
I’organisme. Elle se traduit chez [1’homme par un état
réfractaire au parasite des le premier contact. Les
mécanismes qui déterminent cette résistance sont variés.
Cependant les plus étudiés sont ceux qui peuvent affecter
la capacité du parasite a envahir les érythrocytes ou
inhiber son développement iIntra-érythrocytaire. Cette
résistance peut résulter soit de la présence chez 1~homme
d’une substance non propice au développement du parasite
(hémoglobine anormale, déficit en G6PD, soit de I”absence
de récepteurs iIimpliqués dans la pénétration du parasite
dans la cellule héte (ex: Antigene Duffy pour P.
vivax)[38]. L’invasion des érythrocytes par les mérozoites
nécessite leur adhérence par I1’intermédiaire des récepteurs
ou des antigenes spécifiques. La deformation des globules
rouge lors de la pénétration du mérozorte est un facteur
important de résistance 1iInnée. Les principaux Tacteurs
intra érythrocytaires de résistance innée chez I”homme sont
d’origine génétique et concernent les déeficits
enzymatiques, notamment le déficit en glucose-6-phosphate
déshydrogénase (G6PD), des modifications structurales de
1’hémoglobine (hémoglobine S, C, E) ou des déficits
quantitatifs dans la synthese des chaines de 1”hémoglobine
(thalassémies)[3,41,75,103]-.Les études cas témoins
réalisées en Gambie et au Kenya ont montré que Ile
polymorphisme G6PD-A était associé a une réduction

d’environ 50% du risque de développer un paludisme séveéere
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chez les femmes hétérozygotes et les hommes
hémizygotes[83]. Une autre étude conduite au Mali trouvait
que le polymorphisme G6PD-A était sous fTorte sélection
naturelle en Afrique et qu’il procurait une protection
préféerentielle contre le paludisme grave aux hommes

hémizygotes mais non aux femmes hétérozygotes[47].

Une étude a confirmé l1’effet protecteur de o thalassémie
a I’état homozygote chez des enfants vivant en Papouasie
Nouvelle Guinée, une région ou cette hémoglobinose touche
90 % de la population[2]. L’hémoglobine S est faiblement
représentée chez certaines populations, notamment Iles
Mandingues de Guinée et du Mali ou [I1’hémoglobine C est
dominante [89]. Une étude suggere que les deux HbC et HbS
pourraient promouvoir le développement précoce de
I"immunité naturellement acquise contre le paludisme[39].
Dans une autre étude 1’HbC était associée a une protection,
uniquement contre les formes graves, chez les dogons du
Mali[8].-

3.2. L’immunité acquise

En zone d’endémie I17immunité contre le paludisme se
développe avec I17age et I’exposition. Cette immunité dite
de prémunition est protectrice contre les acces mais elle
est non stérilisante. Dans les régions de transmission
intense du paludisme, cette Immunité se développe plus
rapidement. Cette «prémunition», définie en 1924 est lente
a s’acquérir et dépend d’une pression constante du
parasite[85]. Elle permet une protection clinique contre le

développement des formes graves de la maladie et maintient
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la parasitémie a un Taible niveau permettant le portage
asymptomatique[71]. Une étude parue en 1999 indique que
dans les zones de fortes endémies, I’immunité protectrice
contre les acces graves non cérébraux apparait des la
premiere ou deuxieme infection[48]. Celle-ci s’instaure
donc rapidement contre Jles formes graves mais plus
lentement contre les acces simples. En plus de son
acquisition lente, son maintien nécessite des piqdres
infectantes réguliéres[36]. A cela s’ajoute une spécificité
d’espece; il n’existe pas d’immunité croisée entre les
différentes espéces plasmodiales, ni une spécificité de
stade (figure 2).
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de développement du paludisme.
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Antibody Dependant Cellular Inhibition; GR: Globule Rouge).

Source: (Adapté de Sherman 1 W, Encyclopedia of life
science © 2001 Nature Publishing Group.
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3.2.1. Immunité contre les stades sanguins

L>immunité contre les stades sanguins est complexe car
régie par de multiples mécanismes complémentaires. Leurs
cibles sont le mérozoirte et les différents stades intra
érythrocytaires. Le mérozorte est 1la forme libre du
parasite et infectant le globule rouge. C’est une petite
cellule polarisée de forme ovoide de 1,5 um de long et 1 um
de large. Malgré sa petite taille, c’est une cellule tres
complexe (figure3) qui contient de nombreux organites
apicaux impligués dans le phénoméne d’invasion : ce sont
les rhoptries, les micronémes et les granules denses.

Mitazhondria Microtisbule

Flastige Kambrane pasmige

PFroamingnce

Hoyau apicale

Micromame

Ribasomes Rnapirie

Granuie dense

Figure 3: Ultrastructure d’un mérozoite (Cowman 2006)
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Le contact initial entre le mérozorte et le GR est une
étape cruciale, réversible et de faible affinité. Le
parasite pourrait ainsi « choisir » le GR le plus apte a
I’accueillir. Ses criteres de sélection sont a |[I’heure
actuelle encore mal définis mais 1l semblerait que le

Plasmodium soit sensible : 1) a 1’age des GR, i1) a I’état

de phosphorylation du squelette érythrocytaire, 1il) au
taux d”ATP intra-érythrocytaire, indispensable a
I’invasion, 1v) a un facteur cytosolique de nature
protéique[45]. Dans cette étape de contact initial, le
mérozorTte peut se Tixer au GR a partir de n’importe quel
point de sa surface. Par la suite, 1l est capable de se
redresser afin que sa proéminence apicale soit en contact
avec le GR. Ce contact est indispensable a I1’invasion et
permet une meilleure accroche : la « jonction serrée ». Le
parasite est alors partiellement internalisé et le contenu
des rhoptries est libéré pour former la vacuole
parasitophore. Cette derniére procurera un environnement
favorable au développement du parasite. Les granules denses

sont ensuite libérées dans la vacuole et le mérozorte

s’internalise totalement[27]. Ce processus d’iInvasion
schématisé a la figure4, dure moins d’une trentaine de
secondes.
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Figure 4: Processus d’invasion d’un globule rouge par un
mérozorte

L”internalisation du mérozorte iImplique donc un processus
complexe : reconnaissance, réorientation, formation de Ila
jonction serrée et de la vacuole parasitophore. Toutes ces
étapes iImpliquent de nombreuses protéines parasitaires.
Elles ont été et sont encore beaucoup étudiées afin de
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sélectionner les plus iImportantes pour réaliser des

candidats vaccins.

3.2.2. Le r6le des Immunoglobulines G(IgG).

Depuis les premiers travaux de transfert d”immunité passive
réalisés chez le singe par Coggeshall et Kumm, le rdle des
immunoglobulines dans I’immunité antipalustre a fait
I’objet de nombreuses études chez 01’homme, comme dans les
modeles animaux[24]. Ces études soulignent I”importance des
IgG in vivo dans la protection contre les Plasmodium, et
proposent différents mécanismes impliquant les 1gG in vitro
dans [I1’élimination du parasite, ou I’inhibition de sa
croissance. Ces observations incitent donc a étudier le
role des sous-classes d’lIgG, dont les différentes
proprietés fonctionnelles peuvent avoir une influence sur

le contréle de 1’infection et de la maladie.

> Le réle des IgG in vivo

Les expériences de transfert passif d’immunité réalisées
chez 1”homme soulignent le role central des
immunoglobulines, et en particulier celui des IgG, dans les
mécanismes de protection contre [I’infection par les
Plasmodium. L injection d”1gG purifiés d”individus
Africains vivant en zone endémique, a des enfants
Tharlandais souffrant d’acces palustre, entratne une
diminution de la charge parasitaire sanguine, et une
amélioration de leur état clinique, en provoquant Ila

disparition de la fiévre[1l5,25]. La protection induite par
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les IgG est donc efficace, non seulement contre les souches
africaines, mails aussi contre les souches d’origines
asiatiques, et cela malgré la diversité antigénique
généralement observée entre des souches de parasites
eloignées géographiquement. Ces résultats suggérent que les
cibles des 1gG protecteurs soient des eépitopes conserveés
entre les souches africaines et les souches asiatiques, et

probablement entre toutes les souches de P. falciparum.

Cette protection semble néanmoins restreinte a une
protection contre I’infection et contre les acces palustres
simples. En effet, I1’injection d’IgG d’individus immuns, a
des enfants atteints de neuropaludisme, n’a pas permis de
mettre en évidence un ro6le protecteur des IgG contre les
formes séveres de paludisme[93]. L’échec de cette
immunothérapie peut étre lié a [I1’injection trop tardive
d’1gG, a des enfants chez qui les processus
physiopathologiques du neuropaludisme étaient déja
déclenchés (cytoadhérence, production de TNF-o). Les 119G
préviendraient alors 1le risque d’acces palustres en
participant au contr6le de la charge parasitaire sanguine,
et en neutralisant les toxines libérées lors de la rupture

des globules rouges.

In vivo, les mécanismes protecteurs impliquant les 1gG dans
le contrdole de la parasitémie sont encore mal connus car
difficiles a étudier. Les études iIn vitro sont ici d’une
aide précieuse, et ont permis de décrire différents
mécanismes capables d’éliminer ou d’inhiber la croissance
intra-érythrocytaire du parasite mesurée par [I’essai GIA
(Growth Inhibition Assay) dépendant uniquement des 1gG[32].
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» Le réle des I1gG 1In vitro

Les IgG agissent sur les stades érythrocytaires en inhibant
I’invasion des globules rouges par les mérozoites, la
croissance des mérozoites, la lyse complément dépendante
des globules rouges infectés[61] et en TfTacilitant leur
phagocytose[68]. Cette capacité des 1IgG vis a vis des
globules rouges infectés a été associée a la protection

clinique en zone d’endémie[67].

Outre leurs activités antiparasitaires, les IgG semblent
impliquées dans les mécanismes de protection clinique en
neutralisant i1n vitro les toxines produites par le
Plasmodium, en inhibant [1”adhésion des globules rouges
infectés aux cellules endothéliales et aux leucocytes
(monocytes, lignée monocytaire)[43]. De méme, les 1IgG
inhibent la formation de rosettes par les globules rouges
infectés[46], et cette capacité d’inhiber la formation des
rosettes iIn vitro est associée a la protection clinique in
vivo. Enfin, les IgG agissent sur la gamétocytogénese en
induisant 1”’agglutination et la lyse des gamétocytes par le
complément et en inhibant la transmission des gamétocytes

aux Anopheles[49].

> Le role des sous-classes d’1gG in vitro
Les sous-classes d’1gG, bien qu’apparentées, sont en effet
tres hétérogenes de part leurs concentrations, leurs
structures, mails aussi et surtout de part leurs fonctions ;
et certaines études in vitro ont démontré I”importance des
sous-classes d’IgG cytophiles dans les mécanismes dirigés
contre les Plasmodium. Chez I1°Homme, les IgGl et les 1gG3

sont capables d’induire 1’opsonisation des globules rouges
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infectés. De plus, ces sous-classes sont prépondérantes
dans les préparations d’1gG capables d’induire 1°ADCI et la
protection iIn vivo par injection passive. Inversement, les
1gG2 et les 1gG4 ont un effet inhibiteur sur l1’opsonisation
ou sont prépondérants dans les préparations d’IgG inhibant
1’ADCI. Ainsi, les observations iIn vitro suggerent que les
IgG cytophiles seraient associées aux meécanismes de
protection contre les Plasmodium, ces mécanismes dépendant
d’une étroite coopération entre ces IgG cytophiles et les
cellules effectrices, par [I1’intermédiaire des récepteurs
FcaR. A I’inverse, les IgG non-cytophiles auraient un effet
inhibiteur et seraient donc associées a la susceptibilité
accrue vis-a-vis de I’infection et de la maladie [16,67]-

> Le roOle des sous-classes d’IgG dans 1la protection
contre Plasmodium

En zone d’endémie, les études iImmuno-épidémiologiques ont
rapporté des résultats qui, pour la plupart, sont en accord
avec [I’hypothése selon laquelle les 1IgGl et les 1gG3
seraient protectrices contre le paludisme et qu’au
contraire les 19gG2 et les 1gG4 auraient un effet bloguant
sur les mécanismes de protection. L’un des arguments
majeurs en fTaveur de I1’importance des isotypes cytophiles
dans la protection contre le paludisme a été apporté par
une série d’expériences réalisées par Druilhe et
collaborateurs.
Ces auteurs ont en effet démontré que [I1’injection d’IgG
d’individus «protégés», a des enfants atteints d’acceés de
paludisme, entrainait une diminution de la parasitémie et
une ameélioration des signes cliniques[15]. De plus, ces 1gG
purifiées induisent 1”ADCI in vitro, et sont

majoritairement constituées d’IgGl et d’1gG3[46].-
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» Mécanisme de protection dépendant des 1IgG et des
cellules effectrices

De nombreuses études réalisées in vitro ont démontré que
des cellules effectrices comme les monocytes/macrophages ou
les neutrophiles, étaient capables, en association avec les
1gG spécifiques, d’éliminer les stades sanguins du parasite
ou d’inhiber leur prolifération.
En effet, 1les monocytes d’humains sont capables de
phagocyter et d’éliminer les mérozortes et les globules
rouges infectés, en présence de sérums d’individus immuns
ou d’IgG purifiées a partir de ces sérums[59]. Une étude
similaire réalisée sur des cultures de P. Tfalciparum in
vitro, a mit en évidence un mécanisme original faisant
intervenir les monocytes et les 1IgG spécifiques[15]. Ce
mécanisme nommeé ADCI (Antibody Dependant Cellular
Inhibition) par analogie avec [1°ADCC (Antibody Dependant
Cell Cytotoxicity) se distingue par le fait qu’il n’induit
pas uniquement la lyse des globules rouges parasités, mais
ausst  une i1nhibition de 1la croissance du parasite,
partiellement réversible lorsque ceux-ci sont remis en

culture sans monocyte ni IgG (figure 5).
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parasite multiplication : ADCI

Figure 5: Schéma de I1’Inhibition cellulaire dépendante de
I”anticorps (ADCI)

Source: Jean-Louis Pérignon, Unité de Parasitologie
Biomédicale, Pierre Druilhe, Institut Pasteur, Paris ReMeD

Paris, 3 novembre 2008.

