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ADN : Acide désoxyribonucléique
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ALT : Alanine amino transférase

AMAL : Apical Membrane Antigen 1

ANC : Neutrophiles en valeur Absolue

ARN : Acide ribo-nucléique/ ribonucleic acid

AS01: Adjuvant System 01

BCR: B-cell Receptor

CD: cluster of differentiation

CDs: Cellules dendritiques

CE : Comt¢ d’Ethique

cGMP : Actuel manuel de bonnes pratiqgues de
fabrication/current Good Manufacturing Practices
CPG 7909 : Cytosine phosphorothioate et Guanine
CQ : Chloroqguine

CSP : Circum Sporozoite Protein

Cvac : Chimioprophylaxie Vaccination

DEAP : Département d’Epidémiologie des Affections
Parasitaires

DMID: Division of microbiology and infectious diseases
EDCTP: European Developing Country Clinical Trial
Partenaireship

ECG : Electrocardiogramme

El : Evenement indésirable

EDTA : Ethyléne Diamine Tétra-Acétique

ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay

EMA : Agence Européenne des Médicaments

EPA : ExoProtein A
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Fab: Fragment antigen binding

Fc: fragment cristallisable

FDA: Food and Drug Administration

FM : Frottis mince

G6PD : Glucose-6 Phosphate Déshydrogénase

GE : Gouttes épaisses

GLURP : Protéine riche en Glutamine

GM-CSF : Facteur stimulant les colonies de granulocytes et de macrophages
GPI : Glycosil Phosphatidyl Inositol

GSK : GlaxoSmithKline

Hb F: Hémoglobine Foetale

Hb S: Hémoglobine S

HBHI: High Burden to High Impact

HBsAg : Antigéne de surface de I'Hépatite/hepatitis B surface antigen
HIV : Virus de I'immunodéficience humaine

HLA : Human Leucocyte Antigen

HRP- 1: Histidine-Rich Protein-1

HSA: human serum albumin

HTA : Hypertension Arterielle

HVB : Virus de I’hépatite B

HVC : Virus de I’hépatite C

IFN-y : interféron gamma

19G : Immunoglobuline G

IL : Interleukine

IM : Intramusculaire

IND : Nouveau produit en investigation

IRB : Comiteé institutionnel de revue/Institutional Revue Board
IVD: Injection intra veineuse directe

KDa: Kilo Dalton

LMIV: Laboratory of Malaria Immunology ET Vaccinology
LNVP : L’azote liquide en phase vapeur
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LSAL: Liver Stage Specific Antigen 1

MA : Macrophage

MBL : Mannose Binding Lectin

MMV : Malaria Médecine Venture

MPL.: Monophosphoryl lipide A

MRTC: Malaria Research and Training Center

MSP-1 : Mérozoite Surface Protein 1

NFS : Numération Formule Sanguine

NIAID: National Institute of Allergy and Infectious Diseases

NIH: National Institutes of Health

NK: Natural Kkiller

NKT : Natural killer T cells

NO : Monoxyde d’azote

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PBS : Phosphate Buffer Saline

PCR : Polymérase Chain Réaction

Pf : Plasmodium falciparum

PfEMPL : Plasmodium falciparum érythrocyte membrane protein-1

Pfs230 : un antigéne parasitaire exprimé par le gamétocyte et sur la surface des gamétes émergents
chez le moustique hote.

Pfs25 : un antigene de surface du zygote et de I’ookinéte au stade du développement du parasite
chez le moustique

PfSPZ : Plasmodium falciparum sporozoite

PNB : Produit National Brut

PNLP : Programme National de Lutte contre le Paludisme

PYR : Pyriméthamine

QS-21 : Quillaja saponaria 21

RAP- 2: Roptry Associated Protein-2

RESA: Roseting Erythrocyte Surface Antigen

RTS, S : Fusion protéique entre I’antigéne circumsporozoite protein de Plasmodium falciparum et

HbsAg (Antigéne de surface du virus de 1’hépatite B)
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SAE : Evenement indésirable grave

SALSA : Sporozoite And Liver Stage Antigen

Sanaria Inc. : Sanaria incorporation ou producteur

SERA : Serine repeat Antigen

SMFA : Standard membrane feeding assay

SST: Serum Separator Tube

STARP: Sporozoite Threonine and Asparagine Rich Protein
T reg : Cellules T régulatrices

TBV : Vaccin bloquant la transmission/transmission blocking vaccine
TCR : Récepteur du lymphocyte T

Th : T Helper

TLR9: Toll-like receptors

TNF: Tumor Necrosis Factor

TPIp : Traitement préventif intermittent pour le paludisme
TRAP: Thrombospondin Related Adhesion Protein

Tyo: Lymphocyte T gamma delta

USA: United States of America

USTTB : Université des Sciences, des Techniques & des Technologies de Bamako
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1. INTRODUCTION
Le paludisme demeure un probleme de santé publique dans le monde surtout en Afrique
subsaharienne. Le paludisme touche non seulement la santé de centaines de millions d’individus a
travers le monde mais affecte également I'économie des pays endémiques [1]. Globalement, on
estime a 3,2 milliards le nombre de personnes a risque d'étre infectées par le paludisme a travers le
monde [2]. La quasi-totalité de ces déces sont imputables a Plasmodium falciparum et les enfants
africains de moins de 5 ans en sont les victimes les plus fréquentes [3]. Le paludisme frappe
considérablement les enfants de moins de 5 ans qui constituaient 78 % de tous les cas de déces, les
femmes enceintes sont aussi lourdement affectées par le paludisme [2]. En Afrique, chaque deux
minutes un enfant meurt du paludisme [3]. Dans les zones rurales pendant la saison de transmission
du paludisme, chaque enfant est susceptible de faire au moins un épisode de paludisme [4].
Les progrés dans la réduction de la morbidité et de la mortalité dans le monde sont au point mort,
I'Organisation mondiale de la santé faisant état d'une tendance a la hausse du nombre de cas
cliniques entre 2014 (217 000 000) et 2019 (229 000 000) [7] et aucun progres significatif n’est
noté dans la réduction de la mortalité au cours de I'année écoulée (411 000 déces en 2018, 409 000
déceés en 2019 [5].
Au Mali, 2.345.481 millions de cas de paludisme confirmés ont été enregistrés en 2018 et 1 001
déces ont été enregistrés pour paludisme grave [6].Le Mali est I'un des onze pays ou la charge liée
au paludisme est la plus élevée au monde, le taux estimé de cas pour 1000 habitants n'étant dépassé
en 2018 que par celui du Burkina Faso [7]. Dans ce contexte, Il est évident qu'un vaccin qui pourrait
prévenir l'infection et ainsi bloquer le paludisme a Pf avec ses symptdmes et sa transmission
soutiendrait fortement I'objectif d'élimination du paludisme. Afin de booster le rythme des progres,
I’OMS et le Partenariat RBM pour en finir avec le paludisme ont initié la riposte « d’une charge
élevée a un fort impact » (« High Burden to High Impact », soit HBHI), une approche lancée en
novembre 2018. »
L’approche HBHI repose sur le principe que personne ne devrait mourir d’une maladie qu’il est
possible de prévenir et de traiter. Elle est menée par 11 pays qui, ensemble, cumulaient environ 70
% de la charge mondiale du paludisme en 2017[5 ; 7].
Le seul vaccin antipaludique autorisé par I’OMS en Octobre 2021, la RTS, S a une efficacité limitée
et ne peut étre utilisée que dans des zones de niveau de transmission spécifique. En plus, ce vaccin

aide dans la reduction de la morbidité. L'un des vaccins candidats les plus prometteurs, pouvant
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prévenir ’infection et contribuer a 1’élimination est le candidat vaccin Sanaria® PfSPZ, composé
de sporozoites (SPZ) entiers de P. falciparum (Pf) atténués par radiation. Les essais cliniques
randomiseés, en double aveugle et controlés par placebo du candidat vaccin PfSPZ aux Etats-Unis,
en Europe et dans six pays africains ont montré qu’il était sir et bien toléré chez les adultes naifs
au paludisme, les adolescents, les enfants, les nourrissons et les personnes vivant avec le VIH en
Afrique, sans aucune différence dans les profils d'effets indesirables entre les personnes vaccinées
et les témoins recevant une solution saline normale[79;80]

Ainsi, dans le souci de renforcer les outils de lutte contre le paludisme, le centre de recherche et de
formation sur le paludisme (MRTC) de I’'USTTB au Mali, en partenariat avec les instituts nationaux
de la santé (NIH) des Etats Unis et Sanaria, Inc. ont décidé de tester le candidat vaccin PfSPZ Cvac
composé des sporozoites non atténués administrés sous chimioprophylaxie a la pyriméthamine a

Bancoumana, Mali.
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2. OBJECTIFS DE L’ETUDE :
1. Objectif général :
Evaluer la tolérance du candidat vaccin PfSPZ-Cvac avec la pyriméthamine en
chimioprophylaxie chez les adultes de Bancoumana et environnants (Mali).
2. Objectifs spécifiques

- Déterminer la fréquence des évenements indésirables sollicités et non sollicités ;

- Déterminer la fréquence des évenements indésirables systémiques sollicités et non
sollicités ;

- Décrire la sévérité des évenements indésirables ;

- Déterminer la relation de causalité des évenements indésirables enregistrés avec les

procédures de I’étude.
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3. GENERALITES
3.1. Paludisme

3.1.1. Définition

Le paludisme est une érythrocytopathie fébrile, hémolysante dd a la présence et a la multiplication
dans les hépatocytes puis dans les érythrocytes d’un hématozoaire du genre Plasmodium, transmis
a I’hote par la femelle du moustique du genre anophele infectée [21].

Il existe aussi d’autres moyens de contaminations que sont les voies sanguines (transfusion
sanguine), la transplantation d'organe et la transmission foeto-maternelle [11 ;12].

Cing especes sont reconnues pathogeénes pour I’Homme a savoir : Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale et Plasmodium knowlesi. L'espece
Plasmodium ovale est constituée de deux sous-especes P. o. wallikeri et P. 0. curtisi, toutes deux
¢galement pathogeénes pour 'Homme. Une étude récente a rapporté 1’évidence de cas d’infection

humaine par Plasmodium cynomolgi [13].

3.1.2. Vecteur

Le vecteur est un diptére nématocere de la famille des Culicidae. Environ quatre cents espéces
d’anopheles ont été répertoriées, seule une quarantaine est capable de transmettre le parasite du
paludisme. Les complexes anopheles gambiae comprennent les espéces douées d’une capacité de
transmettre le parasite. Elles sont au nombre de sept et trois d’entre elles ont une grande capacité
vectorielle : An. Gambiae s.s, An.arabiensis, An.fenestus [14].

Seules les femelles sont hématophages et les protéines sanguines sont nécessaires a la maturation

de leurs ceufs.

3.1.3. Agents pathogenes

Les parasites responsables de paludisme chez ’homme appartiennent :
Reégne : animal

Sous regne : Protozoaires

Phylum : Apicomlexa

Classe : Sporozaea

Sous classe : Coccidia

Ordre : Eucoccidiida

Sous ordre : Haemosporina

Genre : Plasmodium qui renferme deux sous genres :
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- Sous genre Plasmodium est caractérisé par des gamétocytes arrondis renferme quatre especes
responsables de paludisme chez I’homme ; P. (p) vivax, P. (p) ovale, P. (p) malariae et P. (p)
knowlesi qui est un parasite simiesque, découvert récemment chez 1’homme en Malaisie.

- Sous genre Laverania est caractérisé par des gametocytes falciformes. Il renferme une seule espece
P. (1) falciparum et est I’espéce la plus redoutable pour I’homme [15].

Les différences entre les especes pathogénes résident au niveau de leur capacité de multiplication
durant la phase sanguine, la durée des cycles de schizogonies, la possibilité de séquestration des
globules rouges infectés dans la microcirculation vasculaire et de leurs préférences du type de
globule rouge pour I’invasion (jeunes, adultes, ages).

Plasmodium falciparum est endémique essentiellement en zone tropicale : Afrique, Asie du sud-
est, Amérique du sud, et Océanie. Il a une période d’incubation hépatique de 7-12 jours. Il provoque
une fiévre tierce maligne et donne des formes graves et mortelles avec atteintes neurologiques [10].
Il est capable d'envahir les hématies quel que soit leur age. Le cycle intra-érythrocytaire dure
environ 36-48 heures. La taille des hématies parasitées est quasiment identique a celle des hématies
non parasitées. A la microscopie, les parasites jeunes ont une forme en bague a chaton avec un
anneau cytoplasmique mince appelés "rings ou anneaux” ; les trophozoites agés ont une forme en
bague plus élargie voir déformée. On note des taches jaune orangé en coup d’ongle a la surface de
I’hématie parasitée appelées tdches de Maurer (Macules de formes et de dimensions inégales).

La gamétocytogénése dure 9-12 jours et les gamétocytes ont une forme caractéristique en banane
avec un diametre moyen de 10pum a peu prés (d’ou le nom d’espéce falciparum), un amas central
de granulation nucléaire en rouge et de pigments en noir. Les schizontes ont une forme de corps en
rosace contenant 16-32 noyaux [16].

Plasmodium vivax est le plus répandu dans le monde. Il sévit en Asie du Sud-Est, Amérique du
sud, Océanie et en Afrique sahélienne et de 1’est. Il a une période d’incubation hépatique de 11-13
jours, il provoque une fiévre tierce bénigne et est responsable de recrudescence grace aux formes
dormantes dans le foie : hypnozoites. Dans le sang, il préfére envahir les réticulocytes pour engager
l'augmentation considérable de la taille de la cellule hote. A la microscopie, les anneaux ont une
forme en bague avec un cytoplasme épais et un gros noyau ; les trophozoites 4gés ont un cytoplasme
digité ou fragmenté avec un gros noyau plus ou moins déformé et un pigment noir. On note des

granulations de Schiiffner dans I’hématie parasitée.
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La gamétocytogénése dure 7-9 jours et les gamétocytes sont arrondis (10-12 pum) avec un
cytoplasme bleu pale ou mauve et de fins pigments noirs dispersés au Giemsa. Les schizontes sont
volumineux (10-14um) avec 12-24 noyaux fins et de pigments noirs fins plus ou moins dispersés
[16]. Il a longtemps été associé a I'infestation des individus Duffy positif, mais actuellement il a été
observé chez des individus Duffy négatif [17].

Plasmodium ovale sévit surtout en zone intertropicale africaine. Des études récentes ont montré
I’existence de 2 sous-espéces sympatriques de P. ovale (Plasmodium ovale curtisi et Plasmodium
ovale wallikeri) [18], présentes en Afrique et en Asie, non distinguables par la microscopie [19]. Il
a une période d’incubation hépatique de 15 jours. Il provoque une fiévre tierce bénigne et produit
des hypnozoites. Il parasite les hématies jeunes pendant 48 heures en leur donnant une forme ovale
et les hématies parasitées sont plus grande par rapport aux hématies saines.

A la microscopie, les trophozoites jeunes ont une forme en bague avec un anneau cytoplasmique
mince ; les trophozoites agés ont une forme réguliere avec des granulations et de pigment noir. On
note l'apparition précoce des granulations de Schiiffner dans 1’hématie parasitée (granulations
volumineuses). La gamétocytogénése est inférieure a 7 jours et les gamétocytes sont arrondis (7-
8um) avec un cytoplasme bleu pale ou mauve et de fins pigments noirs peu abondants. Les
schizontes ont une taille moyenne de 10um, 8-12 noyaux volumineux et de gros pigments noirs plus
ou moins dispersés [16].

Plasmodium malariae est endémique dans les climats tropicaux : Afrique, Asie du sud, Amérique
du sud et Océanie. Il a une période d’incubation hépatique de 15-21 jours. Il provoque une fiévre
quarte. Il préféere se développer dans les hématies agées et la schizogonie intra-érythrocytaire dure
environ 72 heures. Il est associé a des faibles parasitémies inframicroscopiques pouvant durer toute
la vie [16].

A la microscopie, les trophozoites ont une disposition en plaque équatoriale de la cellule hote ; les
trophozoites jeunes ont une forme en bague avec un anneau cytoplasmique épais et un gros noyau ;
les trophozoites 4gés ont une forme en bague trés épaisse ou forme en drapeau (rectangulaire) avec
un gros pigment noir, les schizontes ont un aspect en rosace avec 12 noyaux [16].

Plasmodium knowlesi est génétiqguement proche de P. vivax. Mais microscopiquement il peut poser
un probleme de diagnostic différentiel avec P. malariae. Les schizontes comportent 16 noyaux. Il
a une période d’incubation hépatique de 5 jours. Il est responsable de fievre quotidienne avec une

schizogonie intra-érythrocytaire de 24 heures [16].
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La distribution du paludisme dans les régions endémiques du monde est définie en fonction du degré
d'endémicité. Le paludisme est considéré comme endémique dans les zones ou il y a une
transmission constante au cours d’années successives. Le paludisme est dit hypo- endémique dans
les zones ou la prévalence de l'infection est inférieure a 10%, et méso-endémique dans les zones ou
la prévalence de l'infection se situe entre 11% et 50%. Dans les régions ou la prévalence de
I'infection est supérieure a 50%, les zones sont définies comme hyper-endémiques et holo-
endémiques au-dela de 75% [16].

Au Mali, Sagara et al ; ont décrit quatre faciés épidémiologiques de la transmission du paludisme
publie en Mai 2022 :

(i) une zone a transmission élevée ou pré-guinéene (avec plus de 1100mm d’eau/an)

(if) une zone a transmission modérée ou soudanienne (avec une pluviométrie de 600 - 1100mm
d’eau/an)

(iii) une zone a transmission faible ou sahélienne (avec une pluviométrie de 200 - 600mm d’eau/an)
(iv) une zone a transmission trés faible (correspond a la zone saharienne, avec une pluviométrie

de moins de 200mm d’eau/an).

These de Médecine 2021-2022 Abdoulaye DJIGUIBA 7



Etude de la Tolérance du candidat vaccin PfSPZ en vaccination chimioprophylactique avec la pyriméthamine chez les
adultes a Bancoumana et villages environnants, Mali.

Diagnostic du paludisme : Plasmodium a divers stades. Aspects sur frottis minces

Plasmodium Plasmodium Plasmodium Plasmodium
Sfalciparuam vivax ovale malariae

Trophozoites
jeunes

| Trophozoites
ages

Schizontes
rosaces

Gameétocytes

Figure 1: Différents especes et stades de plasmodium sur frottis mince

Source : http://www.ledamed.org/IMG/html/i811 _1.jpg .Date d’acces 17-04-2018

3.1.4. Cycle biologie du Plasmodium

Tous les parasites du paludisme ont besoin de deux hotes dans leur cycle de vie : I'n6te définitif ou
a lieu le développement sexuel (anophele femelle) et I'hdte intermédiaire (I'homme par exemple) ou
se produit le développement asexuel.

Le parasite sous forme de sporozoite est injecté dans le sang chez I’homme par la piqlre de la
femelle de I’anoph¢le, diptére culicidé et vecteur, a I’occasion d’un repas sanguin. Les sporozoites
gagnent le systéme veineux porte qui les véhicule vers le foie en trente minutes — une heure. C’est
la schizogonie hépatique. Des travaux ont montré que certains sporozoites restent plus longtemps
au niveau des ganglions lymphatiques, constituant un premier point d’interaction avec le systéme
immunitaire de 1’hote [20]. Arrivés au niveau du foie, le sporozoite traverse plusieurs membranes

cellulaires y compris celle des cellules Kipffer et d'autres hépatocytes, pour finalement choisir un
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hépatocyte dans lequel le développement du parasite se poursuit [21 ; 22]. Une multiplication
intense se produit formant un corps bleu. Dans le cas de P. vivax et P. ovale, certains sporozoites
restent a I'état latent sous formes dormantes, déenommées hypnozoites, responsables des acces de
reviviscence a distance. A maturité le corps bleu est lysé et il libére a partir de chaque sporozoite,
20-30000 meérozoites. Ces mérozoites sont libérés en paquets sous forme d’amas nommés
mérosomes qui circulent dans le sinus hépatique et arrivés au niveau du capillaire extra hépatique,
les mérozoites individuels sont libérés dans le torrent circulatoire. Chaque mérozoite va envahir un
érythrocyte et entamer le cycle de la schizogonie érythrocytaire. A I’intérieur de 1’érythrocyte,
chaque mérozoite va former un anneau, ensuite un trophozoite mur, puis un schizonte. A maturité
I’érythrocyte infecté éclate et libére les mérozoites de seconde génération. En fonction de I’espece,
chaque schizonte donnera 8 a 32 mérozoites. L.’éclatement synchrone des érythrocytes infectés est
accompagné de libération de médiateurs chimiques qui déclenchent I’accés fébrile. Dans le cas de
P. falciparum, P. vivax et P. ovale cet évenement se produit toutes les 48 heures donnant la fiévre
tierce. Dans le cas de P. malariae 1’éclatement synchrone survient toutes les 72 heures engendrant
la fievre quarte. Pour P. knowlesi, I'éclatement synchrone des schizontes survient toutes les 24
heures. Au bout d’un certain nombre de cycles érythrocytaires, certains mérozoites se différencient
en formes sexuées : les gametocytes males et femelles. Ces formes sont infectantes pour le
moustique, hote vecteur, permettent le cycle sporogonique et 1’échange génétique entre les
populations parasitaires (une des sources de diversité génétique) et la transmission a 1’hote humain.
Au moment d'un repas sanguin, en absorbant le sang la femelle anophéle ingére tous les stades
parasitaires et les éléments du sang. Seuls les gamétocytes échapperont en partie a la digestion en
se transformant en zygote/ookinéte. Le gamétocyte femelle suivra un processus biologique de
maturation pour se transformer en macrogamete femelle a n chromosomes. Le gamétocyte male va
subir un processus d'exflagellation, et donner des gametes males a n chromosomes. Chaque
gamétocyte male donne naissance a 6-8 microgametes filiformes qui vont entrer en compétition
pour féconder la macrogamete femelle ; un seul y parviendra formant le zygote. Le zygote évolue
en ceuf mobile ou ookinete qui se déplace, traverse la membrane péritrophique et échappe ainsi a la
digestion du contenu de I’estomac du moustique.

L’ookinéte se fixe sur la paroi externe de I’abdomen du moustique et se transforme en oocyste.
L’oocyste se développe et a maturité, éclate pour libérer plusieurs centaines de sporozoites. Les

sporozoites sont fusiformes et mobiles ; ils se déplacent vers la glande salivaire du moustique qu’ils
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envahissent. Ici ils deviennent infectants, en I’attente d’un prochain repas de sang au cours duquel

ils seront injectés avec la salive du moustique chez un héte humain, bouclant ainsi le cycle évolutif

du parasite [12].

Pre-erythrocytic
i\»~‘ P. falciparurm P. vivax
/ lisas csp
A " L 8a3 TRAP
P | EXP1 ~
g | CsSP PfSPZ

Transmission blocking /

P. falfciparum P. vwax 4 ','(
P28 Pvs28 !
PIs25 Pvs25 |
Pfsaa/as Pvs230 N
Prs230 Pvadg/4a5

CelTOS PYWARF

GCsh

RTS’S l‘

P. vivax
AMAS
MmsP
oBP
MSP3
MSP9
RSP2a
RE8P2L

Figure 2: Cycle du développement du plasmodium avec les différents candidats vaccins

Source : https://openi.nim.nih.gov/imgs/
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3.1.5. Historique du paludisme

Le paludisme est connu et redouté depuis trés longtemps, il est aussi connu sous le nom de malaria,
venant de I’italien « mal aria » qui signifie « mauvais air ». Ce nom lui a été attribué car les
personnes infectées vivaient dans des régions marécageuses dégageant des odeurs nauseabondes.
La découverte sur le paludisme débute en 1717 avec Giovanni Lacissi, un clinicien italien ayant
établi le lien entre la présence des moustiques et de la maladie.

En 1880 Alphonse Laveran, grace aux autopsies pratiquées sur les corps de paludéens, découvre
des eléments pigmentés dans les GR des malades atteints de fiévre appellera alors Oscillaria
Malaria. On le nommera Hématozoaire et le rangera finalement dans la classe des Plasmodiums.
En 1897, Ronald Ross médecin britannique démontre que la transmission du paludisme des oiseaux
est assurée par des moustiques. En étudiant d’autres moustiques, il découvre des formes de
Plasmodium falciparum dans leur tube digestif. Cette découverte montre que c’est bien les
moustiques femelles qui piquent et non les males.

Grassi, Giuseppe Bastianelli et Amico Bignami décrivent par la suite le cycle de développement du
Plasmodium. En 1930 on a fait la découverte de la 5e espece, Plasmodium knowlesi chez un
macaque. En 1965, premier cas de transmission naturelle a I’homme [23].

3.1.6. Répartition géographique

Le paludisme sévit surtout dans les pays pauvres des zones tropicales et intertropicales.

En Afrique, le paludisme est assez rare au Nord ou il sévit sous forme de foyers limités avec
essentiellement P. vivax et P. malariae. Dans la zone intertropicale, 1’infection palustre est
endémique et largement répandue, avec une coexistence des especes P. falciparum, P. malariae et
a un moindre degré P. ovale et une description récente de P. vivax.

En Asie, le paludisme existe au Proche Orient (Turquie), dans le sous-continent indien, au Sri-
Lanka, en Birmanie, en chine, en Indonésie et au Sud-Est.

En Amérique, la région du Nord est indemne de paludisme. L’affection est par contre fréquente au
Centre et au Sud.

En Océanie, certaines Tles sont fortement impaludées comme la Nouvelle-Guinée, les Tles Salomon
et le Vanuatu, alors que d’autres sont totalement indemnes de paludisme comme la nouvelle

Calédonie, le Tahiti et la Nouvelle-Zélande.
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En Europe, le paludisme a été éradique et a disparu de ses anciens foyers. Mais on observe le
paludisme d’importation, comme en France, qui est en pleine augmentation du fait de I’essor des

déplacements vers les pays tropicaux et une chimio-prophylaxie mal observée [24]

One or more cases in 2017 Certified malaria free since 2000
Zero cases in 2017 No malaria
Zero cases (23 years) in 2017 Not applicable

Figure 3: Cartographie de la répartition géographique du paludisme dans le monde

Source:https://www.pharmacovigilanceiledefrance.fr/files/editeur/Bréves/Images/Grand%20publ

ic/2019/Paludisme_carte_2017.jpg

3.1.2. Immunité anti-palustre

Elle se développe graduellement apres une longue exposition aux infections plasmodiales a
répétition dans les zones ou le niveau de la transmission est élevé (zone stable). L’immunité
stérilisante semble trés rare puisque la prévalence parasitaire chez 1’adulte approche 100% dans les
zones endémiques [25]. Les mécanismes exacts soutenant 1I’acquisition de I’immunité au paludisme
sont mal compris, mais il est clair que les réponses innées jouent un réle important [26].