Par la suite, d’autres études ont démontré que I1”ADCI avait
pour cible principale des antigénes des mérozortes comme
MSP-3[80], ou GLURP[94], et qu’elle était médiée par des
facteurs solubles comme Qle TNF-o, [I7IFN-y ou [I’oxyde

nitrique(NO) sécrétés par les monocytes actives[1l6].
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3.2.3. Le réseau des cytokines

L”immunité protectrice anti-paludisme est mise en cuvre par
les activités cellulaires telles que 1la production des
anticorps, la phagocytose, la cytotoxicité cellulaire et
I’inhibition des parasites exercée par les Ilymphocytes,
les neutrophiles et les phagocytes mononucléaires.
Toutefois, certaines de ces activités cellulaires peuvent
aussi endommager des tissus, et le cours de I’infection est
hautement dépendant de 1la balance entre les cytokines
secrétées par diverses cellules activées[101].

> Interleukine 1

Décrite pour la premiere fois par Gery et Waskman en 1971,
1’1L-1 est surtout produite par les macrophages mails aussi
par d’autres cellules : LB, LT et cellules endothéliales.
On distingue dans la famille de I’IL-1 : IL-13, 1'IL-lu et
I’IL-1ra (antagoniste du récepteur de [17I1L-1)[11]. Ces
trois protéines sont codées par des genes tres proches les
unes des autres situées sur le chromosome 2. L’IL-1 est une
cytokine pro-inflammatoire et ses effets sont assez
semblables a ceux du TNF. Elle favorise la production
d”’autres TfTacteurs hématoporétiques, notamment [1°1L-6[78].
Elle est impliquée dans la différentiation et la croissance
des lymphocytes T et B et joue ainsi un role iImportant

dans la régulation de la réponse immunitaire spécifique.

> Interleukine 2

Initialement appelée “”Facteur de croissance des
lymphocytes T “?(TCGF), elle est [1’une des premieres

interleukines a avoir été caractérisée. Elle appartient a
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la grande famille des hématoporétines incluant 1°1L-4 et
1’1IL-10. Le géne codant pour [1°IL-2, situé sur Ile
chromosome 4 (q26-927), contient 4 exons qui codent pour
153 acides aminés[96]. Le roéle principal de 1°1L-2 sur les
LT est d’accrortre [1’activité des CD4 et des CD8 Elle
exerce une action autocrine sur les Thl et paracrine sur
les Th2. L’IL-2 n’a aucune influence sur 1la balance
Thl/Th2. 1L-2 est une cytokine plértrope avec une action
pro-inflammatoire sur le systéme iImmunitaire a médiation

cellulaire (NK, monocytes) et humorale (LB et LT).

> Interleukine 4

Le gene de I1’IL-4 est situé sur le chromosome 5 et code
pour une protéine de 153 acides aminés. L’IL-4 est
essentiellement produite par les LT du type CD4 et joue un
grand réle dans la réponse cellulaire a médiation humorale.
Elle augmente la croissance et la différentiation des LB
préalablement activés. Elle favorise ainsi [la sécrétion
d”immunoglobulines (IgE, 1gGl) et la mobilisation des

eosinophiles[82].

» Interleukine 5 (eosinophil colony stimulating factor)

L”IL-5 est sécrétée par les LT CD4+ et certains mastocytes.
Elle stimule la croissance, la différenciation et
I’activité des éosinophiles qui jouent un roéle iImportant
dans la lutte contre les infections parasitaires. Elle
induit la prolifération des Ilymphocytes B et active les

lymphocytes T cytotoxiques|[78].
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> Interleukine 10

Le géne de 1’IL-10 est localisé sur le chromosome 1; Il est
composé de 4 exons qui couvrent plus de 5,1 kb du génome.
L”1L-10, cytokine anti-inflammatoire, est produite par
plusieurs types de cellules : LT activés, monocytes, LB
Kératinocytes, carcinome du colon, cellules du
mélanome[54]. Comme plusieurs cytokines, 1°1L-10 exerce une
action plértrope[77]. Une interaction directe entre 171L-10
et son récepteur situé sur le lymphocyte T, entraitne une
suppression de la transcription du gene IL-2 et donc une
suppression de la prolifération des LT. En plus de ces
effets sur les Thl, IL-10 inhibe la synthése de I’IFN-y par

les CD8 sans pour autant affecter leur cytotoxicité[40].

Les différentes études expérimentales ont montré que les
macrophages et les monocytes sont les premiéeres cibles de
1°1L-10. Elle a un effet proéminent sur leur morphologie,
leur phénotype et aptitude a produire les cytokines. En
effet, par la suppression de la production de I1’IL-12 par
les monocytes, elle inhibe la production de I1°IFN-y par les
NK[20,102].

» Tumor necrosis factor (TNF-a)

Le TNF-a est une cytokine pro-inflammatoire non glycosylée

de 17 kilodaltons qui dérive d’une molécule
transmembranaire par clivage protéolytique. Durant
1”infection, les macrophages synthétisent de (grandes

quantités de TNF-o. Celui ci estégalement produit par les
LT, LB, NK et les mastocytes. L’ensemble formé par le TNF-«
et son récepteur membranaire conduit a I1”’apoptose, a la

prolifération et a I’expression d’un large spectre de gene.
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L”expression de ces génes assure la production de cytokine,
de facteurs de prolifération, de molécules d’adhésion
cellulaire et de protéines du complexe majeur
d”histocompatibilité. Ce complexe renforce non seulement la
phagocytose, mais sert de médiateur dans la production de
radicaux oxygenés et nitriques. 11 existe de nombreux
indices pour penser que le TNF-o joue un ©le décisif dans
la pathogenese de 1”acceés pernicieux. Son réle bénéfique ou
délétere sur I1’évolution d’un accés palustre est fonction
de sa concentration[58,62]. Au cours de l1’accés palustre,
I’activité de la multiplication du parasite entraine Ila
production de cette cytokine par les macrophages activés.
De faible taux du TNF-a €crété confere une protection
relative, tandis que des taux élevés peuvent étre un
facteur de mauvais pronostic au cours du neuropaludisme.
Des études ont également permis d’établir une association
entre des taux sériques élevés de TNF-o et plusieurs
critéres de gravité du paludisme (hypoglycémie, fievre et
hyperparasitémie)[57,76]. Cette cytokine joue un réle dans
la production des Iésions vasculaires et des nécroses

hémorragiques.

> Interféron y

Cette cytokine a été décrite pour la premiere fois en 1965
par Wheelock et est essentiellement produite par les
cellules Ilymphordes. Les NK, LB, LT peuvent synthétiser
I’IFN-y aprés une stimulation adéquate. Le gene de I°IFN-vy
est situé sur le chromosome 12. C’est une protéine de 143
acides aminés. |IFN-y augmente 1la reconnaissance et la

présentation de l1”’antigéne au LT. Elle a un réle régulateur
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sur la production des immunoglobulines par les LB. La
production de I1°IFN-y par les CD8 activés par les antigenes
des formes pré-érythrocytaires permet la protection de
1’héte contre I1”anémie palustre[81]. Des expériences sur le
model animal suggerent que la clairance des parasites au
cours de I’affection palustre simple nécessite une

production précoce de 1”°1FN-y[92].

4. Vaccins antipaludiques: pléthore de

candidats, petit nombre d’antigenes

Il existe au moins 94 candidats vaccins antipaludiques. Ils
sont dérivés de seulement une vingtaine d’antigenes [105].
Comme il peut étre nécessaire d’ajuster la formulation ou
le systeme d’administration de chacune de ces molécules, le
nombre d’essais a effectuer est encore supérieur. Méme si
nombre de ces molécules en développement ont pu donner des
résultats encourageants, il n’existe aucune garantie qu’une
d’elle ou qu’une de leurs combinaisons permettra d’induire
un niveau suffisant d”immunité. Cela continue a justifier
I’exploration de nouvelles approches de recherche de
vaccins. Les candidats vaccins se distinguent d’abord par
les stades parasitaires auxquels les antigénes sont
exprimés. De ces stades dépendent 1’effet attendu du vaccin
et le type de réponse immune  susceptible d’étre

protectrice.
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4.1. Vaccins contre les stades pré-

érythrocytaires

Les vaccins contre les stades pré-érythrocytaires doivent
induire des réponses iImmunes visant les sporozortes, les
schizontes hépatiques. Le but est d’empécher toute
libération de mérozortes dans le sang. Pour induire une
immunité chez des individus non-immuns, I’efficacité de ce
type de vaccin doit étre de 100 %. Dans le cas contraire,
s’il ne réduisait que de 90 % ou moins Qle nombre de
schizontes hépatiques ou mérozortes libérés, le vaccin ne
pourrait que retarder de quelques heures a quelques jours
la survenue de manifestations cliniques|[37]. L efficacité de
ce type de vaccin peut étre évaluée par des infections
expérimentales par anophéles infectés. Des essais peuvent
également étre menés sur le terrain, en zone endémie, chez
des individus semi-immuns. Le vaccin est alors évalué sur
sa capacité a diminuer le risque d’infection apres une cure
radicale ou a diminuer le risque d’acces palustre.

Les vaccins contre les stades pré-érythrocytaires ont
d”’abord essayé de reproduire I’immunité acquise avec des
sporozoites irradiés en provoquant une réponse anticorps
contre la CSP (circum sporozoite protein ). Cet antigéne a
été testé chez 1’homme par des infections expérimentales et
n“a pas donné de résultats satisfaisants[51].Les travaux sur
la CSP ont cependant été poursuivis. Parmi les vaccins CSP
en cours de développement, celui qui a donné les résultats
les plus encourageant dans des essais de phase 1lb est le
RTS,S/AS02A[4,5,13] . IL est composé de particules protéiques
comprenant 19 copies de la portion répétée centrale de la
CSP et d’une partie (épitope T) de sa région carboxy-
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terminale fusionnés a [lI’antigene S du virus de [’hépatite
B[44], et d’un adjuvant complexe, [1”7AS02A[90]. Ce vaccin a
permis de protéger 48 % de 63 volontaires infectés
expérimentalement[87]. En Gambie, ce vaccin a réduit de 34 %
le risque de nouvelle iInfection d’adultes sur une période
de 15 semaines[13]. En fait, la protection était de 71 %
pendant les neuf premiéres semaines et nulle ensuite. Au
Mozambique, chez des enfants, ce vaccin a diminué de 45 %
le risque de nouvelle iInfection et de 30 % le risque
d”acces palustre simple pendant six mois[4].Cet effet sur la
morbidité a persisté au cours de I’année suivante[5]. Les
résultats du méme essai suggéraient une réduction de 57 %
du risque de paludisme grave au cours des siIx premiers
mois. Une part de l1’efficacité de ce vaccin pourrait étre
liée a un effet non spécifique de son adjuvant, 17AS02A
[87]. Ce vaccin développé par le Walter Reed Army Institute
of Research aux USA et GlaxoSmithKline Biologicals en
Belgique est en phase 111 des essais cliniques.