Le systtme immunitaire humain comprend deux branches : 'immunité innée présente a la

naissance, de mise en place rapide, non spécifique et I’immunité acquise, spécifique et de mise en
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place lente. Ces deux branches sont nécessaires et cooperent pour assurer une réponse immunitaire
anti-palustre efficiente.

3.1.3. Notion de résistance naturelle

A T’inverse des personnes souffrant de paludisme grave, certains individus sont moins sensibles,
voir méme réfractaires, a I’infection primaire. Cela peut s’expliquer par :

=[]Certaines anomalies génétiques altérant le développement du parasite dans le globule rouge. Il
s’agit de : > Hémoglobinopathies : Ce sont des types hémoglobiniques capable d’inhiber la
croissance intercellulaire de P. falciparum.

- L’Hb S semble protéger les paludéens contre de fortes parasitémies [27].

- L’Hb F inhiberait la croissance de P. falciparum, ce qui expliquerait en partie, la rareté des acces
palustres chez le nourrisson [28].

- Les désordres quantitatifs portant sur une chaine hémoglobinique (thalassémie) peuvent aussi
ralentir la croissance du Plasmodium [27].

> La déficience en G6PD aurait aussi un role protecteur [29].

(=1L absence de molécules de surfaces du globule rouge indispensable a la pénétration du
parasite, telles que :

>[]La molécule du groupe Duffy pour P. vivax et P. knowlesi [30 ; 31]. Par contre une étude
menée a Bandiagara a montré que des populations Duffy négatif sont de plus en plus atteintes par
P.vivax [32].

> []Le polymorphisme du complexe des groupes sanguins ABO joue un rdle dans I’évolution du
paludisme. Il a été montré que les individus du groupe sanguin O étaient plus protégés contre le
paludisme grave comparativement aux individus des autres groupes sanguins. Le groupe sanguin
A, a quant a lui été associé au paludisme sévéere (Rowe et al, 2007).

>[]La glycophorine A : Des globules rouges humains déficients en une glycoprotéine de
membrane (la glycophorine A) sont résistants a I’infection par P. falciparum [31]. Cette
glycoprotéine pourrait étre un des récepteurs membranaires impliqués dans I’invasion par P.
falciparum.

11 existe probablement d’autres mécanismes naturels de protection contre les stades

érythrocytaires mais aussi exo-érythrocytaire du paludisme.
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Cependant, I’infection par Plasmodium engendre chez I’hote des réponses immunitaires. 11 s’agit

de réponses non speécifiques dites innées et spécifiques ou acquises.
3.1.4. Immunité innée dans le paludisme

3.1.4.1. ROle des cellules

3.1.4.1.1. Les granulocytes

Les granulocytes ou polynucléaires sont des leucocytes caractérisés par un noyau polylobé et la
présence de granules dans leur cytoplasme. Il existe 3 types de granulocytes : polynucléaires
neutrophiles, éosinophiles et basophiles

Les neutrophiles sont les plus nombreux et représentent les premieres cellules phagocytaires. 1l a
¢été montré qu’ils sont capables de phagocyter les mérozoites [33]. Ils expriment a leur surface des
récepteurs pour la fraction Fc des immunoglobulines et des récepteurs du complément. Ce qui
facilite la phagocytose des parasites par 1’intermédiaire du complément et des anticorps présents
dans les sérums d’individus exposés [28]. Des cytokines telles que le TNF-a, IFN-y, le GM-CSF et
IL-1P activent les neutrophiles et induisent significativement la phagocytose des mérozoites [34].
L’expression du Human Leucocyte Antigen-B35 a été aussi associée a la résistance a I’infection
palustre [35].

3.1.4.1.2. Monocytes/macrophages

Les monocytes ont pour origine la moelle osseuse et sont libérés dans la circulation périphérique.
Ce sont de grosses cellules mesurant 15 a 30 um, avec un noyau en fer a cheval caractéristique. La
membrane plasmique a un contour irrégulier et le cytoplasme contient de nombreux lysosomes. Ils
représentent 5-10% des leucocytes et sont morphologiquement et fonctionnellement hétérogenes
[36].

Le marqueur spécifique des monocytes est le CD14. lls peuvent exprimer également le CD16 et la
co-expression de CD14 et de CD16 permet de distinguer 3 sous-classes de monocytes :

- les monocytes CD14++CD16- dits « monocytes classiques » ; ayant pour role le recrutement des
neutrophiles sur le site de I’inflammation.

- les monocytes CD14+CD16+ appelés « monocytes pro-inflammatoires » secrétant de cytokines
pro-inflammatoires et

- une population dite intermédiaire exprimant CD14++CD16+ appelés aussi monocytes anti-

inflammatoires, secrétant principalement 1’IL-10.
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Les monocytes se différencient en macrophages dans les tissus. Ces macrophages sont groupés en
sous-populations ayant des fonctions différentes selon leur mode d’activation.

Les monocytes/macrophages secrétent des facteurs solubles comme les cytokines et libérent I’oxyde
nitrique (NO), les radicaux libres oxygénés (O2-, OH-) et le peroxyde d’hydrogéne (H202). Ces
monocytes peuvent également inhiber la croissance des parasites par le mécanisme d’inhibition

cellulaire dépendante des anticorps (ADCI) [37].
3.1.4.1.3. Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques (CDs) constituent la premiere ligne de défense du systeme immunitaire.
Elles sont issues de la moelle osseuse et se subdivisent en deux groupes : les CDs myéloides et les
CDs lymphoides [38].

Les CD lymphoides dérivent de cellules précurseurs issues de la moelle osseuse et colonisent
primairement et secondairement les tissus lymphoides (thymus, rate, foie et ganglions
lymphatiques) et y résident [39].

Les CDs ont une capacité migratoire et de présentation d’antigénes au niveau des organes
lymphoides secondaires plus accrue que les macrophages qui vivent et meurent sur place aprés
recrutement par les tissus. Ce sont les cellules présentatrices d’antigénes professionnelles [39].
Les CDs sont fondamentales pour I’initiation de la réponse immune par éducation des cellules B et
T, qui sont les cellules effectrices de I’'immunité acquise.

Les différents sous-groupes de CD sont repartis dans les tissus périphériques et dans le sang,
reconnaissent les molécules de surface exprimées par les microbes et sécretent des cytokines. Sous
I’influence d’un stimulus inflammatoire, les CD sont activées et entament leur processus de
maturation conduisant a 1’activation et a ’initiation de la réponse cellulaire T [39].

3.1.4.1.4. Les cellules tueuses naturelles

Les cellules tueuses naturelles (Natural killer ou NK) sont des types de lymphocytes, qui sont
principalement trouvés dans le sang périphérique, la rate et dans la moelle osseuse. Elles constituent
un composant important du systeme immunitaire inné [39].

Ces cellules jouent un rdle majeur dans la destruction des cellules infectées par les virus et des
tumeurs. Leur rdle dans la protection contre I’infection palustre reste encore a étre elucidé. 1l a été
prouvé que I’activité des NK augmente chez les sujets infectés par le Plasmodium et que cette
activité dépend de la parasitémie et du taux d’IFN-y. Une autre étude a montré que lorsque les

cellules mononuclées du sang périphérique sont exposées aux globules rouges parasités, les NK
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sont les premieres a produire I’IFN-y [40]. La production d’IFN-y semble étre liée a la fois a un
contact direct entre les globules rouges parasités et les cellules NK et aussi a la présence des cellules
accessoires lymphoides et myéloides [39].

3.1.4.1.5. Lescellules T tueuses naturelles (NKT)

Les cellules T tueuses naturelles (Natural killer T cells : NKT) sont des cellules de I’immunité innée
récemment décrite et ayant les mémes caractéristiques que les cellules NK et les cellules T. Leur
capacité a produire une grande quantité de cytokines apres activation leur permet d’établir une
immunité innée et adaptative [41].

L’activation des cellules NKT leur permet le recrutement et 1’activation des cellules dendritiques,
des NK, des CD4+ et CD8+. Le role des cellules NKT comme cellule T helper dans la régulation
de la réponse humorale anti-palustre in vivo a été confirmé plus tard par deux études indépendantes.
Les cellules NKT semblent ne pas avoir un rdle clair dans la réponse immune contre le stade
érythrocytaire [40].

3.1.4.1.6. Les cellules T gamma-delta

Ce sont des sous-classes de lymphocytes ayant plusieurs caractéristiques des cellules de I’immunité
innée, qui leur permet une activation rapide apres la reconnaissance des ligands. Les cellules Tyd
réagissent avec une grande variété de cellules incluant les cellules de I’'immunité innée, les cellules
T, les cellules B aussi bien que les tissus non-immuns. Elles induisent les réponses innée et
adaptative et peuvent promouvoir la réparation et la cicatrisation [42].

Elles ont les mémes caractéristiques que les cellules NK et NKT, telle que la capacité de secréter
une grande quantité de cytokines pro-inflammatoires et une activité cytolytique contre les tumeurs
et les pathogenes. Il est connu que les Tyd constituent une forme de cellules a part de la réponse
immune contre Plasmodium falciparum. 1l a été observé que les cellules Tyd inhibent le
développement des formes asexuées sanguines de P. falciparum par le mécanisme de cytotoxicité
dépendant de I’exocytose des granules. En plus des études ont montré que P. falciparum induit une
expansion des Tyd jusqu’a 30% des cellules T circulant chez I’homme suggérant leur role potentiel
dans la clairance des parasites [43].

3.14.2. Role du complément

Le complément est présent dans le sérum d’une fagon naturelle en dehors toute stimulation
antigénique. Ce systeme nommé par C joue un role important dans la défense contre les pathogénes

par I’opsonisation, la réponse inflammatoire, I’élimination des complexes antigéne-anticorps ou par
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destruction des pathogénes. Il est constitué d’une trentaine de protéines membranaires et
plasmatiques [44].

Le systéme de complément connait trois voies d’activation :

- La voie classique ; activée par reconnaissance d’un complexe antigene-anticorps

- La voie alterne ; par fixation directe sur le pathogéne

- La voie des lectines ; par fixation des polyosides sur la surface des pathogénes

Ces trois voies different par leur mode d’activation. Elles aboutissent toutes a la formation de deux
complexes a activité enzymatique : C3a et C5a convertases [44].

Au cours du paludisme le systéme du complément est activé par les antigénes exprimés a la surface
des globules rouges parasités [45 ; 46].

L’hémoglobine et I’hématine libérés par la lyse intravasculaire des érythrocytes infectés par P.
falciparum ont des propriétés inflammatoires et peuvent activer le complément [47 ; 48].

Chez des enfants faisant le paludisme simple un taux faible de C3, C4 et C1qui a été observeé. Selon
I’é¢tude de Wenish, I’activation de la voie classique aussi bien que de la voie alterne est associée a
une augmentation de bébé, Sc5b-9 et de C4d [46].

La voie des « Mannose Binding Lectin » (MBL) quant a elle pourrait étre activée par la liaison des
lectines aux erythrocytes infectés. Ainsi un déficit en lectine liant les mannoses, peut compromettre
la capacité de 1’organisme a lutter contre le paludisme [49 ; 50]. Les fractions C3a et C5a obtenues
par clivage de C ont des propriétés chimiotactiques permettant le recrutement des cellules
inflammatoires [51].

3.1.5. Immunité adaptative dans le paludisme

L’immunité adaptative se caractérise par sa spécificité pour I’agent pathogéne. Son apparition
remonte environ a 200 millions d’années avec 1’acquisition de nouveaux outils et la mise en place
de mécanismes plus complexe de défense de I’organisme [44].

Les mécanismes précurseurs de cette immunité ne préexistent pas mais s’acquicrent spécifiquement
face a un pathogéne donné. Ainsi les effecteurs sont conservés et mis en mémoire. Le systéeme
immunitaire se construit au cours de la vie de I’individu en fonction des micro-organismes qu’il
rencontre.

Les composants humoraux aussi bien que cellulaires participent a I’immunité adaptative [44].
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3.1.6. ROles des lymphocytes T et B dans le paludisme :

L’activité phagocytaire des cellules de la lignée monocyte/macrophage et des polynucléaires
neutrophiles vis-a-vis des hématies parasitées, ou des parasites libres et de leurs débris, a été
rapportée depuis longtemps [52]. Cette phagocytose est directe ou indirecte.

L’internalisation du matériel parasitaire ou érythrocytaire par le macrophage sera suivie d’une
protéolyse des antigenes de Plasmodium et certains de leurs dérives peptidiques seront sélectionnés
et exprimés a la surface cellulaire, en association a des molécules de présentation des antigénes, des
molécules HLA. Leur reconnaissance par le TCR des cellules T déclenche I’activation des
lymphocytes T qui possédent un réle critique en tant que cellules effectrices dans I’immunité contre
les stades sanguins.

Les lymphocytes T CD8+ interviennent directement par une activité cytotoxique. Les cellules T
CD4+ agissent indirectement par le contrdle et I’activation d’autre cellule effectrice via les
lymphokines. En effet des études menées chez la souris ont montré que deux des fonctions des
CD4+ les plus connus, a savoir la stimulation des monocytes/macrophages comme cellules
effectrices de la réaction inflammatoire et la coopération avec les lymphocytes B dans la synthése
des immunoglobulines sont accomplies par deux sous populations différentes [53 ; 33]. Dans le
premier cas il s’agit de Thl (T helper type 1) et dans le second des Th2 (T helper type 2) ; ces
différentes cellules secrétent de nombreuses cytokines [54].