D’autres vaccins contre les stades pré-érythrocytaires
visent a induire une réponse cellulaire T contre Iles
schizontes hépatiques. Ils 1incluent un ou plusieurs
antigenes comme TRAP  (Thrombospondin-related adhesive
protein), LSA-1 (Liver stage antigen — 1), LSA — 3, SALSA
(Sporozoite and liver stage antigen), STARP (Sporozoite
threonine and asparagine rich protein) ou EXP-1 (Exported
antigen 1), et sont administrés sous la forme de protéines
recombinantes, de polypeptides synthétiques 1longs, de
particules protéiques, de lipopeptides, ou de vecteurs

d’expression plasmidiques ou viraux[52].
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4_.2. Vaccins contre les stades sanguins asexués

Un vaccin contre les stades érythrocytaires asexués
viserait soit a empécher I’invasion des hématies et donc a
controler les densités plasmodiales circulantes, soit a
empécher 1”évolution des infections vers les formes
cliniques et potentiellement graves de la maladie. La mise
au point d’un tel vaccin se heurte a différents obstacles :
les difficultés d’évaluation expérimentale chez 17 homme,
I’absence de modele animal pertinent et [1”absence de
corrélat immunologique de la protection. La principale
cible de vaccins contre les stades sanguins asexués est le
mérozorTte, la forme du parasite qui est libérée par les
schizontes hépatocytaires ou érythrocytaires et qui envahie
les hématies. En quelques secondes, les mérozortes adhérent
aux globules rouges, se réorientent par rapport a Ila
membrane érythrocytaire et modifient les structures
membranaires pour envahir Jles hématies en formant des
vacuoles parasitophores. lls échappent alors aux anticorps.
Plusieurs protéines parasitaires sont impliquées dans ce
processus complexe (par exemple MSP-1). Elles sont
exprimées en surface de la membrane parasitaire et sont
donc exposées aux anticorps pendant une tres bréve période.
D”autres antigenes parasitaires pourraient étre impliqués
dans la physiopathologie du paludisme, dont le
neuropaludisme. Parmi ceux-ci, le GPI (glycosyl
phosphatidyl 1inositol) serait impliqué dans la libération
de médiateurs pro-inflammatoires au moment de la rupture des
schizontes et des antigenes comme PFfEMP-1 seraient
impliqués dans les phénomenes de cytoadhérence des hématies
parasitées a [I1’endothélium vasculaire. Ces derniers

antigenes sont caractérisés par une grande variabilité, un
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taux élevé de variation antigénique et par l’existence d’un
grand nombre de copies de son gene dans le génome de P.
falciparum qui compliguent la mise au point de vaccins.

Les principaux antigenes candidats vaccins ayant atteint le
stade des essais cliniques sont MSP-1 (Merozoite Surface
Protein — 1), MSP-3, AMA-1 (Apical membrane antigen — 1),
EBA-175 (Erythrocyte binding antigen) et GLURP (Glutamate
rich protein). Il a été montré in vitro que des anticorps
dirigés contre la région carboxy-terminale de MSP-1[53], et
en particulier une portion de 19-kD, pouvaient empécher
I’iInvasion des hématies par les mérozortes. Un essai
clinique d’une portion de 42-kD de cette région de MSP-1
par infection expérimentale n’a pas montré d’efficacité
vaccinale chez I1”homme alors qu’elle est protectrice dans
un modéle primate [21].

Dans des modeles animaux (murins et primates), il a été
montré qu’AMA-1 pouvait induire une réponse iImmune
protectrice contre des infections expérimentale[6,91].
Différents essais de phase 1 ont été effectués chez 1”homme
avec des vaccins dérivés de cet antigene[65,84]. Il est
possible cependant que le polymorphisme de cet antigéene
puisse aussi obérer |I1’efficacité de ce vaccin dans les
conditions du terrain[12,50]. Des anticorps induits par un
polypeptide long dérivé de mMspP-3 chez des volontaires sont
capables d’inhiber la croissance parasitaire in vitro et iIn
Vvivo par un mécanisme dépendant des monocytes[10,86]. Dans
leur ensemble, les résultats obtenus avec ces antigenes
suggerent qu’un certain niveau d’immunité pourrait étre
acquis par vaccination mailis que seuls les essais
d’efficacité en zone d’endémie permettront de savoir si ces
vaccins contre des stades sanguins asexués sont capables de

protéger contre les acces palustres ou les formes graves du
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paludisme. L’un des obstacles a la mise au point de ces
vaccins est le polymorphisme allélique des antigenes
utilisés. Un essai clinique en Papouasie-Nouvelle Guinée a
montré qu’un vaccin ne contenant qu’ une seule version des
alleles naturellement exprimés par les parasites peut
n~induire qu’une protection contre les parasites portant
cet allele et sélectionner ceux qui ne le portent pas[42?],

limitant ainsi 1 importance de I ” immunité induite.
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I111. METHODOLOGIE

1. Lieu d’étude

Cette étude a été menée a Bougoula Hameau, un quartier
périurbain de 5000 habitants, situé a 5 Km de Sikasso. II
est limité au Nord par Sabalibougou, au Sud par Momobougou,
a 1’Ouest par Sikasso et a I’Est par Kaféla. Il est situé a
11°21 Hlatitudes Nord et 5°11 longitudes Ouest (Figure 6).
Le paludisme est holo-endémique a Bougoula avec un indice
plasmodique (IP) situé entre 40 et 50% en salson seche
(Novembre a Avril) et entre 70 et 85% en saison pluvieuse
(Mai  a Octobre)[35]. Bougoula-Hameau est un site de
plusieurs études du MRTC depuis 1991.
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Figure 6: Carte du Mali montrant le cercle de Sikasso et

notre site d’étude.

Nouhoum Diallo THESE DE MEDECINE 2009-2010 Page 40



1.1. Climat, végétation, faune et sol:[7]

1.1.1. Le climat

Le climat est de type soudanien. Il est sous I’influence de
la zone forestiére humide avec une période pluvieuse
pouvant atteindre 6 mois environ (Mai a Octobre) par an.
Cet avantage climatique donne au quartier une vocation

agricole de premier ordre.
Le climat se divise en deux saisons :

*la saison seche froide (de Novembre a Février) : C’est la
saison pendant laquelle le quartier bénéficie des
températures douces. Les minima de température sont
enregistrés entre le crépuscule et le levé du soleil.
Durant cette période, le quartier se trouve balayé par
1’alizé continental qui souffle d’Ouest en Est, vent sec et

desséchant que l1”organisme humain supporte mal;

* la sailson seche chaude (de Mars a Avril) : C’est la
saison pendant Qlaquelle les maxima de température sont
enregistrés. Pendant ces mois, [le quartier subit Ila
confrontation de 1”alizé marine et de I1~alizé continental
avec la prédominance de lI’alizé continental. Ce vent a une
direction nord sud, le début d’hivernage se caractérise par
des possibilités d’évapotranspiration trés élevée. Cette

période correspond a un temps mort pour les travaux;

* la saison pluvieuse (de Mai a Octobre) : C’est la période
pluvieuse pendant laquelle les maxima de pluviométrie sont

atteints a Bougoula.
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Situation comparative de la pluviométrie dans le cercle de Sikasso de 2005
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Figure 7: Relevé pluviométrique du cercle de Sikasso de

2005, 2006 et 2007

1.1.2. La végétation

Bougoula se trouve dans la zone soudanienne dominée par une
savane boisée avec de hautes herbes parsemées de grands
arbres. Tout au

long des cours d’eau, la végetation est

plus dense et forme la forét galerie.
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1.1.3. La flore

Elle est constituée par les especes suivantes : Le karité
(Butyrospernum parkii) ; Le néré (Parkia biglobosa) ; Le
baobab (Adansonia digitata); Le cailcedrat (Kaya
senegalinsis) ; Le fromager (Ceiba pentandra) ; Le koundie
(bambara) (Guiera senegalinsis); Le n’taba (bambara) (Corla
cordifolia) ; Le tamarinier (Tamarindus indica) ; Le
kapokier (Bombax costatum) ; Les principales herbes sont
des graminées vivaces : Le « waga » (bambara) (Andropogon
gayanus) et le n>goolo (bambara) (Pennisetum
pedicellatum) qui constituent un tapis verdoyant pendant la
saison pluvieuse. La veégétation est brilée chaque année et

le tapis herbacé prend la couleur jaune paille.

1.1.4_. La faune

Parmi les vertébrés on rencontre les reptiles, plusieurs
espéeces d’oiseaux, et de petits mammiféres notamment les
liéevres (Lepus  trimidus), les hérissons (Trinaceus
europaeus) et quelques phacochéres (Phacochoerus
aethiopicus). Les insectes d’importance médicale rencontrés
sont : Anopheles (An. gambiae, An. Tfunestus), Culex
(C.quinquefaciatus, C. fatigans).
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1.1.5. Le sol

Le sol est argilo-siliceux, on y rencontre en abondance des
pyrites de fer sur le plateau, du gres sur les pentes et du
granit sur les hauteurs. La terre est fertile et favorable

a I’agriculture.

1.1.6. Relief et hydrographie

Le relief est composé de plateaux et de collines de basse
altitude. Bougoula se trouve entre trois marigots : A
I’entrée se trouve le ”’Farako”” qui prend sa source a
Sirakoro. Le quartier est traversé par le “N’goroni’” qui
prend sa source a Bougoula. A la sortie se trouve le
“’Koba”” qui prend sa source a Momobougou au sud du
quartier. L’eau du “’Koba’” ne tarissant pas completement
pendant la saison séche, des gites de larve de moustiques

peuvent se rencontrer pendant toutes les sailsons.

1.2._Démographie

La population de Bougoula s’éleve a 5000 habitants repartis
en deux blocs (Recensement MRTC Bougoula 2005). En plus des
senoufo qui constituent [I’ethnie dominante (95%), les
Bambara, les Malinké, les Bobo, les Sonrhar, les Haoussa,
les Samo, et les Mossi constituent les 5%. Les religions
dominantes sont : I’islam et 17animisme, il existe

cependant quelques chrétiens.
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1.3.Habitat

Dans le quartier on rencontre trois types d’habitations :
Des cases rondes avec toit conique en paille ; des maisons
rectangulaires avec toit en téle, les plus fréquentes ; des
maisons rondes ou rectangulaires avec toit en terrasse. Ces
habitations constituent le lieu de repos pour les

moustiques (Anopheles).

1.4_Activités économiques

Les activités économiques sont essentiellement basées sur
I’agriculture et on distingue trois cultures : Les cultures
vivrieres ; mil, mars, riz, sorgho, haricot, manioc, patate
douce, fonio, oseille de Guinée et le coton. Les cultures
maratcheres ; pomme de terre, igname, tomate, aubergine,
gombo, oignon, laitue, carotte, choux, concombre, piment.
Les cultures fruitieres ; manguiers, bananiers, orangers,
papayers, mandariniers, fromagers (banan), goyaviers. Les
produits de cueillettes ; les baies de Karité, les fruits
de Néré, de Tamarinier, du Zaban. L’élevage, la péche et
I’artisanat constituent une activité secondaire. On y éleve
des bovins, de caprins, des ovins et de la volaille. La
péche est pratiquée dans les marigots. La forge et la

tannerie sont les principales activités de l’artisanat.
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1.5.0rganisation administrative

Bougoula est dirigé par un chef de quartier et cing
conseillers. La chefferie se fait par consensus des
habitants du quartier. Le chef sera annoncé a la mairie qui
lui remettra son chapeau de chef. Depuis qu’il est devenu
quartier de Sikasso, Bougoula a connu six (6) chefs de
quartier qui sont: Ngolo Ouattara, Féry Koné, Lamissa

Traoré, Daouda Traoré, Kader Berthé et Sounkalo Koné.

1.6. Infrastructures

Bougoula dispose d’un centre de santé composé d’une
maternité et d’un dispensaire dirigé par un infirmier
d’état ; d’une école du premier cycle fondamentale de six
classes, d’une medersa, d’un CED (Centre d’Education pour

le Développement) et de deux mosquées.

2. Type et Période d’étude

11 s’agit d’une étude prospective, longitudinale,
comparative qui s’est déroulée de Juillet 2005 a Juin 2007.
Les données sur le terrain ont été collectées par I1’équipe
parasito-clinique basée dans le village de Bougoula Hameau

pendant toute la durée de I’étude.
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3. Population d’étude

Les plasmas des patients utilisés dans cette étude étaient
obtenus de juillet 2005 a juin 2007 au cours d’un essal
clinique randomisé ouvert comparatif a trois bras de
traitement. L"étude sT"adressait a [I’ensemble de la
population ayant un paludisme simple et un age supérieur ou
égal a six mois, résidant a Bougoula-Hameau pour la durée
de [1’étude. Le nombre de sujets inclus était de 780,
répartis éequitablement entre les bras de traitement: AS- AQ
(Artesunate- Amodiaquine); AS- SP (Artesunate- Sulfadoxine-
Pyrimethamine) et AR- L (Artemether- Lumefantrine).
Les sujets assignés a un traitement donné par hasard ont
recu le méme traitement durant toute la durée de [1’étude,
suivi de la mention E;, E,, Esz lors des épisodes successifs
de paludisme. Une liste de randomisation était établie par
1’équipe de Biostatistique avant le début de [1”étude. Un
épisode palustre simple était défini par : la présence
d’une température axillaire supérieure ou égale a 37,5°° ;
une infection a Plasmodium sp avec une densité parasitaire
comprise entre 2000 et 200000 formes asexuées par
millimétre cube de sang ; l1’absence de signes cliniques de

paludisme grave ou de neuropaludisme[97].
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4. Echantillonnage

Les sujets sélectionnés pour constituer notre échantillon
provenaient d”’un essail clinique randomisé ouvert comparatif
a trois bras de traitement. Les sujets étaient au nombre de
212 répartis selon un choix raisonné suivant la

classification ci- apres (figure 8).
» La classification en trois groupes:

Groupe 1: composé des sujets ayant fait un seul épisode,

appelés «sujets protégés».

Groupe 2: composé des sujets ayant Tfait trois eépisodes,

appelés «sujets intermédiaires».

Groupe 3: composé des sujets ayant Tait au moins cinq

épisodes, appelés «sujets susceptibles».

Nouhoum Diallo THESE DE MEDECINE 2009-2010 Page 48



Etude clinique

Nombre de sujets inclus : 780

A\ 4 A 4 A

AR-L N (260) AS- AQ N (260) AS- SP N (260)

I\

Etude immunologique

Sujets inclus : 212

Y

Groupe 1: Groupe?2 : Groupe3:
N (53) N (81) N (78)
\ 4 Y Y
AR-L n (18) AR-L n (29) AR-Ln (26)

v \ 4

AS- AQn (20) AS- AQ n (23) AS- AQ n (23)
v l v

AS- SP n (15) AS-SP n (29) AS-SPn (29)

Figure 8: Représentation schématique de 1’échantillonnage.
N= Effectif du groupe, n= Effectif du bras de traitement
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5. Variables mesureées

» Les variables sociodémographiques

L age et le sexe.
» Les variables biologiques

La densité parasitaire ; le nombre de globules blancs ; le
taux d”hémoglobine ; Les titres des anticorps 1gG
spécifiques des antigenes AMA-1, MSP-3, GLURP et les titres
des anticorps IgM, 1gGl, 1gG2, 19gG3 spécifiques des
antigénes AMA-1, MSP-3, GLURP, MSP-6, GBP-130, LSA-5 et
SERP. Les titres des cytokines Th1l/Th2.

6. Matériels et techniques utilisés

Les anticorps ont été dosés dans les plasmas. 1gG, IgM,
1gG1l, 1gG2 et 1gG3 spéecifiques de différents antigénes du
P. falciparum ont été dosés par [I’ELISA. Les antigenes
utilisés étaient :

AMA-1 (une protéine recombinante de la souche FVO de P.
falciparum, comprenant les acides aminés 25-545[60]
exprimée par Pichia pastoris) ;

MSP-3 (le long peptide synthétique appelé LR55, provient de
la souche FC27 constituée des acides aminés 181-
276)[10] ;

MSP-6(fourni par I’institut Pasteur de Paris) ;
GLURP (protéine recombinante de la souche F32 contenant la
région N-terminale conservée, non répétée des acides aminés
25- 514 appelée RO[95], exprimée par Escherichia coli) ;
SERP (fourni par 1’institut Pasteur de Paris) ;
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GBP-130 (fourni par I’institut Pasteur de Paris) ;
LSA-5(Liver stage antigene-5, fourni par l1’institut pasteur
de Paris).

Les cytokines du kit Thl/Th2 : 1L-2, IL-4, IL-5, 1L-10, du
TNF-a et de I°IFN-y ont été dosées par la technique du

Cytometric Beads Array ou analyse multiplexée de perles.

6.1 Prélevement veineux et séparation du
plasma

» Principe:

Il consiste a prélever du sang veineux dans un tube avec
anticoagulant.

> Matériels

Gants stériles, Coton hydrophile, Alcool a 70%, Tube EDTA 5
ml, Seringue 5 ml et 10ml, Aiguilles, Epicraniens,
Portoirs, Garrot, Centrifugeuse, Tubes Nunc, Congélateur,

Micropipettes, Embouts, Hotte, Boites de cryoconservation.
» Mode opératoire :

v Attacher le garrot au-dessus du lieu de prélévement ;
Désinfecter [le lieu de préléevement avec un tampon
d’alcool a 70%;

v Inscrire le numéro d’identification du patient, la date

et 1’heure du prélevement sur le tube de prélevement;

v Introduire avec précaution [17aiguille dans la veine et

prélever le volume de sang nécessaire;
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v Aprés le retrait de l17aiguille, déposer un coton sec sur
le lieu de prélevement puis jeter [1’aiguille dans la
poubelle prévue a cet effet;

v Placer le prélévement dans la centrifugeuse;
v' Centrifuger le prélévement veineux a 800g pendant 10 min;

v Inscrire sur un tube Nunc le numéro d’identification du

patient ainsi que la date et I’heure du prélévement;
v' Transférer a 1”aide d’une micropipette le plasma;
v’ Répartir ce plasma dans les tubes Nunc;

v Placer les tubes Nunc dans une boite de cryoconservation

et conserver a —70°c jusqu®a utilisation.

6.2 Dosage des anticorps plasmatiques

by

Les différents dosages ont été effectués au MRTC/DEAP et a
1’ Institut Pasteur de Paris. Il s’agissait de déterminer le
taux plasmatique de certaines i1mmunoglobulines dans les
plasmas de certains volontaires de la cohorte. Ces dosages
ont été effectués sur les plasmas prélevés avant le
traitement le jour de I’inclusion. Nous avons utilisé la

technique de I’ELISA indirect pour déterminer ces taux.
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» Principe

La technique ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent
Assay).C’est une technique mettant en jeu deux types de
réactions d’une part [I’antigene avec [I’anticorps et de
I’autre [1’enzyme avec son substrat. L’Ag Tfixé sur un
support solide (plagque de 96 puits) est lié de facon non
covalente par [I1’anticorps contenu dans le plasma. Puis
cette réaction antigene anticorps est révélée par un
systeme d’anticorps couplé a une enzyme qui en présence de
son substrat, hydrolyse celui-ci et donne une coloration
dont la densité optique peut étre reliée a la concentration

d’anticorps fixé sur I’antigéene par la formule: DO (densité

optique) = &l1.C (ecoefficient d’extinction molaire et I la
largeur de la cuve sont des constantes pour une expérience

donnée et C la concentration molaire variable).

> Matériels et réactifs

- Micropipettes 1-20 pl, 20 -100 pl, 40-200
pl, 200 —1000ul
- Micropipipette multicanaux (8 cannaux)

- Agitateur rotatift de plaque ELISA
- Spectrophotometre
- Ordinateur de bureau

- Logiciel d’analyse des données ADAMSEL Ed Remarque
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- Plaques de titration en Maxisorp

Polystyrene F 96 439454 Nunc / SSI
- Réservoir de réactift en Institution
plastique
- Erlenmeyer de 500ml, 21 et 5I Institution
- Embout pour les pipettes SSI
- Feuille de plastic adhesive SSI
e Réactifs Chimiques: Reférence Fournisseur
- Acide sulfurique 10M BBB 133552 Bie & Berntsen
- Tween 20 Merck cat. Merck Eurolab
no 822184
- 3,3’5,5” Tétraméthylbenzidine
+ H,0, (TMB ONE) 4380 KEMENTEC
- Tampon de phosphate de sodium 18912-014 Gibco
(PBS)
- Lait écrémé en poudre Matas
- NacCl
- 1gG de chevre anti-IgG humain H10007 Caltag

conjuguées a la peroxydase
- Conjugué anti-1gG humaines de H15007 Caltag
chevre couplée a la peroxydase

- 196G Poly-clonales humaines The Binding The Binding
purifiées Site BPO55 Site

- Plasma témoin positif IPP France

- Plasma témoin négatif IPP France
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- Antigene MSP-3 LSPigi-276 IPP France

- Solution de sensibilisation

(Coating buffer) voir Annexe
- Solution de blocage Voir Annexe
- Solution de dilution de sérum Voir Annexe
- Solution de lavage Voir Annexe
- Tampon de coloration Voir Annexe
- Tampon de dilution Voir Annexe
- Solution d’arrét 10 M H,SO4 Voir Annexe

» Modes opératoires

Afin d"exécuter cette procédure, il est recommandé au
personnel de porter les gants et d’étre vacciné contre
I"hépatite B. Les réactifs doivent étre manipulés selon les
regles de bonnes pratiques de laboratoires. L’exécution des
analyses doit strictement suivre la procédure écrite (SOP),
(voir annexe).
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L

Lavage

=

he A

Plaque Addition d’anticorps Addition du Addition du at
sensibilisée a spécifiques a doser second anticorps substrat et
I'antigéne contenu dans les couplé a une mesurer la
plasmas enzyme coloration

Figure 9: différentes étapes de I”ELISA.
o Sensibilisation des puits de plaque avec
I’antigéne (Coating)

- D”abord I’initiale du technicien et [la date de

réalisation sont inscrites sur la plaque;
- Pour la courbe de référence préparer une
de 500ng/ml

- Mettre a

d”1gG humaines pures;

I’aide d’une micropipette 100 pul

solution stock

de cette

dilution dans les puits Al et A2 de la plaque;

- Effectuer une dilution en série de raison 2 des puits Al,

A2 jJusqu’aux pults Hl et H2 puis jeter les 100ul en exces

des derniers puits;

- Sensibiliser les puits des colonnes 3 a 12 avec 100 pl de

I’antigéne a doser, dilué a 1.0 pg/ml;

- Couvrer la plaqgue avec la feuille de plastique adhésive;
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Incuber la plaque pendant une nuit a 2-8°C (la plaque
ainsi sensibilisée peut étre conservée pendant 21 jours
dans le réfrigérateur a 2 a 8°C).

o0 Blocage des plagques
Laver la plaque 4 fois avec le tampon de Ilavage et

essorer en tapant contre un papier absorbant;

Distribuer 150 ul de la solution de blocage dans tous les
puits;
Incuber pendant 1 heure, la plaque a la température du
laboratoire dans une chambre humide et en agitation
lente.

0 Addition du premier anticorps (plasma)
Laver 4 fTois les plagues avec le tampon de Hlavage et
essorer;
Pendant la période d’incubation du blocage, diluer les
sérums témoins positifs et négatifs et les plasmas de
volontaires au 1:200 dans le tampon de dilution;
Distribuer 100 pl des sérums et plasmas dilués dans les
puits conformément au schéma de plaque;
Incuber pendant 2heures la plaque a la température du

laboratoire dans une chambre humide en agitation lente.

0 Addition du second anticorps ou conjugué
Laver 4 fois les plaques avec le tampon de lavage et
essorer;
Distribuer dans les puits 100 pul du conjugué anti-IgG
humaine de chevre diluée a 1:3000 dans le tampon de

dilution;
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- Incuber pendant 1l1lheure la plague a la température du

laboratoire dans une chambre humide en agitation lente.

o Addition de substrat (TMB)
- Laver 4 fois les plaques avec le tampon de lavage et bien

essorer.

- Distribuer 100 ul de substrat dans chaque puits.

- Incuber pendant 30 minutes a I”abri de la lumiére.
- Arréter la réaction en ajoutant 100 ul d’une solution
H2S04 1M dans chaque puits.