Les lymphocytes Th1l seraient impliqués dans la réponse immunitaire dirigée contre les stades pré-
érythrocytaires et érythrocytaires [55]. Lorsqu’elles sont activées par les Ag parasitaires, elles
secrétent entre autres des médiateurs comme 1’IL-2, I’IFNy, la lymphotoxine ou le TNFf et I’IL-3.
Les cytokines produites par les lymphocytes Th2 sont I’IL-4, I’IL-5, I’'IL-10 et I’TL-13 qui favorisent
la production d’Anticorps par les cellules B [56]. D’autres sous populations ont été décrites plus
tard notamment les Th17 et les T reg. Le rble des cellules Th17 et des T reg dans la protection contre
le paludisme reste a explorer. Les cellules T CD8+ se subdivisent en trois sous-groupes selon
I’expression de CD62 et de CD127. Les cellules T mémoires expriment a la fois CD62 et CD127L
: CD62L+ CD127+ [39].
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Les lymphocytes B arrivent a maturation au sein de la moelle osseuse. Lorsqu’ils quittent cette
derniere, chacun exprime sur sa membrane un récepteur de liaison a I’antigene spécifique. Le

récepteur des cellules BCR (B-cell Receptor) est constitué principalement d’une molécule

d’anticorps  membranaire  qui ne  reconnait qu’'un  seul antigéne  donné.
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3.1.7. Immunité humorale dans le paludisme

Les cellules B, les seules capables de se différencier en plasmocytes sécréteurs d’anticorps, jouent
un rdle important dans I’immunité humorale. Elles constituent 15% des lymphocytes [39].

Dans la rate le centre germinatif est I’'un des sites essentiels pour I’initiation et la prolifération des
cellules B activées. En réponse aux antigénes trois évenements importants de différenciation des
cellules B prennent place dans le centre germinatif : @) la maturation de 1’affinité, b) la commutation
isotypique des immunoglobulines et ¢) la constitution de cellules B mémoires qui se différencie
rapidement dans le plasma lors d’un second contact avec I’antigéne [39].

Chez les sujets vivant en zone d’endémie palustre, I’infection induit une forte réponse humorale
avec production d’IgM et IgG ainsi que d’autres isotypes [57].

Plusieurs études sont en faveur d’un rdle prépondérant des anticorps dans I’immunité contre le
Plasmodium : Le transfert passif d’IgG purifiées de sérums immuns aux sujets non immuns protége
contre le paludisme [58].

Les nourrissons sont protégés contre le paludisme pendant les premiers mois de leur vie grace aux
anticorps maternels d’isotypes 19G [59].

Dans des études longitudinales, la prévalence et le niveau des anticorps anti-plasmodiaux étaient
associes a la protection contre le paludisme clinique [60].

Les mécanismes effecteurs des anticorps sont : 1’opsonisation, la neutralisation ou le blocage,
I’activation du complément et de la cytotoxicité anticorps dépendante. Les sous-classes d’IgG,
particulierement les sous classes cytophiliques IgG1l et IgG3 jouent un réle important dans
I’'immunité anti-palustre. Ces anticorps cytophiliques se fixent par leur fragment cristallisable (Fc)
aux récepteurs des monocytes, conduisant a I’activation de ces cellules lesquelles inhiberaient la
croissance du parasite. C’est le mécanisme d’ADCI [61].

Par ailleurs des cas de protection liée a un taux élevé d’1gG2 ont été rapportés. Une étude plus
récente a montré que le génotype FcyRII a R131H peut influencer les réponses des sous classes
d’IgG a la protection contre le paludisme et les porteurs de ’allele H ont un niveau élevé d’IgG2
chez les peulhs. Il existe une association entre le taux d’anticorps et la protection contre le
paludisme. La réponse anticorps peut €tre influencée par 1’age, 1’exposition, le taux de transmission

et les facteurs génétiques de 1’hote [39].
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3.1.8. Immunité bloquant la transmission du paludisme

L’immunité dirigée contre les stades sexués peut étre divisée en deux types. Le premier type
correspond a I’immunité dirigée contre les gamétocytes chez I’hdte humain et le second I’immunité
contre les stades sexués chez le moustique. Par ailleurs chez le moustique, des études ont montre
que des protéines antigéniques de surface communes au gamétocyte et au gamete telles que
Pfs48/45 et Pfs230 ainsi que certaines du zygote et de 1’ookinéte (Pfs25) sont in vitro des cibles
potentielles d’anticorps monoclonaux bloguant la transmission.

Des sérums bloquant la transmission ont été trouveés chez des individus vivant en région endémique
lors d’études réalisées en Afrique et en Asie. L activité bloquante de sérums d’individus vivant en
Nouvelle Guinée était associée a la présence d’anticorps dirigés contre 1’antigéne P£s230 alors que
celle observée au Cameroun était associée aux taux d’anticorps dirigés contre Pfs48/45.

Le complément reste actif pendant plus de 8 heures dans I’abdomen du moustique. Des études in
vitro ont montré que les anticorps anti-Pfs230 et anti-Pfs48/45 en coopération avec ou sans le
complément provoguent la lyse rapide des gametes et du zygote chez le moustique. Les anticorps

agissant sans la coopération du complement provoqueraient un encombrement stérique afin de
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prévenir la fécondation comme dans le cas du fragment Fab de I’anticorps monoclonal dirigé contre
Pfs48/45. Les immunoglobulines G seraient capables d’empécher le développement de 1’oocyste et
le fragment Fab a lui seul était capable de prévenir I’enkystement de 1’ookinéte dans 1’épithélium
de la paroi stomacale.

L’immunité naturelle bloquant la transmission du paludisme peut aussi étre a médiation cellulaire.
Les mécanismes impliqués sont encore mal connus.

En 1994, I’équipe de Ranawaka démontrait que la cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps
intervenait dans le mécanisme bloquant la transmission en empéchant la fécondation des gametes.
Des cellules phagocytaires ainsi que certaines cytokines comme I’'INF-y, le TNF-a, les IL-2-4 y
participent [62].

3.1.9. Evasion immunitaire

Dans le paludisme le parasite peut éviter la plupart des mécanismes de défense et assurer sa survie
chez cet héte immunologiquement hostile, en changeant la composition antigénique de sa
membrane, en se réfugiant dans certaines cellules ou en déréglant le systeme immunitaire de I'hote.
Ces mécanismes d’évasion n’apparaissent que progressivement, en partie sous I’effet de la pression
des moyens de défense. En effet, le sujet infecté réduit sa charge parasitaire en s’attaquant
essentiellement aux formes jeunes ou libres du parasite tandis que les formes évoluées, bien
adaptées a leur environnement, poursuivent leur developpement. 1l en résulte un stimulus
antigénique permanent qui maintient les défenses immunologiques de I’hote [63].

On sait que la virulence est liée a I’adhérence de globules rouges parasités a I’endothélium et entre
eux, pour former des rosettes. Cette adhérence est le fait de la protéine de surface PfEMP1
(Plasmodium falciparum érythrocyte membrane protein-1), codée par les génes de la famille var,
qui est aussi un facteur de virulence. Environ 60 génes var répartis sur les 14 chromosomes du
Plasmodium n’expriment jamais qu’une seule protéine par un systétme de commutation
mutuellement exclusive. Cette commutation peut atteindre une fréquence de 2% par génération.
Elle a lieu in situ au stade précoce d’anneaux, elle est apparemment contrélée au niveau de
I’initiation de la transcription et un mécanisme épigénétique a été évoqué dans cette régulation. Ce
phénomeéne permet une « évasion immunitaire » permanente qui est le probleme majeur de toute

stratégie vaccinale [64].
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3.2.  Vaccination anti-palustre

3.2.1. Les différents types de candidats vaccin

La mise au point d’un vaccin anti-palustre a connu des progrés importants. Plusieurs équipes de
chercheurs, meénent actuellement des travaux orientés sur 1’identification, la synthése et I’emploi
d’antigenes vaccinaux issus des stades de développement parasitaire, permettant ainsi le blocage du
cycle.

3.2.1.1.Les vaccins pré-érythrocytaires ou hépatiques

Pendant le stade hépatique, le parasite mdrit dans les hépatocytes. Une immunité & médiation
cellulaire (la réponse Thl) est donc pensée comme critique. Cela implique des lymphocytes qui
peuvent alors cibler et détruire les cellules du foie infectées, détruisant ainsi les parasites se
développant. L'immunité spécifique envers les stades hépatiques ne peut étre réalisée que par une
action coordonnée des cellules T CD8 et des anticorps spécifiques, qui collaborent avec les cellules
Natural killer (NK) et les macrophages (MA). L'interféron-gamma (IFN-y) y joue un r6le important
[65].

Puisque les antigénes du stade hépatique peuvent étre exposés relativement longtemps, augmentant
avec l'exposition a l'infection naturelle, ils peuvent renforcer la réponse immune du vaccin [66].
Les vaccins dirigés contre le stade pré-érythrocytaire ont pour objectif de prévenir I’infection des
hépatocytes et/ou de détruire les hépatocytes infectés. Les mécanismes immunitaires effecteurs
comprennent des anticorps contre la surface du sporozoites et I’ IFN-y produit par des cellules CD8+
et T CD4+. Les bénéficiaires principaux sont les enfants dans les zones endémiques, les voyageurs
et les résidents non immuns de zones a faible transmission. Des candidats vaccins de ce type tels
que RTS, S/IAS02 et PfSPZ sont en cours de développement.

Le RTS, S/AS02 est constitué de particules chimériques contenant I’antigéne HBs (antigene S de
I’hépatite B) et une portion de la protéine circumsporozoitaire (CSP) fusionnée a cet antigéne.
D’autres antigenes comme la LSA1, LSA3, PfEXP1, STARP, SALSA et TRAP/SSP2 sont aussi

inclus dans des vaccins contre les stades pré-érythrocytaires en cours de développement [67].

3.2.1.2.Les vaccins érythrocytaires
Pendant le stade érythrocytaire, le parasite est caché dans les globules rouges. Puisque les globules
rouges n'expriment pas les molécules du Complexe Majeur d’Histocompatibilité I ou II, la réaction

immunitaire est a la charge des anticorps et les processus associés. Par exemple, la médiation
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cellulaire cytotoxique dépendante des anticorps et le complément lytique pourraient jouer un role
dans I'élimination des globules rouges infectés [66].

Les vaccins dirigés contre le stade sanguin asexué ont pour objectif de réduire le niveau de la
parasitémie et la maladie. Ils agissent en permettant le blocage de ’infection des hématies avec des
anticorps et/ou la destruction des hématies infectées. Leurs bénéficiaires seraient les enfants des
zones endémiques. Un exemple de ce type de vaccin est celui basé sur la protéine de surface MSP-
1 développé a I’Institut Pasteur de Paris. Il s’agit d’une protéine MSP-119 produite par baculovirus.
D’autres vaccins contre les stades asexués érythrocytaires comprennent les antigénes AMAL,
GLURP, HRP- 1, MSP1, MSP2, MSP3, RAP- 2, RESA, SERA ou PfEMP1 [67].

Des mécanismes multiples qui pourraient induire une immunité protectrice ont été identifiés,
comme les anticorps qui agissent réciproquement avec les récepteurs superficiels des érythrocytes
et interdisent leur invasion par les mérozoites, les anticorps qui aident a détruire les parasites intra-
érythrocytaires par les monocytes, anticorps directement dirigés contre les antigénes de surface des
mérozoites qui obtiennent une agglutination des mérozoites libres et facilitent leur phagocytose, ou
les anticorps qui empéchent l'attache d'érythrocytes infectés a I’endothélium vasculaire, pour ne pas
mentionner des cytokines comme I'lFN-a, Le TNF-a ou IL-12, qui peuvent obtenir par médiation
la mise a mort du parasite. Le défi majeur rencontré par les vaccins qui ont pour but de répondre a
ce type de questions est le haut polymorphisme et la variabilité des antigénes du mérozoite [68].
Des chercheurs s’intéressent de plus prées au stade érythrocytaire asexué du parasite de la malaria,
qui cause la maladie clinique. L'immunité des stades érythrocytaires est pensée pour étre obtenue
par médiation par des anticorps qui bloguent I'invasion, opsonisent les érythrocytes infectés ou les
réponses a médiation cellulaire qui éliminent les parasites via une sur-régulation de médiateurs
inflammatoires. 1ls sont particulierement intéressés par le réle que les lymphocytes T CD4 naturels
ou induits par le vaccin jouent dans I'immunité & mediation cellulaire. 1ls ont utilisé des modeéles de
rongeurs pour comprendre les réactions immunitaires a l'infection et la pathologie induite par le
stade érythrocytaire du parasite. Leurs premieres études de souris immunisées avec deux des vaccins
candidats principaux, MSP1-19 et AMA-1, ont démontré que les cellules T CD4 + sont certainement
critiques pour I'induction d'une immunité agissant comme un effecteur (anticorps indépendant) et/ou

comme des cellules helper (anticorps dépendant)
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3.2.1.3.Les vaccins ciblant le stade sexué du parasite

La réaction immunitaire aux stades sexués dépend du transfert de I'anticorps de I'h6te chez le
moustique pendant le repas sanguin. L'anticorps humain neutralise alors les stades sexuels avant
qu'il n’ait I’opportunité de mirir et de se développer en sporozoite [66].