0 Lecture et expression des résultats

- Mesurer les densités optiques des puits a I’aide d’un
spectrophotometre a 450 nm en utilisant le logiciel
SOFTmaxPRO 5.0.

- Analyser les résultats avec 1le logiciel ADAMSEL
(Auditable Data Analysis and Management System for
ELISA).

- ADAMSEL FPL (Four Parameter Logistic) est une
application qui convertit les densités optiques obtenues
a partir des lecteurs de plaques ELISA en unité
arbitraire d’anticorps avec la courbe standard de
référence générée pour chaque plaque d’ELISA en utilisant

quatre paramétres logistiques (figure 10).

Nouhoum Diallo THESE DE MEDECINE 2009-2010 Page 58



3.500

3.000 -

2.500 P

2.000 -

1.500 - @
1.000 -
0.500
0.000 ‘ ‘ ‘
0.001 0.01 0.1 1 10
Legend
e Odi
e Od2
— Od Pred.

Figure 10: Exemple de courbe de conversion des densités
optiques en concentrations par guatre parametres
logistiques. (Source: © EJ Remarque 2007).
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6.3 Dosage des différentes cytokines

Les différents dosages ont été effectués au MRTC/DEAP. 11
s’agissait de déterminer [le taux sérique de certaines
cytokines dans les plasmas de certains volontaires de la
cohorte. Ces dosages ont concerné les prélevements

effectués avant le traitement le jour de I’inclusion.

» Principe

La cytométrie en flux est une technique d’analyse et de tri
de constituants de fonctionnalité cellulaire, dans un
systeme fluide tres fin sous pression. La vitesse d’analyse
permet [I’examen d’un nombre important de cellules. Les
particules en suspension sont guidées dans un capillaire
fin, Jusqu"a [I’extrémité d’une buse, ou elles vont
traverser un fTaisceau laser qui va exciter le ou les
fluorochromes présents. Chacun d’entre eux va émettre une
fluorescence qui sera séparée et transformée en signal
électrique. L’intensité de la fluorescence est représentée
sur des histogrammes prédéfinis qui s’affichent sur l’écran
du cytométre au fur et a mesure de I1’acquisition des
données. Utilisant la cytomérie en flux, le CBA est un
ensemble de sondes fluorescentes composées d’anticorps
fluoro-marqués spécifiques a la molécule a doser. Le CBA
est basé sur une technique d’analyse en sandwich

représentée sur le schéma suivant:
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Bille marquée au PerCP
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Cytokine
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Figure 11: Schéma de base illustrant le principe de la
méthode CBA

SourceError! Hyperlink reference not valid.

> Matériels et réactifs

- Micropipettes 1-20ul, 20 -100ul, 40-200ul, 200 —-1000ul
- Cytométre a flux ou FACS calibur

- Ordinateur de bureau

- Papier aluminium

- Embouts pour les pipettes

- Tube polystyrene fond rond 5ml 12 *75 mm style
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e Réactifs

- Un tube pour chacune des séries de BD pharmingen

billes de captures spécifiques
- Un tube de billes pour le calibrage de

1”appareil BD pharmingen

- Un tube d’anticorps spécifiques

fluoromarqués par du PE BD pharmingen
- Un tube de contréle positif de

détection du PE BD pharmingen
- Un tube de contréle positif de

détection du FITC BD pharmingen
- Un tube de standard lyophilisé des

cytokines BD pharmingen
- Deux tubes de solution tampon

pour le lavage BD pharmingen
- Deux tubes de solution diluante pour

les différentes dilutions BD pharmingen

» Mode opératoire

Le dosage des différentes cytokines par la cytométrie de

flux a partir des Kits se fait en plusieurs étapes :

o Dilution des standards

Les standards sous forme de [lyophilisat doivent é&tre
reconstitués et dilués avant d’ajouter le mélange des 6

billes de capture et du réactif de détection PE.
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v Ajouter 0,2 ml de la solution de dilution pour obtenir
un standard a 10X ;

v Agiter et laisser a la température ambiante pendant
15mn ;

v Inscrire sur 10 tubes de 12 x 75mm les différentes
dillutions et les ranger dans [I1’ordre suivant : 1:2,
1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256 et témoin
négatif.

v Ajouter 900ul de la solution diluante dans le premier
tube ;

v Ajouter 300ul du diluant dans chacun des autres tubes ;

v Transférer 100ul de la solution a 10X dans le premier
tube a essai et mélanger ;

v Commencer la série de dilution en transférant 300 ul du
premier tube dans le second tube (1:2) et mélanger.
Puis 300 ul du tube 1:2 dans le tube 1:4 et ainsi de
suite jusqu’au tube 1:256.

v Le dernier tube ne contenant que la solution diluante

servira de contrdle négatif.

o Meélange des billes de capture

Les six billes de capture sont conditionnées dans des
flacons individuels. (| est indispensable de les
additionner avant de les ajouter au réactif de détection

PE, aux standards ou aux échantillons;

v Déterminer le nombre de tube d’essais (y compris les
standards, les deux témoins positifs et le contréle
négatif= 18 tubes) ;
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v' Mélanger vigoureusement chacun des flacons contenant
les billes de capture ;
v Prendre 8 ul par billes de capture et par échantillon

a analyser ;

v Mélanger vigoureusement la solution ainsi obtenue;

v Le mélange de bille de capture prét pour le transférer
dans les différents tubes tests a raison de 40ul /
tube.

o0 Marquage

v Etiqueter les tubes a essai en fonction des
echantillons ;

v  Transférer 40ul du mélange des billes de capture dans
chacun des tubes a essais ;

v Ajouter 40ul du standard dilué dans le tube approprié ;

v  Ajouter 40ul de chaque échantillon a doser dans le
tube a essail approprié ;

v  Ajouter 40ul du réactif de détection PE dans chaque
tube et mélanger ;

v’ Laisser incuber a 4 ©C pendant 3 jours et a I’abri de

la lumiére.

o Lavage

Les échantillons colorés sont lavés trois jours apres
1’ incubation pour eliminer toutes les substances

excédentaires.

v Ajouter 1ml de solution tampon de lavage dans chacun
des tubes et centrifuger a 1500 tours/min pendant 5

min;
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v Verser le surnageant;
v Ajouter 300ul de la solution tampon de lavage pour

resuspendre les billes de capture.

0 Préparation des billes de calibrage

v Ajouter 40ul des billes de calibrage dans 3tubes a
essais A, Bet C

v Ajouter 40ul du FITC, contréle positif de détection,
dans le tube B

v Ajouter 40ul de PE, contrbéle positif de détection, dans
le tube C

v Laisser a la température ambiante pendant 30 min a
1’abri de la lumiéere les 3 tubes.

v Ajouter 400ul de la solution de lavage dans les tubes
de controéle positit B et C

v’ Ajouter 450ul de la solution de lavage dans le tube A

Utiliser les tubes A, B et C pour démarrer le dosage

cytométrique.

0 Acquisition des données

Elle se fait en passant les tubes marqués un a un dans le
cytométre. 1l s’agit dans un premier temps de passer les
tubes de calibrage pour délimiter les régions des
histogrammes ou on s’attend a avoir les intensités
extrémes. Ensuite le passage des différentes dilutions des
standards permettra de recueillir les données pour le tracé
ultérieur de la courbe de réféerence. Ce n’est qu’apres ces
étapes que les tubes contenant Iles échantillons seront

passés au cytometre. Les données de cette acquisition
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seront représentées sur les histogrammes de facon a ce que
I’intensité en PerCP des différentes séries de billes de
capture figure sur l1’axe des ordonnées. L’intensité en PE
représentée sur 1’axe des abscisses correspond a la

quantité de cytokine mesurée.
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Figure 12: Exemple d’histogramme

o0 Analyse des résultats

Nous l1’avons fait sous le logiciel Excel 2000. Les valeurs
obtenues en canal de fluorescence lors de l”acquisition des
données sur le cytométre seront converties en pg/ml. La

conversion comprend plusieurs étapes :

Nouhoum Diallo THESE DE MEDECINE 2009-2010 Page 66



1. Le tracée de

la courbe de référence de chacune des

différentes cytokines a partir des fTluorescences

emises par les standards :

8000 ~
7000 -
6000 -
5000 -
4000 ~
3000 -

Corrected MFU

2000 -
1000 ~

Standard TNF

¢ Seriesl

—Linear (Seriesl)

0 \ \
) 1000

-1000 -

2000

Predicted concentration

3000 4000 5000 6000

Figure 13: Exemple de Courbe Standard (cas du TNF)
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2. Déterminer 1”équation de la droite de régression

y = 1.3664x - 14.536
R? = 0.9996

Standard TNF

8000
7000
6000 1

5000

4000 - ¢ Seriesl

3000

—Linear (Series1)

Corrected MFU

2000 +
1000 -

0 T T T 1
1000 2000 3000 4000 5000 6000

-1000

Predicted concentration

Figure 14: Exemple de courbe avec droite de régression (cas
du TNF)

3. Appliquer [I”égquation aux valeurs obtenues a partir du
dosage des différents échantillons.
A partir de différentes courbes standards tracées, on
détermine |I1”intervalle de sensibilité du test. Toutes
fluorescences converties en pg/ml devront étre comprises
entre ces deux valeurs. Lorsque 1la valeur de |la
fluorescence convertie en pg/ml est supérieure a la
concentration maximale, le résultat n’est pas
interprétable. L’échantillon devra étre dilué et dosé de

nouveau. Cependant lorsque 1la valeur est inférieure au
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seuil minimal de détection, elle est ramenée a Ila

concentration minimale.

7. Analyse des données

Nos données ont été saisies sur Access et analysées sur
stata version 10. Le test de khi carré de Pearson a été
utilisé pour la comparaison de variables qualitatives
dichotomiques (sexe) et quantitatives discrétes (age).

Pour [1’analyse des données i1mmunologiques nous avons
procédée a la détermination des différents taux plasmatiques
médians par classe d’épisode et bras de traitement. Les
tests P de Mann- Whitney et de Kruskal-Wallis ont été
utilisés pour 1”analyse comparative. Le seuil de

significativité a eté fixé a 5%.

8. Considérations éthiques

L’étude a été approuvée par le comité d’éthique
institutionnel de la Faculté de Médecine, de pharmacie et
d”Odontostomatologie de I’université de Bamako. Le
consentement éclairé de chaque participant d’age supérieur
ou égal a 18 ans, et celuil des parents ou tuteurs pour les
moins de 18 ans était obtenu avant toute inclusion dans

1’ étude.
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1V. RESULTATS

1. Résultats sociodémographiques

Tableau 1: Distribution de la population d’étude par sexe

et par bras de traitement.

Masculin 40 29 32 101
Féminin 33 37 41 111
EffectifT 73 66 73 212

p = Chi? de Pearson= 0,3

) n’y avait pas de différence statistiquement
significative entre les bras de traitement quant a la
répartition par sexe (p>0,05).

Le sexe ratio était de 1,09 en faveur des femmes.
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Tableau 11: Distribution de 1la population d’étude par
classe d’age et par bras de traitement.

Age< 5ans 42 44 45 131
Age>= 5ans 31 22 28 81
Age médian 3,8 3,6 4,2

Effectif 73 66 73 212

= Chi? de Pearson= 0,5
Kruskal Wallis = 0,98

T O
I |

Il y avait plus de volontaires agés de moins de 5 ans quels
que soit les bras de traitement. Cependant les volontaires
de I1’étude avaient des ages médians comparables selon les
bras de traitement (P>0,05).
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Tableau 111: Distribution de la population d’étude par
classe d’age et par groupe étudié.

Age< 5ans 32 51 48 131
Age>= 5ans 21 30 30 81
Age médian 3,3 3,6 4,1

Effectif 53 81 78 212

p= Chi? de Pearson= 0,5
p= Kruskal Wallis= 0,4

Il y avait majoritairement plus de volontaires de moins de

5 ans dans les trois groupes. Les ages médians étaient
comparables entre les groupes étudiés (p>0,05).
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2. Résultats biologiques

Tableau 1V: Moyenne de la densité parasitaire par bras de

traitement au cours du premier épisode

MGDP (/uL) + ET 29491 + 38968 + 24306 +

29743 42665 27045
Prévalence des 10,96 3,03 8,22
porteurs

de Gamétocytes (%)

EffectifT 73 66 73

ET: Ecart type
MGDP: Moyenne Géométrique de la Densité Parasitaire

Kruskal Wallis= 0,09

ke
I

Chi? de Pearson= 0,07

ke
I

Les densités parasitaires des participants étaient

comparables a I’inclusion dans les trois bras de traitement
(p>0,05). Les porteurs de gamétocytes étaient plus nombreux

dans le bras AS/SP et AR/L que dans le bras AS/AQ (p>0,05).
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by

Tableau V: Distribution de la densité parasitaire a

I1’inclusion par groupe étudié.