Des vaccins contre le stade sexué visent a prévenir la transmission par des anticorps pouvant bloguer
le développement du parasite chez le vecteur. Les récipiendaires de ces vaccins seraient des
populations vivant dans des zones de faible transmission. Ce type de vaccin serait utile en
combinaison avec des vaccins ciblant d’autres stades de développement du parasite. Les antigénes

susceptibles de susciter la production d’anticorps bloquant la transmission comprennent Pfs230,

Pfs48/ 45, Pfs27/ 25, Pfs28, Pfs25 et Pfs16 [67].

3.2.2. Développement clinique d'un vaccin antipaludique

Le développement clinique d’un vaccin suit une série logique d’évaluations liées les unes aux autres
dans un processus itératif qui vise a définir les caractéristiques du produit en termes de tolérance,
de réponse immunitaire induite, de schéma de vaccination et d’efficacité. Au terme du
développement clinique, le candidat vaccin antipaludique devient un vaccin aux indications
précises. Le développement clinique intervient suite aux études sur le modeéle animal et représente
un parcours de combattant jalonné d’essais cliniques chez I’homme.

Les modé¢les animaux ne peuvent reproduire de fagon satisfaisante 1’infection a P. falciparum, ni la
réponse immune qu’induirait un vaccin chez I'nomme [69]. Les conclusions de ces essais ne peuvent
étre extrapolées a I’homme de facon fiable. Il est impératif que le candidat vaccin antipaludique soit
testé sur les sujets a risque de paludisme vivant en zone d’endémie, et qui aussi bénéficieraient le
plus du vaccin. Dans le cas des vaccins des stades sanguins asexués, les essais d’efficacité a petite
échelle, conduits en zone de forte incidence du paludisme apparaissent comme le chemin le plus
court dans le développement clinique pour arriver a un produit fini et commercialisable [70 ; 71].
Ces essais en zone d’endémie exigent qu’ils y existent des sites capables de les conduire. Les
candidats vaccins antipaludiques doivent étre rigoureusement évalués. Les études sur I'efficacité et
les effets secondaires interviennent avant et apres la mise sur le marché du vaccin pour usage. Les
évaluations avant la mise sur le marché (“prelicensing vaccine trials") comportent classiquement 3

phases :
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3.2.2.1. Les essais de Phase |

Ils correspondent a la premicre administration du candidat vaccin chez ’homme. Ces essais
évaluent la tolérance et I’immunogénicité du candidat vaccin. Le nombre de volontaires est réduit :
environ (n=10-120) personnes, d’abord chez les adultes puis chez les enfants. En phase I on peut
aussi tester différentes doses et différents schémas de vaccination. Les essais en phase | portant sur
des participants non exposes au paludisme ont été dénommeés essais de phase la et ceux chez les
participants vivant en zone d'endémie et naturellement exposés au paludisme ont été dénommeés

essai de phase Ib.

3.2.2.2. Lesessais de Phase Il

Le but de ces essais est d’établir la preuve de la protection conférée par le candidat vaccin. Un
effectif plus important est inclus (n=200-600) ; cette phase évalue 1’efficacité, I’immunogénicité et
continue d’évaluer la tolérance du vaccin. On distingue les essais de phase 2a, ou la protection est
évaluée suite a « un challenge artificiel » ; ¢’est-a-dire a une épreuve d’infection expérimentale des
participants. Les essais de phase 2b portent sur les populations réellement a risque et exposees a
I’inoculum parasitaire naturel.

Dans le processus du développement clinique, la décision critique de poursuivre le développement

du vaccin, est pris suite aux résultats obtenus en phase II.

3.2.2.3.  Lesessais de Phase 111

IIs confirment I’efficacité du candidat vaccin qui a donné ses preuves en phase II. Ces essais portent
sur un grand échantillon (n=1200-15000) Les critéres de jugement peuvent comprendre la mortalité
liée au paludisme ou I’incidence des formes graves et compliquées. La phase Il permet aussi
d'évaluer le niveau et la durée de protection, I'importance des effets secondaires dans une plus large
population. Les résultats de phase III sont critiques pour 1’obtention de 1’autorisation de mise sur le
marché.

3.2.2.4.  Lesessais de phase IV

Ces essais comportent les évaluations apres la mise sur le marché ("post-licensing monitoring™) du
vaccin. Il s’agit non seulement de I'évaluation continue de l'efficacité du vaccin, mais aussi de
I'amélioration des pratiques vaccinales et de la détection des effets secondaires rares. Ils visent a
améliorer le mode d'administration, a réduire au maximum les doses, a mettre au point un systeme
de chaine de froid pratique surtout pour les pays chauds, a rechercher d’autres indications sur le

terrain, a mettre au point les grandes lignes opérationnelles pour la conduite des programmes de
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vaccinations sur le terrain (formation des agents ou des equipes mobiles, instruments utilisés,
surveillance et évaluation des programmes de vaccination; améliorer et rationaliser la gestion,

extension des zones d'intervention) [72].

3.3. Le PfSPZ Challenge de Sanaria

Une des souches fabriquées par Sanaria Inc. est PfSPZ Challenge NF54. PfSPZ Challenge contient
PfSPZ entierement infectieuse purifiée a partir des glandes salivaires de moustiques Anophéles
stephensi élevés dans des conditions d'asepsie. Les PfSPZ infectieuses sont formulées dans un
cryoprotecteur afin de maintenir leur efficacité pendant une période prolongée. Sanaria® PfSPZ
Challenge (NF54) est sensible a la chloroquine, a la PYR, a I'atovaquone, a l'artésunate, mais pas a
la méfloquine.

A T’exclusion des symptomes du paludisme causés par la parasitémie pouvant découler de
I’injection de PfSPZ non atténuée, PfSPZ Challenge ainsi que d’autres produits a base de PfSPZ
n’ont pas provoqué de signes ni de symptdmes indésirables, apparemment en raison de la faible
réactogénicité du produit purifié. PfSPZ et la nature asymptomatique de I’infection au stade
hépatique. Apreés l'injection parentérale de n'importe quel vaccin, les réactions locales possibles
incluent une douleur transitoire, un gonflement, un érythéme, une induration, une limitation du
mouvement des membres, une adénopathie ou un prurit au site d'injection. L'administration d'un
vaccin peut également provoquer des réactions systémiques telles que fiévre, frissons, maux de téte,
fatigue, malaises, myalgie et douleurs articulaires, certaines réactions étant modérées ou severes.
Cependant, a I'exception de réactions locales légeéres et transitoires (site d'administration), ces effets
indésirables restent théoriques en ce qui concerne les produits a base de PfSPZ, qui semblent
remarquablement bien tolérés. De méme, aucune anomalie de laboratoire n’a été clairement mise
en évidence avec 1’administration de PfSPZ, bien que dans certaines études, une baisse transitoire
du nombre de lymphocytes périphériques ait été documentée, probablement du fait de la
marginalisation, de la diapédese dans les tissus interstitiels et éventuellement de la migration de

cellules mononuclées vers les organes centraux tels que le foie, en réponse au stimulus antigénique.

3.4.  Produit controle
La SS isotonique stérile (0,9%) a été achetée aux Etats-Unis et expédiée au Mali a la température
ambiante. Comme le produit, la SS est un liquide clair, ce qui le rend impossible a distinguer du

produit a 1’étude lorsqu’il est placé dans une seringue. SS a été utilisée comme placebo plutdt que
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comme vaccin comparatif, car il n’existe actuellement aucun vaccin homologué sous forme de

formulation 1V

3.5. LaPyriméthamine

La PYR avec des sulfamides était un médicament de choix pour le traitement et la prophylaxie du
paludisme pendant des décennies, car il était sans danger, bien toléré, abordable et tres efficace.
Cependant, en raison de la résistance généralisée, les combinaisons PYR et PYR sont devenues
désavantagées pour un usage clinique. Depuis les années 50, PYR est approuvé par la FDA pour le
traitement aigu et la chimioprophylaxie du paludisme dd a des souches de plasmodies sensibles. Si
les circonstances se présentent, PYR peut étre utilisé seul pour le paludisme aigu a 50 mg par voie
orale pendant deux jours. Il a été démontré que PYR possédait a la fois une activité schizonticide
tissulaire (c'est-a-dire spécifique au stade hépatique) et une activité schizonticide du sang contre le
parasite du paludisme in vitro et in vivo).

La PYR, en association avec la sulfadoxine, est également utilisée & des fins de prophylaxie chez
les populations vulnérables dans les pays d'endémie. Selon les recommandations de 'OMS, les
femmes enceintes recoivent un TPIp, le schéma thérapeutique recommandé est une fois par mois et
la dose pour adulte contient 75 mg de PYR [84]. En outre, la PYR peut étre utilisé pour le traitement
de la toxoplasmose a des doses plus élevées que celles utilisées pour le traitement du paludisme ou
la chimioprophylaxie (75-100 mg par jour) et pendant une période prolongée (de quelques semaines
a plusieurs mois), généralement en association avec la sulfadoxine et I'acide folinique. Avec les
doses de PYR utilisées pour le traitement de la toxoplasmose, des effets indésirables tels que
I'anorexie et les vomissements peuvent se produire, mais peuvent étre minimisés en administrant le
médicament au cours des repas. Dans cette étude, nous prévoyons d’utiliser une dose plus élevée
de PYR, 75 mg par voie orale, un ou deux jours par mois. Cette dose est similaire aux doses de
chimioprophylaxie utilisées dans le traitement du TPI. L'administration de 75 mg de PYR pendant
deux jours consécutifs uniquement est similaire aux dosages de PYR utilisés dans le traitement de
la toxoplasmose, mais pour une période de temps significativement plus courte. La notice actuelle
approuveée [79]

La pyriméthamine est généralement bien tolérée. L’administration prolongée peut causer une
dépression de 1’hématopoicse due a une interférence avec le métabolisme de 1’acide folique. Des
éruptions cutanées et une réaction d’hypersensibilité peuvent se produire. A forte dose, on peut

observer des troubles gastro-intestinaux tels que douleur abdominale et vomissement ; des effets
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hématologiques comme anémie megaloblastique, leucopénie, thrombocytopénie et pancytopénie et
des troubles du systeme nerveux central tels que céphalées et vertiges. En cas de surdosage, la
pyriméthamine peut causer des effets gastro-intestinaux et une stimulation du systéme nerveux
central avec vomissement, excitabilité et convulsions. Tachycardie, dépression respiratoire,

collapsus circulatoire et la mort peut survenir [80]
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4, METHODOLOGIE :
4.1 Site d’étude

4.1.1 Lieu d’étude :
L’étude a été conduite au centre John R. Lamontagne Malaria Research Center de Bancoumana, un
village Malien par le Malaria Research &Training Center (MRTC) de I’Université des Sciences

Techniques et Technologies de Bamako.

4.1.2 Historique de Bancoumana :
A T’instar des autres Communes du Mali, celle de Bancoumana est créee par la loi n°096-059 du
04/04/1996 portant création des communes au Mali.
A dominance malinké, la commune rurale de Bancoumana est le fruit de I’union de trois secteurs :
v" le Sendougou avec comme pdle d’attraction Bancoumana
v le Finadougou regroupé au tour de Kéniéroba
v" le Balaouléna et Kanibaoulena regroupé au tour de Djiguidala.
Elle est composée de 14 villages que sont : Bancoumana (chef-lieu de commune), Kollé,
Niaganabougou, Nankilabougou, Kéniéroba, Ticko, Ouoronina, Samako, Missira, Tema,
Niamé, Gonsolo, Djiguidala et Madina.
4.1.3 Situation géographique, climat et végétation :
Située a 60 Km de Bamako en zone soudano-guinéenne.
La principale formation végétale est une savane arborée (25% du terroir) avec quelques galeries
forestiéres le long du fleuve Niger. On y distingue :
- (i) une strate arborée avec les espéces telles que Bombax costatum (kapokier),
Vitellaria paradoxa C.F. Gaertn. (Karité), Parkia biglobosa Jacq. (Néré), Tamarindus indica L.
(tamarinier), Manguifera indica L. (manguier) ;
- (i) une strate arbustive composée de Combretum micranthum G. Don (kinkeéliba) ;
Guiera senegalensis JF.Gmel (kundie en bambara), Cassia sieberiana DC (case de sieber, sindja
(Pular));
- (i) une strate herbacée ou savane de graminées dont Cymbopogon giganteus
(Tiekala), Pennisetum pedicellatum Trin et Andropogon sp ; et
- (iv) une galerie forestiere caractéristique de la savane guinéenne se forme le long du fleuve Niger.

Le réseau hydrographique est domine par le fleuve Niger.
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La couverture vegétale originale rencontrée sous un climat soudano-guinéen marque la transition
entre la savane arborée et la forét claire guinéenne. Ce type de végétation existe encore a 1’état
délictuel au niveau des bois sacrés et le long du fleuve Niger. Les feux de brousse, I’exploitation du
bois de chauffage, les défrichements nécessaires aux cultures ont profondément dégradé cette
végétation, devenant propice a I’implantation des moustiques.

La faune entomologique est constituée d’invertébrés et d’arthropodes. Anopheles gambiae sl et
A funestus abondent dans les villages ou ils assurent la transmission du paludisme et de la filariose
de Bancroft surtout en saison des pluies.

Les simulies transmettent 1’onchocercose durant I’hivernage tandis que les glossines (mouche tsé-
tsé) transmettent la maladie du sommeil. Anopheles gambiae est le vecteur majeur du paludisme
rencontré dans la zone d’étude. Le climat est chaud avec des températures journaliéres variant entre
19°C et 40°C. Les précipitations annuelles varient entre 600 mm & 1200 mm et surviennent de Juin
a Octobre.

Les activités socio-économiques dominantes dans la commune rurale de Bancoumana sont
marquées par 1’agriculture, 1’élevage, la péche, I’artisanat, le commerce, la cueillette des fruits et
I’orpaillage.

L’agriculture constitue la principale activité économique des populations. La plaine de Bancoumana
est propice aux cultures vivrieres et industrielles. Aux abords du village, dans les retenues d’eau
(deux digues), la culture du riz (Oryza sativa L., O. glaberrima S.) est tres développée, ainsi que
d’autres produits maraichers constituent d’importantes ressources de revenu pour la population. La
taille des exploitations est tres variable et dépend de la capacité de travail potentiel de la famille
ainsi que du patrimoine foncier.

L’élevage des ovins, des caprins et des bovins y est pratiqué comme une activité économique
secondaire. On y retrouve aussi quelques équidés (anes et chevaux) utilisés comme animaux de trait.
La plupart des villageois thésaurisent leurs revenus dans I’élevage et dans les cultures industrielles.
La péche est également pratiquée par les ethnies Bozo et Somono principalement dans les villages
de Fourda et de Bozokin. L’artisanat local est peu développé (cordonnerie, forgerie, magonnerie,
poterie).

En dehors de la commercialisation des produits agricoles ; le commerce des produits de

consommation courante y est pratiqué.
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L’islam représente la religion la plus dominante avec 95% d’adeptes. Cependant, les religions
traditionnelles y sont également pratiquees.

Beaucoup d’essais cliniques aussi bien que des études épidémiologiques et entomologiques ont été
conduits & Bancoumana (M. Diallo et al. 2008 ; Dolo et al. 2003 ; Sagara et al. 2009).
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Figure 6: Carte montrant le site d’étude, Bancoumana, Mali (Source : Institut

Géographique du Mali ; IGM).

4.2 Période d’étude
Notre étude s’est déroulée de juin 2019 a Aout 2020.
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4.3 Population d’étude :

La population d’étude était composée d’adultes (d’hommes et de femmes non enceintes) en bonne
santé, agés de 18 a 50 ans de Bancoumana et environnants.
4.4 Type d’étude
Essai clinique randomise en double aveugle et contr6lé par placebo en phase I/11.
4.5 Les produits de I’étude :

1- Vaccin challenge Sanaria PfSPZ Cvac
Le vaccin PfSPZ contient des sporozoites NF54 Pf aseptiques, purifiés, cryoconservés et atténués
par les radiations (PfSPZ) et mis en flacon. Il est produit par Sanaria Inc. Ce vaccin PfSPZ a été
fabriqué conformément aux regles de bonnes pratiques de fabrication (BPF) (21 Code of Federal
Regulations [CFR] 21). Diluant PBS et HSA

Le diluant du vaccin PfSPZ était composé de solution saline tamponnée au phosphate (PBS) et de
sérum-albumine humaine (HSA). Des flacons de PBS et de HSA stériles ont été expédiés au Mali,
MRTC, Point G ou le diluant composé de PBS et de HSA a été préparé conformément a la procédure
fournie par Sanaria Inc immédiatement avant 1’administration en intra veineuse directe. Une dose

de 4.10° du vaccin avec un volume 0,5 ml été administrée a chacune des vaccinations.
2- La solution Saline Normale

Le sérum physiologique isotonique stérile (0,9%) a été acheté aux Etats-Unis et expédié au Mali a
température ambiante. Comme le produit vaccinal, le sérum physiologique est un liquide clair, ce
qui le rend indiscernable lorsqu'il est aspiré dans une seringue. Etant donné qu’il n'existait aucun
vaccin homologué disponible sous forme de formulation IV, nous avons utilisé le sérum
physiologique comme placebo, plutdt qu’un vaccin de comparaison. Le méme volume de 0,5 ml de

solution saline normale a été utilisé a chacune des vaccinations.
3- Artéméther Luméfantrine

L'artéméther-luméfantrine utilisé dans cette étude a été acheté dans le commerce au Mali, une

pharmacie agréée et utilisé conformément a I'étiquette de I'emballage.
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4.5 Conception de I’étude :

Nous avons souhaité tester deux régimes de chimioprophylaxie & savoir la pyriméthamine
administrée au jour zéro et aux jours deux et trois apres la vaccination. Les volontaires éligibles ont
été donc randomisés en quatre bras comme suit :

Bras PfSPZ-Cvac : Bras 1b et 2b : Bras 1b : PfSPZ Challenge & 4.10° PfSPZ et de PYR 75mg
(jour O apres PfSPZ en IVD)

Bras 2b : PfSPZ Challenge & 4.10° PfSPZ et la PYR 75mg les jours 2 et 3 aprés I’'IVD.

Bras contrdle placebo : Bras 4a/4b :

Bras 4a : La SS isotonique stérile (0,9%) et (PYR 75mg au jour 0)

Bras 4b : La SS isotonique stérile (0,9%) et (PYR 75mg les jours 2 et 3).

Tous les bras ont recu un traitement complet d’artéméther luméfantrine 2 semaines avant les

vaccinations 1, 3 et 4 (dose de rappel) pour nettoyer toute parasitémie résiduelle éventuelle.

Plan de randomisation

Le statisticien générera des identifiants d'étude et les fournira a 1’équipe pendant les procédures de
dépistage le groupe s'étendra du CV-19-101X au CV-19-550Y;

Ensuite le statisticien créera et enverra également une liste de randomisation ouverte au
pharmacien uniquement par courrier sécurisé.

L'équipe clinique remplira les identifiants d'étude des volontaires éligibles pour participer a
I'étude, cette affectation sera séquentielle, du plus petit au plus grand nombre et transmettra cette
liste au pharmacien; Le pharmacien attribuera le bras d'étude a chaque ID (identifiant) d'étude.
Les identifiants d'étude seront classés séquentiellement du plus petit au plus grand nombre.
L'équipe de la pharmacie transmettra la liste d'assignation des bras en aveugle a I’équipe clinique.
Le pharmacien enverra la liste compléte au statisticien via e-mail sécurisé pour vérification et
tenue de registres. Le statisticien va vérifier et documenter les affectations d'ID d'étude avant
I'administration de tout médicament de I'étude (PYR, ou PfSPZ Challenge). AL (Artemether-

Lumefentrine) peut &tre administré avant cette vérification.

45.1 Vaccination

Le calendrier de vaccination était un schéma d’administration a 0, 4 et 8 semaines avec une dose de

rappel administrée une année plus tard.
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Calendrier de Vaccination

Les vaccinations ont été administrées aux dates ci-apres :

Jour DATE
Vaccination #1 Jo Juillet-Aout 2019
Vaccination #2 J28 Aout-Sep 2019
Vaccination #3 J56 Septembre 2019
Vaccination #4 — Dose de rappel J356 Juillet - Aout 2020

4.5.2 Critéres d’inclusion et de non-inclusion
4.5.2.1 Critéres d’inclusion
Tous les critéres suivants ont été remplis pour qu'un volontaire participe a cet essai :

Age > 18 et <50 ans avec 1’accord du volontaire

Résident de Bancoumana ou environnants (capable de fournir une piéce d'identité ou une

preuve a la satisfaction du clinicien de I'étude qui fait le processus d’enrdlement)
Etat de bonne santé générale et sans antécédents medicaux de maladie chronique
Acceptation de participation du volontaire attesté par la signature d’un consentement éclairé

individuel

» Disposé a conserver des échantillons de sang pour des recherches futures
» Disponible pour la durée de I'étude

» Les femmes en age de procréer doivent étre sous une contraception fiable 21 jours avant la
premiere injection de PfSPZ Challenge injection jusqu’a 4 mois aprés la derniére exposition
au PfSPZ Challenge.

» Les femmes qui ne sont pas en age de procréer avaient également indiqué la date de leurs
dernieres regles, ou signalé des antécédents de stérilité chirurgicale (ligature des trompes,
hystérectomie) ou une insuffisance ovarienne prématurée. Dans tous les cas un test de

grossesse urinaire ou au serum a été effectué avant chacune des vaccinations.
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4.5.2.2 Critéres de non- inclusion
N’ont pas ¢été inclus dans cette étude tous les volontaires qui avaient les critéres suivants :

» La personne n’ayant pas donné son consentement

» Grossesse, déterminée par un test positif de choriogonadotropine humaine (B-hCG) dans les

urines ou le sérum humain. La grossesse etait également un critére d’arrét de participation
» Allaitement en cours

» Maladie comportementale, cognitive ou psychiatrique qui, de lI'avis de I'investigateur, affecte
la capacité du participant & comprendre le protocole de I'étude et a s'y conformer.

» Hémoglobine, WBC, neutrophiles absolus et plaquettes en dehors des limites de la normale
définies par le laboratoire (les volontaires peuvent étre inclus a la discrétion de 1I’enquéteur

pour les valeurs considérées cliniguement non significatives)

» Alanine transaminase (ALT) ou taux de créatinine (Cr) supérieurs a la limite supérieure de la
normale définie par le laboratoire (les volontaires peuvent étre inclus a la discrétion de

I’enquéteur pour les valeurs considérées cliniquement non significatives)

» Infection par le virus de I'immunodéficience humaine (VIH), le virus de I'népatite C (VHC)
ou I'hépatite B (VHB).

» Antécédent de drépanocytose connu ou documenté.
» Electrocardiogramme (ECG) anormal cliniquement significatif et ou QTc > 450ms

» Risque modéré ou élevé de coronaropathie selon I'évaluation du risque cardiovasculaire
NHANES I (Annexe C)

» Preuve d'une maladie neurologique, cardiaque, pulmonaire, hépatique, endocrinienne,
rhumatologique, auto-immune, hématologique, oncologique ou rénale cliniguement
significative par des antécédents, un examen physique et / ou des études de laboratoire

comprenant une analyse d'urine

» Antécédents de réception d'un autre produit de recherche au cours des 30 derniers jours
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» Participation ou projet de participation a un essai clinique avec un produit expérimental avant

la fin de cette étude

» Problemes médicaux, professionnels ou familiaux liés a la consommation d'alcool ou de

drogues illicites au cours des 12 derniers mois.
» Antécédents de réaction allergique grave ou d'anaphylactique

» Asthme seévere (défini comme un asthme instable ou nécessitant des soins d’urgence, une
hospitalisation ou une intubation au cours des 2 derniéres années ou ayant necessité
I'utilisation de corticostéroides oraux ou parentéraux a un moment quelconque au cours des

2 dernieres années)

» Maladies préexistantes auto-immunes ou a médiation anticorps, y compris mais sans s'y limiter
- lupus érythémateux disséming, polyarthrite rhumatoide, sclérose en plaques, syndrome de

Sjogren ou thrombocytopénie auto-immune.
» Syndrome d'immunodéficience connue
» Asplénie connue ou asplénie fonctionnelle
» Utilisation de :

m Corticostéroides oraux ou intraveineux chroniques (> 14 jours) (sauf topiques ou nasales) a des
doses immunosuppressives (c'est-a-dire, la prednisone> 10 mg / jour) ou des médicaments
immunosuppresseurs dans les 30 jours suivant la vaccination

m Antipaludiques, par exemple artéméther, artéméther-luméfantrine, artésunate, artésunate-
amodiaquine, autres que ceux prescrits par l'investigateur dans le cadre des procédures de I'étude
dans les 14 jours précédant la premiere dose de vaccin

m Antibiotiques systémiques ayant une activité antipaludique connue tels que le triméthoprime-
sulfaméthoxazole, la doxycycline, la tetracycline, la clindamycine, [I'‘érythromycine, la
ciprofloxacine ou l'azithromycine dans les 5 demi-vies du médicament avant la premiére dose de

vaccin.
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» Réception d'un vaccin vivant au cours des 4 dernieres semaines ou d'un vaccin atténué au cours
des 2 dernieres semaines précédant la premiere vaccination et toutes les autres vaccinations a venir

au cours de I’étude.
» Réception d'immunoglobulines et / ou de produits sanguins au cours des 6 derniers mois

» Réception d'un vaccin expérimental contre le paludisme contre I'infectiosité au cours des 2

derniéres années

» Allergies ou contre-indications connues contre : PYR, AINS, artéméther, luméfantrine ou
toute autre (s) condition (s) qui, de I'avis de l'investigateur, mettrait en péril la sécurité ou
les droits d'un participant ou qui entraverait I'évaluation des objectifs de I'étude ou rendrait

le volontaire incapable de se conformer au protocole.

45.3 Lesvariables Mesurées :

4.5.3.1 Variables Cliniques :
Les signes vitaux, les réactions au site d’injection, les réactions systémiques cliniques et tout
autre symptémes ou signes cliniques sollicités ou non étaient enregistrés durant tout le suivi.
Une observation de 30 minutes du volontaire apres chaque administration intra veineuse de
vaccin était mise en place pour détecter et prendre en charge toute réaction immédiate en

particulier le choc anaphylactique.

4.5.3.2 Les variables biologiques
Les parameétres hématologiques (globules blancs, les plaquettes, les neutrophiles et
I’hémoglobine) étaient déterminés de méme qu’une exploration de la fonction hépatique a
travers la détermination de I’alanine amino-transférase et la fonction rénale par mesure de
la créatinine sérique. Les tests du VIH et de I’hépatite B et C étaient aussi effectués lors du
dépistage seulement pour déterminer 1’¢ligibilité du volontaire. De méme, un test de

grossesse sur urine ou sérum était effectué au dépistage et avant chacune des vaccinations.