MGDP (/uL) + ET 26575 + 14575+ 21862+
34091 31020 36333
Effectif 53 81 78

ET: Ecart type

MGDP: Moyenne Géométrique de la Densité Parasitaire

p= Kruskal Wallis= 0,11

La densité parasitaire des participants a I’inclusion était

comparable entre les groupes étudiés (p>0,05).
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Tableau VI: Comparaison du nombre médian des globules
blancs et du taux médian d”hémoglobine par bras de
traitement au cours du premier épisode de paludisme.

GB (10°/L) 10,1 8,9 10 0,73
Hémoglobine (g/dl) 9,9 10,1 9,5 0,83
Effectit 73 66 73

GB: Globule Blanc
p= Kruskal Wallis

) n’y avait pas de différence statistiquement
significative entre les bras de traitement quant au nombre
médian des globules blancs et du taux médian d”hémoglobine
(p>0,05).
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Tableau VII1: Comparaison du nombre médian de GB et du taux
médian d”hémoglobine par groupe étudié au cours du premier

épisode de paludisme.

GB (10°/L) 9,8 10 9,3 0,51
Hémoglobine (g/dl) 9,9 9,6 10,3 0,83
Effectif 53 81 78

GB: Globule Blanc
Kruskal-Wallis

e}
I

Le nombre médian des Globules Blancs et du taux médian
d”’hémoglobine étaient comparable par groupe étudié
(p>0,05).
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Tableau VIII: Comparaison des titres d’1gG totaux
spécifiques des différents antigenes entre les bras de

traitement.

AMA-1- 1gG 78,8(66) 100, 3(56) 107,7(68) 0,007
GLURP- 1gG 71 (66) 97,3(52) 112,3(68)  0,0001
MSP-3- 1gG 95,3(63) 90,7(55) 88,4(64) 0,7
Effectif 73 66 73

(n): nombre d’expériences réussies.
p= valeur du Kruskal wallis

Les titres spécifiques 1gG totaux anti-AMA-1 et anti-GLURP
étaient significativement plus élevés dans les bras AR- L
et AS- AQ que dans le bras AS- SP (respectivement p<0,05 et
p<0,001). Par contre les titres spécifiques 1gG totaux
anti-MSP-3 ne variaient pas entre les bras de traitement
(P>0,05).
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Tableau 1X:
d’1gG1,
entre

19G2,
les bras de traitement.

Comparaison des médianes des titres d’IgM et
1gG3 spécifiques des différents antigénes

MSP-3 1gG1l 94,4 (70) 113,3(63) 102,3(72) 0,1
MSP-3 1gG2 103,1(70) 112,0(63) 94,9 (72) 0,2
MSP-3 1gG3 103,8(70) 106,0(63) 99,4 (72) 0,8
MSP-3 IgM 110,6(70) 99,9 (63) 98,2 (72) 0,4
MSP-6 1gG1l 99,9 (69) 104,1(62) 102,6(72) 0,9
MSP-6 1gG2 97,0 (69) 105,4(62) 103,7(72) 0,6
MSP-6 1gG3 105,8(69) 106,7(62) 94,2 (72) 0,4
MSP-6 IgM 109,0(69) 93,8 (62) 102,3(72) 0,3
SERP 1gG1 97,9(70) 104,4(62) 105,2(72) 0,7
SERP 19gG2 95,7(70) 106,2(62) 105,8(72) 0,4
SERP 19gG3 98,8(70) 103,1(62) 105,5(72) 0,7
SERP IgM 97,5(70) 98,7 (62) 110,3(72) 0,3
GLURP 1gG1 79,9(55) 90,6(51) 76,1(57) 0,2
GLURP 1gG2 81,3(55) 92,2(51) 73,4(57) 0,1
GLURP 19gG3 81,0(55) 83,6(51) 81,4(57) 0,9
GLURP IgM 83,6(55) 76,1(51) 85,7(57) 0,5
LSA-5 1gG1 98(68) 100 (59) 97,3(69) 0,9
LSA-5 19gG2 102,6(68) 93,1(59) 99(69) 0,6
LSA-5 1gG3 102,7(68) 93,2(59) 98,8(69) 0,6
LSA-5 IgM 94,7(68) 91,5(59) 108,1(69) 0,2
GBP-1301gG1 105(68) 103(59) 88(69) 0,2
GBP-1301gG2 107,2(68) 102,5(59) 86,4(69) 0,08
GBP-13019G3 113,1(68) 97,9(59) 84,7(69) 0,01
GBP-130 IgM 105,9(68) 100,9(59) 89,1(69) 0,2
AMA-1 1gG1 90,9(63) 82,6(51) 93,6(64) 0.5
AMA-1 19G2 88,6(63) 82,6(51) 96,2(64) 0.4
AMA-1 19G3 89(63) 90,6(51) 89,1(64) 0.9
AMA-1 IgM 96,10 92,6(51) 80,5(64) 0.2
Effectif 73 66 73
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(n): nombre d’expériences reussies.
p= Valeur de Kruskal Wallis

) n’y avait pas de différence statistiquement
significative entre les trois bras de traitement quant aux
titres des sous-classes d’1gG anti- MSP-3 ; anti- MSP-6 ;
anti- SERP ; anti- GLURP ; anti- LSA-5 et anti- AMA-1.
Cependant une différence statistiquement significative
était observée uniquement dans les titres d’1gG3 anti- GBP-
130 (p<0,05).

Concernant les titres d’IgM, i1ls étaient comparables quels

que soit le bras de traitement (p>0,05).
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Tableau X: Comparaison des taux plasmatiques médians des

cytokines Th1l/Th2 entre les bras de traitement.

IL-2 53,7(60)  103,3(62) 127,1(70)  0,0001
IL-4 63,8(60)  106,9(62) 115,2(70)  0,0001
IL-5 96,5(60) 96,5(62)  96,5(70) 1
IL-10 80,9(55) 89,5(57)  92,8(63) 0,4
TNF-o 96,6(60) 95 (62)  97,7(70) 0,4
IFN-v 107,4(60)  106,5(62)  78,3(70) 0,003
Effectif 73 66 73

(n): nombre d’expériences reéussies.

p= Valeur de Kruskal Wallis

Les taux médians d’IL-2 et IL-4 étaient significativement
plus élevés dans les bras AR- L et AS- AQ que dans le bras
AS- SP (P<0,001). Par contre le taux d’IFN-y était
significativement plus élevé dans les bras AS- SP et AS-AQ
que dans le bras AR- L (P<0,05).
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Tableau XI1: Comparaison des titres médians d’IgG totaux
spécifiques des différents antigenes entre les groupes

étudiés.

AMA-1- 1gG  4604.6(49) 6278.7(74) 11907.8(75) 0,28
GLURP- 1gG  255.2(51) 101.4(72) 104.3(71)  0,0003
MSP-3- 1gG  74.3(50) 97.2(72)  107.6(68) 0,46
Effectif 53 81 78

(n): nombre d’expériences reéussies.
p= valeur du Kruskal wallis

) n’y avait pas de différence statistiquement
significative entre les titres spécifiques d’IgG totaux
anti- AMA-1 et anti- MSP-3 entre les volontaires protégés
et ceux susceptibles (p>0,05). Par contre les titres
spécifiques d’IgG anti-GLURP étaient significativement plus
élevés chez ceux qui ont fait 1 épisode comparés a ceux qui
ont fTait 3 ou plus de 5 épisodes de paludisme simple
(p<0,001).
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Tableau XI1:

Comparaison

d>1gGl, d’1gG2 et d’1gG3

antigenes entre les groupes des sujets étudiés.

des

spécifiques

titres

médians

des

d’igm,

différents

MSP-3 1gG1l 0.9(52) 0.9(152) 0.5
MSP-3 1gG2 0.8(52) 0.7(152) 0.0006
MSP-3 1gG3 1.0(52) 0.9(152) 0.06
MSP-3 IgM 2.5(52) 2.0(152) 0.004
MSP-6 1gG1l 0.9(52) 1.4(150) 0.0001
MSP-6 1Gg2 1.1(52) 0.9(150) 0.0001
MSP-6 1gG3 1.0(52) 1.0(150) 0.7
MSP-6 IgM 1.6(52) 1.4(150) 0.7
SERP 1gG1 1.5(52) 1.0(151) 0.0001
SERP 19gG2 1 (52) 0.8(151) 0.0001
SERP 19gG3 1.2(52) 1.0(151) 0.004
SERP IgM 2.1(52) 1.0(151) 0.0001
GLURP 1gG1 1.9(50) 1.3(112) 0.001
GLURP 1gG2 1.0(50) 0.7(112) 0.0001
GLURP 19gG3 0.3(50) 0.9(112) 0.0001
GLURP IgM 1.6(50) 1.4(112) 0.06
LSA-5 1gG1 1.1(51) 0.9(144) 0.08
LSA-5 1gG2 1.3(51) 1.3(144) 0.7
LSA-5 1gG3 0.8(51) 0.6(144) 0.04
LSA-5 IgM 5.6(51) 3.8(144) 0.0001
GBP-1301gG1 1.3(51) 1.4(144) 0.91
GBP-1301gG2 0.9(5D) 1.1(144) 0.0002
GBP-13019G3 1.0(51) 1.2(144) 0.02
GBP-130 IgM 1.4(51) 1.5(144) 0.6
AMA-1 1gG1 1.4(50) 2.9(127) 0.004
AMA-1 1gG2 0.6(50) 0.8(127) 0.0001
AMA-1 19G3 1.0(50) 1.2(127) 0.0006
AMA-1 IgM 1.2(50) 1.4(127) 0.60
Effectif 53 159
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G 1: groupe des sujets protégés ; G 2+3: groupe des sujets
susceptibles

Il y avait une différence statistiquement significative de
titres spécifiques d’IgM et d’IgG2 anti- MSP-3 entre les
sujets protégés et ceux qui étaient  susceptibles
(respectivement P<0,05 et P<0,001).

Les sujets protégés avaient plus d’1gG2 anti- MSP-6 que les
sujets susceptibles (P=0,0001). Par contre les sujets
susceptibles possédaient plus d’IgGl anti-MSP6 que les
sujets protégés (P<0,001).

Il existait une différence statistiquement significative
entre Les titres d’IgGl, d’1gG2, d’IgG3 et d’IgM
spécifiques anti-SERP en faveur des sujets protégés
(respectivement P<0,001 ; P<0,001 ; P<0,05 ; P<0,001).

Les titres médians d’IgGl et d’IgG2 anti-GLURP étaient
significativement plus élevés chez les sujets protégés que
les sujets susceptibles (respectivement p<0,05 et P<0,001).
Par contre les sujets susceptibles avaient plus de titres
d”1gG3 anti-GLURP que les protégés (p<0,001).

Il y avait une différence statistiquement significative
quant aux titres spécifiques d’IgM et d’IgG3 anti-LSA5 en
faveur des sujets protégés (respectivement p<0,001 et
p<0,05).

Les sujets susceptibles avaient plus d’1gG2 et d’IgG3 anti-
GBP-130 que les sujets protégés (respectivement P<0,001 et
P<0,05).

Les titres médians d’anticorps de type 1gGl, 1gG2 et 19gG3

anti- AMA-1 n’étaient pas comparables entre les sujets
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protégés et les sujets susceptibles (respectivement p<0,05
p<0,001 ; P<0,05).
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Tableau XI111: Comparaison des taux plasmatiques médians des
cytokines Thl/Th2 entre les sujets protégés et les

susceptibles.

IL-2 80 (52)  28.85(140) 0.00001
IL-4 13.2 (52) 12.67(140) 0.21
IL-5 20 (52) 20 (140) 1
IL-10 216.09(52) 216.21(140) 0.64
TNF-a 20 (52) 20 (140) 1
IFN-y 43.52(52)  33.20(140)  0.04
Effectif 53 159

(n): nombre d’expériences réussies.
G 1: groupe 1; groupe des protégeés.
G 2+3: groupe 2+3; groupe des susceptibles.