Une recherche de toute parasitémie pré patente a partir du jour 6 post injection du vaccin était
entreprise jusqu’au jour 12. Aussi, la recherche d’infection a Plasmodium falciparum 2

semaine apres les vaccinations 3 et 4 sur une péeriode de 24 semaines a éeté effectuee.

Les Criteres de jugement
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Nous avons évalué la tolérance par I’incidence, la sévérité et la relation de causalit¢ des

évenements indésirables avec les procédures de 1’étude.

L’infection par les formes sanguines de Plasmodium falciparum était définie comme étant la
détection d’au moins deux parasites sur une microscopie de 0,5 micro-litre de sang par deux

biologistes qualifies et indépendants.

Seuls les évenements indésirables sollicités dans les 14 jours apres les vaccinations sont

analyses pour décrire la tolérance.

4.5.4 Déroulement et procédures de I’étude

La permission communautaire a été demandée et obtenue aupres des notables des notables au cours
d’une rencontre explicative des objectifs et des procédures de 1’étude.

4.5.4.1 Consentement

Un consentement éclairé individuel a été obtenu pour chaque volontaire avant I’initiation de toute
procédure de 1’étude. Les volontaires non lettrés étaient assistés par un témoin lettré indépendant.
4.5.4.2 Le dépistage

Aprés I’obtention du consentement, les volontaires étaient orientés vers les salles cliniques puis le
laboratoire clinique pour les examens cliniques et biologiques. Les volontaires ne sont enr6lés

qu’apres satisfactions aux criteres d’inclusion et de non-inclusion cités ci-dessus.

4.5.4.3 Circuit du participant durant les vaccinations

e Poste d’identification : Un guide local et un investigateur assurait 1’indentification des
volontaires en utilisant le registre de recensement général de la population établi par le
MRTC. Dans ce systeme de recensement, un numéro d’identification unique était attribué a
chaque habitant.

e Poste clinique : Les cliniciens étaient des médecins qui assuraient 1’obtention du
consentement, les examens cliniques et 1’évaluation des évenements indésirables tout le long
de I’étude. Chaque fois que cela était programmé ou indiqué, les medecins orientaient les
participants vers le laboratoire clinique qui est en outre certifié par CAP (College of
American Pathologists) pour effectuer les explorations biologiques.

e Poste de prelevement : Tenu par les biologistes et des internes, dont 1’un s’occupait de

I’étiquetage des tubes SST, HEPARINE et EDTA sur lesquels étaient inscrits : le numéro
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d’identification du participant, la date et I’heure du prélévement, le jour de visite et les
initiales du technicien. Certains étaient chargés du prélevement du sang veineux, la
confection de lames et de confettis. Les spécimens étaient chargés sur un portoir approprié
ensuite transportés dans la salle d’analyse clinique dans un panier réservé a cet effet, les
lames de goutte épaisse étaient transportées dans le portoir lame pour la coloration et les
confettis €taient arrangés le soir dans des enveloppes A4. Un échantillon d’urine était
collecté pour chaque volontaire pour 1’appréciation de 1’hématurie et de la protéinurie, le
test de grossesse pour les volontaires de sexe féminin.

e La réception : Tous les échantillons étaient enregistrés a leur réception sur la fiche de
réception d’échantillons. Les données a enregistrer étaient : le numéro d’étude du volontaire,
la date et I’heure du prélévement, la date et I’heure de la réception ainsi que les initiales du
technicien. Chaque échantillon devait répondre a certaines normes - Respect du délai entre
le prélevement et la réception pour les tubes SST et HEPARINE.

La centrifugation, les tests hématologiques sur ABX 60 et biochimiques sur Pentra C 200 ont été
effectués dans le laboratoire sur le site. Le participant était ensuite orienté chez le principal
investigateur ou le coordinateur clinique pour vérifier 1’éligibilité pour la vaccination. Une fois,
1’¢ligibilité confirmée, le volontaire était orienté vers la salle de vaccination.

Les volontaires se présentaient avec leur badge sur lequel est indiqué le numéro d’étude du

participant, la photo d’identité et le nom et prénom du volontaire.

e Postes de vaccination :

Deux vaccinateurs par salle de vaccination étaient requis pour cette étude. Les vaccinateurs contre

vérifiaient I’identité de chaque volontaire avant I’administration du vaccin.
e Poste de préparation du Vaccin

Quatre pharmaciens assuraient la préparation du vaccin dans la pharmacie séparée des salles de
vaccination par hublots avec des fenétres glissables. En outre les pharmaciens de 1’étude disposaient
t de la liste de randomisation pour attribuer le produit convenable pour chaque bras de vaccin
séquentiellement en fonction de I’ordre d’enrdlement du participant.
-Observation clinique poste-vaccinale : Aprés chaque vaccination le participant était observe
pendant 30 minutes dans une salle de réanimation médicalement équipée pour 1’évaluation des

réactions locales et générales notamment les signes vitaux, et la recherche de choc anaphylactique
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éventuel.

Les volontaires retournaient aux postes cliniques pour une évaluation générale avant de quitter le
centre.

Définitions opérationnelles :

Evénement indésirable : Un événement indésirable est tout événement médical indésirable ou
défavorable chez un sujet humain, qui comprend tout signe anormal (par exemple, 1I’examen
physique anormal ou la constatation de laboratoire), le symptdme ou la maladie temporellement
associée a la participation du sujet dans la recherche, que cela soit considéré ou pas comme lié a la

recherche.

Un événement indésirable sollicité : Un événement indésirable sollicité est défini comme un

événement prédéfini, qui est attendu, lié a I'intervention expérimentale.

Un événement indésirable non sollicité : Un événement indésirable est dit non sollicité s’il n’a

pas eté prédéfini, qui n’est pas attendu, lié a l'intervention expérimentale.

Evénement indésirable inattendu

Un effet indésirable est considéré comme inattendu s’il ne figure pas dans la brochure ou la notice
du chercheur (pour les produits commercialisés) ou si sa spécificité ou sa gravité ne sont pas

répertoriées.

Eveénement indésirable grave :
Un événement indésirable grave (EIG) est défini comme un EI qui correspond, résulte dans 1’un des

résultats suivants :
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Déces
Menace de mort (par exemple, une menace immédiate pour la vie)

Hospitalisation ou prolongation d’une hospitalisation existante

DN N NN

Incapacité persistante ou importante ou une perturbation importante de la
capacité de mener des fonctions normales de la vie

v" Anomalie / malformation congénitale

v Evénement médicalement important

455 Techniques de laboratoire utilisées

4.5.5.1 Définition de ’accés palustre simple

Le paludisme simple a été défini par la présence de formes asexuées de Plasmodium dans le sang,
associees a un ou plusieurs symptémes suivants : fievre, les frissons, céphalées, vomissements,
courbature, douleur abdominale, diarrhée.

4.5.5.2 Diagnostique biologique du paludisme
A. La goutte épaisse calibrée (GE)

Principe
C’est une technique de micro-concentration de sang sur lame avec deux rectangles de 1 cm x 2 cm.

Placez 10 pL de sang sur la lame au milieu de I'un des rectangles et répandez le sang.

Utiliser la pointe ou le coin d'une autre lame pour répandre le sang afin de remplir
uniformément la zone rectangulaire. (Evitez de créer des bulles)

Transférer 10 puL de sang dans la deuxiéme zone rectangulaire de la lame et répéter les
étapes.

Sécher les lames sur un bloc chauffant a 37 ° C ou un chauffe-lames pendant 15 minutes

. L’examen au microscope optique a 1’objectif a immersion de 1’étalement coloré au

Giemsa permet de mettre en évidence la présence des plasmodies.

4.6 Suivi

Participant ID

01 Jan 2019

Les volontaires étaient vus aux jours 1, 3, 7 et 14 apres chaque vaccination puis une fois
par mois. La recherche de parasites résurgent apres les vaccinations était entreprise tous les jours a
partir du jour 6 post injection jusqu’au jour 13. Au-dela de ces visites programmées, les participants

consultaient la clinique de 1’étude a chaque fois qu’ils présentaient des symptomes.
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4.7 Collecte, Traitement et Analyses des données :

Les données étaient recueillies sur des formulaires de report de cas électronique (FREC) dans une
base de données appelée DF explore. Les dossiers et les échantillons de produit biologique des
volontaires ne portaient pas leur nom. Ces données ont fait 1’objet d’un contrdle de qualité. Un
numéro d’étude avait été attribué a chaque volontaire. Les données ont été extraites et présentées
sur fichier Microsoft Excel 2013 puis analysées avec le logiciel SPSS 20.0. Le test du y? a été utilisé
chaque fois qu’il était applicable pour comparer les différentes tendances. A défaut, le test de Fisher
a été utilisé lorsque les conditions d’utilisation du  n’étaient pas respectées.

4.8 Considérations éthiques

Le protocole d’étude, le formulaire de consentement éclairé ont été soumis et approuvés par les

comités d’éthique du NIAID (19-1-N099), de la FMPOS (N02019/33/CE/FMPOS).

La permission communautaire a été obtenue auprés des leaders de la communauté ainsi que le

consentement individuel documenté libre et éclairé des volontaires.

Les affections diagnostiquées étaient traitées gratuitement et conformément aux normes et
procédures de prise en charge des maladies en vigueur au Mali.

Pour les cas du paludisme, la prise en charge a été assurée conformément aux directives du
programme National de Lutte contre le Paludisme. Pour le temps consacré a 1’étude, les participants

percevaient une compensation. Les volontaires étaient libres de se retirer de 1’étude a tout moment.
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RESULTATS

4. RESULTATS

La levée de I’insu n’a pas eu totalement lieu pour cette étude. Dans cette thése, la tolérance est jugée
pour chacun des régimes de pyriméthamine (bras de traitement). Nous ne disposons pas des données
brutes apres la levée de I’insu et donc les bras sont donc combinés pour chacun des régimes de
pyriméthamine (1b/4a = PYR au jour 0 (1b = vaccin, 4a = placébo et 2b/4b = PYR aux jours 2 et 3
(2b = vaccin, 4b= placébo). Néanmoins nous présentons aussi quelques graphiques de 1’analyse

préliminaire effectuée par la statisticienne de 1’étude.
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381 volontaires
dépistes

Volontaire enrblés
n=248

Volontaires non enrélés
n=133
[
Volontaires ayant recu au
moins une Vaccination n= 240

NS | NS

1
PfSPZ/PLACEBO + PYR Day 0 Retrait apres_';‘S"acc'”a“O” PfSPZ/PLACEBO + PYR Day 2 - 3
n= post injection

n=144

n=96

Volontaires ayant complété
I’étude n =215

Perdus de vue/retrait de
consentement au cours de
I’étude n =33

Figure 7: Diagramme de flux de participants.

A- CARACTERISTIQUES SOCIODEMOGRAPHIQUES DE LA POPULATION
D’ETUDE

Tableau I : Répartition des volontaires par bras de traitement et selon le sexe

PfSPZ/PLACEBO  PfSPZ/PLACEBO Total
Bras + +
Sexe PYR JO PYR J2- 3
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Féminin 46 (31,94%) 33 (34,37%) 79 (32,92%)
Masculin 98(68,06%) 63 (65,63%) 161 (67,08%)
Total 144(60%) 96 (40%) 240 (100%)
p=0,695

11 “y’avait une prédominance masculine dans notre cohorte (67,08%). La distribution des
participants selon le sexe était comparable dans les deux bras.

Tableau I1: Répartition des volontaires par bras de traitement et selon I’Age

PfSPZ/PLACEBO PfSPZ/PLACEBO Total
+ +
PYR JO PYR J2- 3
18-34 ans 71(49,31%) 41(42,71%) 112(46,67%)
35 ans et plus 73(50,69%) 55(57,29%) 128(53,33%)
Total 144(60%) 96 (40%) 240 (100%)

p=0,316

Les participants de 35 ans et plus étaient les plus représentés 53,33% (128/240) dans notre étude.
L’age moyen était de 34,51 ans avec un écart type= 9,998. La répartition des volontaires selon
I’age était comparable entre les différents bras.

A. TOLERANCE GENERALE

Tableau I11: Frequence des événements indésirables locaux en fonction des bras

BRAS PFSPZ/PLACEBO PfSPZ/PLACEBO Total
+ +
PYR JO PYR J2- 3
El locaux
(n=144) (n=96)
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Induration du site 0 0 0
injection

Limitation des 0 0 0
mouvements du

membre

(Edéme du site 0 0 0
d’injection

Douleur du site 4(2,77%) 3(3,12%) 7(2,91%)
d’injection

Prurit du site 0 0 0
d’injection

Total 4 (57,14) 3(42,86) 7(100)

Le seul événement indésirable local enregistré était la douleur du site d’injection avec une
fréquence de 2,91%. Les deux régimes de pyriméthamine étaient comparables avec

respectivement des fréquences de 2,78% et 3,12% pour le bras 1b/4a et 2b/4b.

Tableau IV: Fréquence des évenements indésirables au cours des 14 premiers jours apres les

3 doses vaccinales en fonction des bras.