P= Valeur de Mann whitney

Parmi les cytokines évaluées les taux d’IFN-y et d’IL-2
étaient significativement plus élevés chez les volontaires
qui ont fait 1 épisode de paludisme que ceux qui ont Tfait
plus de 2 épisodes (respectivement p<0,05 et p<0,0001). Par
contre les taux des autres cytokines étaient comparables

entre les deux groupes de volontaires.
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V. DISCUSSION

L’objectif de notre travail était de déterminer I1”impact de
Iadministration répétée de trois combinaisons
thérapeutiques a base d’artémisinine sur les réponses
immunitaires contre la malaria dans les conditions d’une
exposition naturelle. Pour atteindre cet objectit nous
avons choisi Bougoula-Hameau ou les patients sont exposés
naturellement au paludisme et sont traités avec différentes
combinaisons d’antipaludiques et suivis pendant deux ans

dans le cadre d’un essai clinique.

1. Méthodologie

Le choix de Bougoula s’expliquait par 1le fait de son
accessibilité géographique en toute saison, l’existence de
données épidémiologiques, 1”adhésion de la population aux
études antérieures et la présence de [1’équipe du DEAP
étaient des facteurs prometteurs pour le bon déroulement de
cette étude. Au cours de cette étude nous avons effectué un
suivi prospectif, longitudinal pour enregistrer 1’ensemble
des cas de paludisme confirmés par microscopie optique.
L~analyse immunologique a été effectuée sur 212 sujets ages
d’au moins 6 mois et repartis en trois groupes en fonction
du nombre d’épisodes palustres. Le dosage des différents
anticorps a été effectué par une méthode ELISA standardisée
et celui des cytokines par la cytométrie en TfTlux.
Concernant le CBA nous avons enregistré pour la plupart
des échantillons testés des valeurs inférieures au seuil

minimal de détection pour le TNF-a et L’IL5. Ces valeurs
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ont été ramenées a la concentration minimale expliquant

leur tendance de distribution.

1.1.Caractéristiques sociodémographiques de
la sous-population.

1.1.1. Le sexe

Le sexe féminin était majoritaire avec 52,4%. Le sexe ratio
était de 1,09 en faveur des femmes (Tableau 1). Il n’y
avait pas de différence statistiquement significative entre
les bras de traitement quant a la répartition de
I1’échantillon par sexe (p=0,3) (Tableau I).

1.1.2. L’age

L*age median était de 3,8 ; 3,6 et 4,2 respectivement pour
les bras AS-SP, AS-AQ et AR-L. Il était de 3,3 ; 3,6 et 4,1
respectivement pour [le groupel, groupe2 et groupe3. 1l
nexistait pas de différence statistiquement significative
entre les ages médians par bras de traitement et groupes
eétudiés (respectivement P=0,98 et P=0,4) (Tableaux 11 et
I11). Dans les régions endémiques palustres, plusieurs
études ont montré que la prévalence de I’infection palustre
et I’incidence clinique du paludisme différaient parmi les

groupes d’ages|[1]-
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1.2. Caractéristiques parasitologiques et
biologiques de la sous-population.

1.2.1. Caractéristiques parasitologiques

Les variables parasitologiques explorées étaient la densité
parasitaire a PFf et le portage de gamétocyte. Elles étaient
comparables entre les bras de traitement (p>0,05) (Tableau
IV). La densité parasitaire était comparable entre les
groupes eétudiés (P=0,11) (Tableau V). Ces résultats
indiguent que les différences observées ne sauraient
s’expliquer par la densité parasitaire, ni le portage de

gamétocyte.

1.2.2. Les caractéristiques biologiques

Les variables biologiques mesurées étaient le nombre des
Globules Blancs et 1le taux d’hémoglobine. Elles ne
différaient pas statistiquement selon les bras de
traitement (p>0,05) et les groupes étudiés (p>0,05). Les
taux meédians d’hémoglobine en fonction des bras de
traitement et des groupes étudiés étaient supérieurs a
5g/dl.
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2. Impact du bras de traitement sur les

réponses immunitaires

2.1. Les réponses humorales (protection
d”anticorps)

» Les IgG totaux
Les réponses naturelles d’IgG totaux spécifiques des

antigenes AMA-1 et GLURP étaient plus élevées dans les bras
de traitement AS- AQ et AR- L (respectivement P=0,007 et
P=0,0001) (Tableau VIIIl). Cependant Togo A avait rapporté
que les volontaires du bras AS- SP étaient plus protégés
contre les réinfections que ceux des deux autres bras[97].
Nos résultats montrent que cette protection serait due a
la demi-vie plus longue de la SP. En effet Ila lumefantrine
a une demi-vie de trois jours, I’amodiaquine entre un a dix
jours, la sulfadoxine entre quatre a neuf jours et la
pyrimethamine quatre jours[107]. L’association sulfadoxine-
pyrimethamine devrait avoir au maximum une demi-vie de 13

jours.

» Les I1gGl, 1gG2, 1gG3 et IgM

Pour les réponses naturelles des sous-classes d’1gG (IgG1,
1gG2, 19G3) et des IgM spécifiques des antigenes étudiés,
seule la réponse 1gG3 anti-GBP-130 présentait une
différence statistiquement significative entre les bras de
traitement (P=0,01) (Tableau 1X). Ces résultats seraient
dus au fait que les IgG totaux ne représentent pas la somme
arithmétique des sous-classes d’1gG.
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Les techniques ELISA utilisées sont sensibles mais souvent

peu spécifiques dans la détection des sous-classes d’IgG.

2.2.Les reponses cellulaires (cytokines
Th1l/Th2)

Les taux d’IL-2 et IL-4 étaient plus élevés chez les sujets
qui ont recu les combinaisons AS- AQ et AR- L que ceux qui
ont recu la combinaison AS- SP (p<0,001). Par contre les
taux de [I’IFN-y étaient plus élevés chez les volontaires
des bras AS- SP et AS- AQ que ceux du bras AR- L (p<0,05)
(Tableau X). Selon nos résultats, il semble que
I’artesunate produit un effet iInflammatoire et que

I”artemether produise un effet anti- inflammatoire.

3. Réponses immunitaires naturelles et

résistance clinique.

3.1.Les titres plasmatiques médians d’I1gG
totaux

Concernant les réponses naturelles d’1gG totaux spécifiques
des antigenes AMA-1, MSP-3 et GLURP, une seule réponse Ac
en l’occurrence la réponse anticorps anti-GLURP est apparue
tres significativement plus élevée chez les individus
protégés que ceux sensibles a [I’infection palustre
(P=0,0003) (Tableau XI). Ce résultat est conforté par des
études menées au Ghana par Daniel Dodoo et collaborateurs
qui ont trouvé que 1°1gG anti-GLURP (P=0,04) était associée
a la réduction du risque de faire le paludisme[33]. Aussi

au Burkina-Faso, Issa Niébé et collaborateurs ont prouvé la
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capacité d’IgG spécifiques anti-GLURP (P=0,009) a réduire
I1’incidence du paludisme[56]. Les réponses naturelles d’1gG
totaux spécifiques des antigenes AMA-1 et MSP-3 n’ont pas
permis d’établir une association avec la protection.
Plusieurs facteurs semblent pouvoir expliquer ces
différences :

La premiere porte  sur I’effectif des volontaires
participants a ces études, dans les deux cas précédents,
les cohortes étaient plus iImportantes en nombre de
participants que la nétre.

La seconde concerne, le design des études. Nous sommes
partir d’un essai clinique randomisé ouvert comparatif a
trois bras de traitement. Par contre les autres études
étaient congues pour identifier des potentiels candidats
vaccins contre 1le paludisme dans les conditions d’une

exposition naturelle.

3.2.Les 1gG1l, 19gG2, 19gG3 et I’i1sotype IgM

Les réponses naturelles des 1gGl, 19gG2, 1gG3 et de
I1’isotype IgM ont été analysées respectivement pour les
antigénes MSP-3, MSP-6, SERP, GLURP, LSA-5, GBP-130 et
AMA-1.

» Les sous-classes cytophiles (IgGl et 1gG3)
Concernant les réponses des sous-classes cytophiles
étudiées, seulement les IgGl et 1gG3 anti-SERP ; IgGl anti-
GLURP et les 1gG3 anti-LSA-5 étaient associées a la
résistance clinique contre 1le paludisme (respectivement
P=0,001, P=0,004, P=0,001, P=0,04) (Tableau XIl1). Nos

résultats concordent avec ceux de Bouharoun Tayoun et
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collaborateurs qui ont démontré a partir d’observations in
vivo et in vitro que ces sous-classes cytophiles seraient
impliquées dans les mécanismes de protection contre les
Plasmodium[46]. Par contre les réponses IgGl et 1gG3 anti
AMA-1, 1gG3 anti-GLURP, 1gG3 anti- GBP-130 et IgGl anti-
MSP-6 n’étaient pas associées a la protection contre le
paludisme (respectivement P=0,004, P=0,0006, P=0,0001,
P=0,02, P=0,0001).

» La sous-classe non cytophile (1gG2)

Pour la sous-classe non cytophile, les réponses spécifiques
1gG2 anti-MSP3, anti-MSP-6, anti-SERP et anti-GLURP étaient
négativement corrélées aux cas de paludisme (respectivement
P=0,0006, P=0,0001, P=0,0001, P=0,0001) (Tableau XI1). Nos
données sont en accord avec les observations de Chappel et
collaborateur qui ont démontré que dans certains cas de
polymorphisme, les 1gG2 pouvaient étre considérées par les
récepteurs FcyRI comme des 1gGl cytophiles donc protecteur
[22]. Aussi Aucan et Collaborateurs ont démontré que les
titres élevés d’anticorps 1gG2 en combinaison avec des
variants alléliques du FcyRITa étaient associés a une
diminution du risque d’infection a P._falciparum [9].

Les anticorps 1iInterviennent dans la protection contre
L”infection palustre par différents mécanismes dont ceux
impliquant une inhibition directe de la croissance du
parasite[32]. En revanche les réponses spécifiques
d’1gG2 anti-GBP130 et AMA-1 etaient positivement corrélées
aux acces palustres (respectivement P=0,0002 et P=0,0001).
Des observations semblables ont éeté effectuées par Soe et

Bouharoun Tayoun qui ont suggéré que les 1gG2 seraient
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neutres ou bloquant vis-a-vis des mécanismes de protection
contre les plasmodium et donc potentiellement associées au
paludisme [46,88].

> L”i1sotype IgM
Concernant [1’isotype 1IgM, les réponses spécifiques IgM
anti-MSP-3, anti-SERP et anti-LSA-5 étaient associées a la
résistance clinique contre 1le paludisme (respectivement
P=0,004, P=0,0001, P=0,0001) (Tableau XIl). Nos reésultats
vont dans le méme sens que les observations de Boudin et
collaborateurs qui ont démontré la capacité des IgM a
engendrer la protection contre le paludisme par le biais
des mécanismes tels que : le blocage de [I’invasion des
érythrocytes par les mérozoites ; I”activation du

complément et 1’agglutination des mérozoites[14].

3.3. Les cytokines Thl/ Th2

Pour les taux plasmatiques médians des cytokines Th1l/Th2
I’analyse a montré que les niveaux d’IL-2 et d’INF-y dans
les plasmas étaient significativement plus élevés chez les
sujets protégés que les sujets susceptibles (respectivement
P=0,0000 et P=0,04) (Tableau XII11). Ces résultats
concordent avec ceux de Dodoo et collaborateurs qui ont
trouvé un effet protecteur de I"IFN-y a P. falciparum chez
les enfants vivant dans des régions d"endémie du
paludisme[34]. Egalement Troye-Blomberg et collaborateurs
avaient démontré le réle des Cytokines pro-inflammatoires
dans la protection contre le paludisme[100].
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V1. CONCLUSION

Nos résultats indiquent que :

Les combinaisons AS- AQ et AR- L étaient associées a des
titres plus élevées d’IgG anti- plasmodiales que la
combinaison AS- SP.

Les combinaisons a base d’artesunate étaient associées a
une reponse INF-y et la combinaison a base d’artemether a
une réponse IL-4.

Les cytokines Thl (IL2, INF-y) étaient plus élevées chez
les sujets protégés que chez ceux qui etaient
susceptibles a I”infection palustre.

Les réponses spécifiques anti- GLURP ; anti- SERP ; anti-
MSP-3 et anti- LSA-5 étaient en faveur des sujets
protéges.

Les réponses spécifiques anti- AMA-1 et anti-GBP-130

étaient en faveur des sujets susceptibles.

Nos résultats pourraient avoir un intérét dans:

L’exploration des pistes d’identification des Tfacteurs
immunologiques de protection.
La conception de futurs vaccins.
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VI1. RECOMMANDATIONS

Au terme de cette étude, nous formulons les recommandations

suivantes aux chercheurs:

e De poursuivre cette étude pour explorer les IgG totaux
des antigénes MSP-6, SERP, LSA-5 et GBP-130.

e De veérifier la fonctionnalité des immunoglobulines G
protecteurs.

e D’entreprendre des études similaires dans d’autres
facies épidémiologiques afin de vérifier les résultats

obtenus.
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Tampon de sensibilisation

Volume: 1lLitre

Date de préparation:

Composants Quantité N°de lot: |Quantité Vérification des
utilisée étapes faites (v )

PBS 2 comprimés

0.001% durouge |1mldel%

Phénol dans 1L

H,0O desionisée 1000 ml

Procédure :

1. Ajoutez 2 comprimés de PBS a un bécher contenant de I'eau désionisée par 1000ml.

2. Placez le flacon sur un agitateur magnétique sans chauffage et remuez jusqu'a ce que

tout soit en solution.

3. Ajoutez 1 ml d'une solution de rouge de phénol de 1 %. La solution de rouge de

phénol de 1 % est préparée en ajoutant 10 ml de I'eau désionisée a 0.1 g de rouge de

phénol.

Etiquette:

- “Tampon de Coating ” + date + initiales

Conservation :

3 mois entre 2 -8 °C

Préparer par:

, sur

Nom

Date

Nouhoum Diallo
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Tampon de blocage

Volume: 1lLitre

Date de préparation:

Composants Quantité N°de lot: |Quantité |Vérification des
utilisée étapes faites (v )

PBS 2 comprimés

Poudre de lait écrémé 30g

Tween 20 1ml

H,0O desionisée 1000 ml

Procédure :

1. Ajoutez 2 comprimés de PBS a un bécher contenant 1000 ml d'eau désionisée et

placez le flacon sur un agitateur magnétique sans chauffage et remuez jusqu'a ce que

tout soit en solution

2. Ajoutez 30 g de lait écrémé.

3. Ajoutez 1 ml de Tween 20 et continuez de remuer jusqu'a ce que tout soit en

solution.

Etiquette:

“Tampon de blocage” + date + initiales

Conservation :

Utiliser le Tampon de blocage frais.

Préparer par:

, sur

Nom

Date

Nouhoum Diallo

THESE DE MEDECINE 2009-2010

Page 105



Tampon de dilution des sérums
Volume: 1litre

Date de préparation:

Composants Quantité N°de lot: | Quantité | Vérification des
utilisée | étapes faites (v )

PBS 2 comprimés

Poudre de lait écrémé 10g

Tween 20 1ml

10% Na-azide sol. 2ml

H,0O desionisée 1000

Procédure :

1. Ajoutez 2 comprimés de PBS a un bécher contenant 1000 ml d'eau désionisée et
placez le flacon sur un agitateur magnétique sans chauffage et remuez jusqu'a ce que
tout soit en solution

2. Ajoutez 10 g de lait écrémé.

3. Ajoutez 1 ml of Tween 20

4. Ajoutez 2 ml de la solution 10 % de Na-azoture et continuez de remuer jusqu'a ce que
tout soit en solution. La solution 10 % de Na-azoture est préparée en ajoutant 40 ml
de I'eau désionisée a 4 g d’une solution de Na-azide.

Etiquette :

“Tampon de dilution de Sérum + date + initiales

Conservation :
3 semaines entre 2-8°C

Préparer par: , sur
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Name

Date
Tampon de dilution
Volume: 1litre
Date de préparation:
Composants Quantité N°de lot: | Quantité | Vérification des
utilisée | étapes faites (v )
PBS 2 comprimés
Poudre de lait écrémé 10g
Tween 20 1 ml
H,0O desionisée 1001

Procédure :

1. Ajoutez 2 comprimés de PBS a un bécher contenant 1000 m| d'eau désionisée et
placez le flacon sur un agitateur magnétique sans chauffage et remuez jusqu'a ce que
tout soit en solution

2. Ajoutez 10 g de lait écrémé.

3. Ajoutez 1 ml of Tween 20

Etiquette :

“Tampon de dilution + date + initiales

Conservation :
3 semaines entre 2 -8 °C

Préparer par: , sur

Name

Date
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Tampon de lavage

Volume: S5lLitres

Date de préparation:

Composants Quantité N°de lot: |Quantité Vérification des
utilisée étapes faites (v )

PBS 10 comprimés

Tween 20 5 ml

NacCl 145g

H,0O desionisée 5000 ml

Procédure :

1. Ajoutez 10 comprimés de PBS a un bécher contenant 5000 ml d'eau désionisée et

placez le flacon sur un agitateur magnétique sans chauffage et remuez jusqu'a ce que

tout soit en solution.

2. Ajoutez 145g de NaCl.

3. Ajoutez 5 ml de Tween 20 et continuez de remuer jusqu'a ce que tout soit en

solution.

Etiquette :

a. “Tampon de lavage”+ date + initiales

Conservation :

1 semaine a la température du laboratoire

Préparer par:

, sur

Nom

Date

Nouhoum Diallo
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Solution d’arrét
Volume: 1litre

Date de préparation:

Composants Quantité N°de lot: | Quantité utilisée | Vérification des
étapes faites (v )

10M H,S0, 20 ml

H,O désionisée 980 ml

Procédure :

1. Ajoutez la quantité indiquée de I'eau a un flacon

2. Ajoutez la quantité indiquée de 10M H,SO,.

3. Refroidissez a la température ambiante.

Etiquette :

“0.2 M H,SO,” + date + initiales

Conservation :

8 mois a la température du laboratoire

Préparer par:

, sur

Nom

Date

Nouhoum Diallo
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2.1 Protocol de travail ELISA IgG

Date: Objectif: Cocher
N° de série : les
Initiales : etapes
faites
()
Sensibilisation Distribuer 100 pl par puits de a) Préparation IgG standard Date de
(dilutions en séries de raison 2) des colonnes 1 et 2 etb) rAg: sensibilisation
MSP-3 LSP dans le PBS a 1 ug/ml des colonnes 3 - 12. Plaque: 4°C
NUNC 439454 Maxisorb
Lavage Tampon de lavage 4 x 1 min.
Blocage 150 pl par puits du tampon de blocage 1 h en agitation
Lavage Tampon de lavage 4 x 1 min.
Incubation avec le | Les sérums sont dilués a 1:200 dans le tampon de dilution 2 h en agitation
premier L .
. Distribuer 100 pl par puits
anticorps.
Lavage Tampon de lavage 4 x 1 min.
Incubation avec le | Conjuguée Anti-IgG humaine de chévre couplé a la Peroxydase 1h en agitation
second anticorps. | (Caltag) diluée a 1:3000 dans le tampon de dilution. Ajouter 100
pl dans les puits
Lavage Tampon de lavage 4 x 1 min.
Réaction de 100 pl de la solution de mélange a part égale de TMB et H,0, 30 min.ala
coloration dans chaque puits. température du
labo a I'obscurité
Arrét 100 pl de 0.2 M H,S0, puis Lecture a 450 nm, réf. 620 nm
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Std IgG* | StdIlgG |PC-1 |[PC-1 |S-1 S-1 S-9 S-9 S-17 |S-17 |S-25 |S-25
100 100
ng/ml ng/ml
B 50 50 PC-2 PC-2 |S-2 S-2 S-10 |S-10 |S-18 |S-18 |S-26 |S-26
ng/mi ng/mi
C 25 25 PC-3 PC-3 |S-3 S-4 s-11  |S-11 |S-19 |S-19 |S-27 |S-27
ng/mi ng/mi

Nouhoum Diallo
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D 12.5 12.5 PC-4 PC-4 S-4 S-4 S-12 S-12 S-20 S-20 S-28 S-28
ng/ml ng/mi

E 6.25 6.25 NC-1 NC-1 S-5 S-5 S-13 S-13 S-21 S-21 S-29 S-29
ng/ml ng/mi

F 3.13 3.13 NC-2 NC-2 S-6 S-6 S-14 S-14 S-22 S-22 S-30 S-30
ng/ml ng/ml

G 1.56 1.56 PBS PBS S-7 S-7 S-15 S-15 S-23 S-23 S-31 S-31
ng/ml ng/mi

H 0.78 0.78 PBS PBS S-8 S-8 S-16 S-16 S-24 S-24 S-32 S-32
ng/ml ng/mi

Commentaires :
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Nom: DIALLO Prénom: Nouhoum
Nationalité: Malienne Date de soutenance: / /2010
Ville de soutenance: Bamako

Lieu de dépdt: Bibliotheque de la Faculté de Médecine de Pharmacie et d’Odonto-
stomatologie.

Secteur d’intérét: Parasitologie, Immunologie, Vaccinologie

TITRE: Impact de I’administration répétée de trois combinaisons thérapeutiques
a base d’artémisinine sur les réponses immunitaires naturelles anti-palustres

Résumé:

Dans une étude prospective longitudinale qui s’est deroulée de Juillet 2005 a Juin 2007, nous
avons exploré chez des volontaires atteints de paludisme simple a Bougoula, Mali ; I’impact
de I’administration répétée de trois combinaisons thérapeutiques a base d’artemisinine sur les
réponses immunitaires naturelles anti-palustres.

Les titres plasmatiques des cytokines: IL-2; IL-4; IL-5; IL-10; TNF-a; INF-y et des
immunoglobulines: 1gG dirigées contre les Ag AMA-1, GLURP, MSP-3 et IgM, 1gG1,
1gG2, 1gG3 dirigées contre les Ag AMA 1, GLURP, MSP3, GBP-130, MSP 6, SERP ,
LSA-5 étaient analysées respectivement par cytométrie de flux et par ELISA chez 212 sujets
symptomatiques agés d’au moins 6 mois. Les volontaires ayant fait un seul épisode sont
appelés sujets protégés et ceux ayant fait au moins trois épisodes sujets susceptibles.

Les combinaisons AS- AQ et AR- L étaient associées a des titres plus élevées d’lIgG anti-
plasmodiales que la combinaison AS- SP. Les combinaisons a base d’artesunate étaient
associées a une réponse INF-y et la combinaison & base d’artemether a une réponse IL-4.

Les réponses spécifiques anti- GLURP ; anti- SERP ; anti- MSP-3 et anti- LSA-5 étaient en
faveur des sujets protégés. Les réponses spécifiques anti- AMA-1 et anti-GBP-130 étaient en
faveur des sujets susceptibles.

Les cytokines Thl (IL2, INF-y) étaient plus élevées chez les sujets protégés que chez ceux qui

étaient susceptibles a I’infection palustre

Mots clés: paludisme, anticorps, cytokines, traitement
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NAME: DIALLO SURNAME: Nouhoum
Nationality: Malian Date of defense: / /2010
Town of defense: Bamako

Place of storage: Library of Faculty of Medicine, Pharmacy and Dentistry.
Area of interest: Parasitology, Immunology, Vaccinology

Title: Identification of natural antimalaria responses during repeated administration of three
drug combinations based on artemisinin

Summary

From July 2005 to June 2007 we conducted a prospective longitudinal study, we explored of
individuals with uncomplicated malaria in Bougoula, Mali; the impact of repeated
administration of three drug combinations based artemisinin on immune responses natural
anti-malarial.

Cytokines IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-a, INF-y and immunoglobulins: IgG directed against
AMA-1 Ag, GLURP, MSP-3 and IgM, IgG1, 1gG2, 1gG3 directed against AMA -1 Ag,
GLURP, MSP-3, GBP-130, MSP-6, SERP and LSA-5 were analyzed respectively by flow
cytometry and ELISA in 212 symptomatic subjects aged 6 months or older. The subjects who
suffered a single episode of malaria were considered protected. Those suffering at least three
episodes were considered susceptible.

Combinations AS-AQ and AR-L were associated with higher titers of IgG anti-plasmodial
that the combination AS- SP. The artesunate-based combinations were associated with INF- y
response and the combination of artemether-based response to IL-4.

Specific responses to anti-GLURP, anti-SERP, anti-MSP-3 and anti-LSA-5 were in favor of
protected subjects. Specific responses to anti-AMA-1 and anti-GBP-130 were in favor of
susceptible individuals.

The Th1l cytokines (IL-2, INF- y) were higher in subjects protected than those who were
susceptible to malaria infection.

Keywords: malaria, antibodies, cytokines, treatment
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