PfSPZ/PLACEBO PfSPZ/PLACEBO TOTAL
+ +
R PYR JO PYR J2-J3
Evénements
Indésirables (n=144) (n=96)
Abces 1 0 1
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Anorexie 1 0 1
Arthralgie 3 0 3
Blessure 1 1 2
Blessure au membre 2 2 4
Blessure d’ceil 1 0 1
Candidose 0 1 1
Carie dentaire 10 0 10
Céphalées 25 21 46
Douleur 0 1 1
Douleur Abdominale 1 0 1
Douleur des
- 4 0 4
extrémités
Douleur du sein 1 0 1
Douleur du site de
- 0 1 1
préléevement du sang
Douleur lombaire 0 2 2
Douleur
1 6 7
Oropharyngée
Dysenterie 1 0 1
Fatigue 1 0 1
Fiéevre 0 1 1
Furoncle 0 2 2
Gastrite 5 3 8
Gastroentérite 3 0 3
Gastro-entérite
o 0 1 1
parasitaire
Grippe 3 1 4
Hypertension 1 0 1
Infection de ’oreille 0 2 2
Infection des voies
1 1 2

respiratoires
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Infection des voies

o 1 2
urinaires
Infection génitale 3 1 4
Infection uro-génitale 0 1 1
Injection site pain 4 2 6
Insomnie 4 0 4
Intoxication
alimentaire ' 0 '
Luxation
d’articulation 0 : !
Malaise 1 1 2
Myalgie 4 3 7
Nasopharyngite 1 0 1
Nausée 4 2 6
(Edéme du site
o 0 1 1
Injection
Otite moyenne aigue 1 0 1
Paludisme 6 3 9
Paronychie 4 0 4
Piqure d’insecte 2 0 2
Plaie 4 3 7
Rhinite 25 25 50
Rhinobronchites 2 0 2
Saignement Vaginal 0 1 1
Toux 2 2 4
Urticaire 2 0 2
Vertiges 0 4 4
Volvulus 1 0 1
Vomissement 1 0 1
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Augmentation Alanine

aminotransférase 4 0
(ALAT)
Augmentation de la

e 69 56
créatinine
Hyperleucocytose 1 1
Leucopénie 58 40
Neutropénie 45 21
Thrombocytopénie 1 0
Total 317 215

125

2
98
66
1
532

Khi-2=94,832 p=0,265

Sur les 532 événements indésirables enregistres au cours des 14 premiers jours apres les 3 doses

vaccinales 125 cas soit (125/532) 23,5% était une élévation de la créatinine sanguine. Nous n’avons

pas trouvé une différence entre les bras (p=0,265)

Tableau V: Fréquence des évenements indesirables survenus dans les 14 jours apres les

vaccinations selon la relation de causalité avec la pyriméthamine en fonction des bras

BRAS PfSPZ/PLACEBO PfSPZ/PLACEBO TOTAL
El + +
PYR JO PYR J2-3
(n=144) (n=96)
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Non Lié 191(60,25%) 116(53,95%) 307(57,71%)

Lié 126(39,75%) 99(46,05%) 225(42,29%)

ot 317(59,59%) 215(40,41%) 532(100%)
Ota

Khi-2=2,083 p=0,149
La fréquence des événements indésirables jugés liés a la pyriméthamine était de 42,29%. Les
deux bras sont comparables quant a la distribution de ces événements indésirables (p=0,149)

Tableau VI: Fréquence des évenements indésirables survenus dans les 14 jours suivant les

vaccinations selon les liens de causalités avec le challenge PfSPZ en fonction des bras

BRAS PfSPZ/PLACEBO PfSPZ/PLACEBO TOTAL
El + +
PYR JO PYR J2- 3
(n=144) (n=96)
Non Lié 134(42,27%) 81(37,67%) 215(40,41%)
Lie 183(57,73%) 134(62,32%) 317(59,59%)
317(59,59%) 215(40,41%) 532(100%)

Total
Khi-2=1,124  p=0,289

Dans I’ensemble, nous avons colligé 532 éveénements indésirables au cours des 14jours apres les 3
vaccinations de cet essai dont 59,59% ont été considérés comme liés au vaccin de 1’étude. Les deux
bras étaient comparables (p=0,289).

Tableau VII: Fréquence des événements indésirables selon le caractere Simple (El) et

Sérieux (EIS) enregistrés les 14 jours en fonction des bras

BRAS PfSPZ/PLACEBO PfSPZ/PLACEBO Total
+ +
£ PYR JO PYR J2-3
(n=144) (n=96)
El 316(99,68%) 215(100%) 531(99,81%)
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EIS 1(0,32%) 0 1(0,32%)

317(59,59%) 215 (40,41%) 532 (100%)
Total

Nous avons enregistré un seul événement indésirable grave et dans le bras de pyriméthamine Jour

0.

Tableau VI11: Fréquence des évenements indésirables enregistrés les 14 jours selon la nature

clinigue ou biologique en fonction des bras.

BRAS PfSPZ/PLACEBO PfSPZ/PLACEBO Total
+ +
- PYR JO PYR J2- 3
(n=144) (n=96)
Cliniques 139 (43,84%) 97 (45,12%) 236 (44,36%)
Biologiques 178 (56,15%) 118 (54,88%) 296 (55,64%)
ot 317 (59,59%) 215 (40,419%) 532 (100%)

Khi-2=0,83 p=0,773

Dans les 14 jours suivant les trois séries de vaccination, nous avons observé 532 Els dont la majorité
était biologique avec 55,64% des Cas. Il n’y’avait pas de différence statistiquement significative

selon la nature de 1I’événement (p=0,773).

Tableau IX: Fréquence des évenements indésirables enregistrés dans Is 14 jours suivant les

vaccinations par bras en fonction des grades de sévérité.

BRAS PfSPZ/PLACEBO PfSPZ/PLACEBO TOTAL
+ +
PYR JO PYR J2- 3
GRADES des El (n=144) (n=96)
Grade 1 183(57,72%) 119(55,34%) 302 (56,77%)
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Grade 2 129(40,69%) 93(43,25%) 222 (41,73%)
Grade 3 5(1,57%) 3(1,39%) 8 (1,5%)
Total 317(59,59%) 215(40,41%) 532 (100%)

Khi-2=0,358 p=0,836
La majorité des Els étaient de gradel (56,77%) ou grade 2 (41,73%). Les Els de grade 3 étaient
rares 1,5%. Nous n’avons pas enregistré d’EI de grade 4. Les deux régimes étaient comparables

quant a la distribution de ces événements.
Tableau X: Fréquence des évenements indésirables sollicites et non sollicites survenus dans

les 14 jours apres les vaccinations selon les bras

BRAS PfSPZ/PLACEBO PfSPZ/PLACEBO TOTAL
El + +
PYR JO PYR J2- 3
(n=144) (n=96)
Sollicités 225(70,98%) 154(71,62%) 379(71,24%)
Non sollicités 92(29,02%) 61(28,37%) 153(28,76%)
Total 317 (59.59%0) 215(40,41%) 532(100%)

Khi-2=0,026 p=0,871

Les évenements indésirables sollicités représentaient 71,24%. La fréquence de ces évenements
sollicités était comparable entre les bras (pyriméthamine jour O (bras 1b/4a et pyriméthamine au

jour 2 et 3 (bras 2b/4Db)).
Tableau XI: Fréquence des anomalies biologiques selon les bras de traitement

PfSPZ/IPLACEBO  PfSPZ/PLACEBO TOTAL
+ +

PYR JO PYR J2- 3

(n=144) (n=96)

El Biologiques
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Augmentation d’Alanine

aminotransférase 4(2,24%) 0 4(1,35%)
(ALAT)
Augmentation de la

e 69(38,76%) 56(47,45%) 125(42,23%)
créatinine
Leucopénie 58(32,58%) 40(33,90%) 98(33,10%)
Neutropénie 45(25,28%) 21(17,79%) 66(22,30%)
Thrombocytopénie 1(0,5%) 0 1(0,34%)
Hyperleucocytose 1(0,5%) 1(0,8%) 2(0,68%)

178(60,14%) 118(39,86%) 296(100%)

TOTAL
Khi-2=6,470  p=0,261

L ’augmentation de la créatinine sanguine était plus frequente (42,23%.), suivie de la leucopénie

(33,10%) et la neutropénie (22,30%). Les deux bras étaient comparables.
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Tableau 13 : Fréquence des grades de séverité des évenements indésirables biologiques

enregistrés dans les 14 jours suivants les vaccinations.

BRAS PfSPZ/PLACEBO PfSPZ/PLACEBO TOTAL
+ +
PYR JO PYR J2-3
GRADES des EI (n=144) (n=96)
Grade 1 144 (80,90) 94(79,66) 238(80,41%0)
31(17,41) 23(19,49) 54(18,24%)
Grade 2
3(1,68 1(0,84 4(1,35%
Grade 3 (1,68) (0,84) ( )
178(60,14%) 118(39,86%) 296(100%)
Total
Khi-2=0,550 p=0,760

La majorité des désordres biologiques enregistrée était de sévérité l1égere (80,41%). Les deux bras

étaient comparables.
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Tableau XI1: Fréquence des évenements indésirables biologiques jugés liés repartis selon les

bras.

BRAS PfSPZ/PLACEBO PfSPZ/PLACEBO TOTAL

+ +

El Biologiques PYRJO PYR J2-3
(n=144) (n=96)

Augmentation d’Alanine
aminotransférase 2(1,36%) 0 2(0,79%)
(ALAT)
Augmentation de la
créatinine 64(43,53%) 52(49,05%0) 116(45,85%0)
Leucopénie 45(30,61%) 36(33,96%) 81(32,01%)
Neutropénie 34(23,12%) 17(16,03%) 51(20,16%)
Thrombocytopénie 1(0,7%) 0 1(0,40%)
Hyperleucocytose 1(0,7%) 1(0,9%) 2(0,79%)
TOTAL 147(58,10%) 106(41,90%) 253(100%)

Khi-2=4,379 p=0496
Parmi les El biologiques juges liés, I’augmentation de la créatinine sanguine était la plus retrouvée

avec 116 cas soit 45,85%. Les deux bras étaient comparables.
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B. TOLERANCE SPECIFIQUE (APRES LEVEE DE L’AVEUGLE)

80%

69%
70%
0% 57%
(]
50%
41%
40%
30%
30%
20%
10%
’ 1% 1%
0%
Grade 1 Grade 2 Grade 3

B Vaccinated mPlacebo

Figure 8: Fréquence des EI par grade de séveérité survenus 14 jours apres les vaccinations et

en fonction des groupes vaccin et placébo

Au total, il y’avait plus d’événements indésirables dans le groupe contrdle (placebo) que vaccin
expérimental. Les EI de grades 2 étaient les plus fréquents soit 69% pour le bras placebo et 57%

pour le bras vaccin. Les groupes étaient comparables pour tous les grades de sévérité.

Thése de Médecine 2021-2022 Abdoulaye DJIGUIBA 58



Etude de la Tolérance du candidat vaccin PfSPZ en vaccination chimioprophylactique avec la pyriméthamine chez les
adultes a Bancoumana et villages environnants, Mali.
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40%

33%
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14%
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Grade 1 Grade 2 Grade 3 Total

30%

20%

10%

0%

m Vaccinated mPlacebo

Figure 9: Proportion du total des El considérés comme liés aux interventions de I'étude en

fonction des groupes vaccin et placébo

Dans 33% des cas, les événements indésirables étaient liés au placebo contre 24% des cas dans le

groupe expérimental. Les deux groupes étaient comparables.
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5. COMMENTAIRES ET DISCUSSION

Dans notre étude de phase I/11 en double aveugle, randomisée et contrdlée par placebo, il s'agissait
d’évaluer la tolérance d’un candidat vaccin antipaludique, en vaccination chimioprophylactique
avec deux régimes de pyriméthamine. Il s’agit d’un vaccin a base de sporozoites entiers de
Plasmodium falciparum (vaccin Sanaria® PfSPZ [NF54]). Trois (3) doses de 4.10° ont été
administrées par injection intraveineuse directe (IVD) a 28 jours d’intervalle a 240 participants, a

Bancoumana, au Mali, une zone de transmission saisonniére.

Une limite de cette étude est que la levée de I’aveugle n’a pas eu totalement lieu pour 1I’ensemble

des investigateurs.

L’évaluation de la tolérance a été attestée par la fréquence et la sévérité des événements indésirables
sollicités ou non (graves ou non). La fréquence des événements indésirables qui sont sollicités tels
que les réactions locales aux sites d’injection, les événements indésirables systémiques, les
anomalies biologiques principalement les atteintes de la fonction hépatique (transaminases), de la
fonction rénale (la créatinine) et aussi les anomalies sur la numération formule sanguine sont donc
les évenements d’intérét. L’analyse de ces événements indésirables sollicités et non sollicités se
focalisait a la fois sur la fréquence, la sévérité (intensité) et aussi la relation de causalité avec les

produits de I’étude.

Concernant les caractéristiques sociodémographiques, il y avait une prédominance masculine dans
la population d’étude qui s’explique par le fait que certains critéres de non-inclusion étaient
spécifiques aux femmes. Le critére relatif a étre sous contraception fiable 21 jours avant la premiére
vaccination et 28 jours apres la 3eme vaccination limitait suffisamment le recrutement des

volontaires du sexe féminin en age de procréer.

Dans I’ensemble, nous avons enregistrés 1646 évenements indésirables dont 532 sont survenus
entre le premier et le quatorziéme jour. La majorité de ces évenements indesirables survenus dans
les 14 jours étaient de nature biologique soit 55,64%, un résultat similaire a celui retrouvé dans
I’étude menée en Tanzanie en 2014 (essai clinique BSPZVI par I’institut de santé lkafara) [82] qui

a rapporté 58%,
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L’anomalie de laboratoire le plus couramment retrouvé était 1’augmentation de la créatinine

sanguine.

Notre observation concorde avec celle de Sissoko et al trouvent que les El locaux, systémiques et

laboratoires etaient a majorité de grade léger et modéré. [83]

La sévérité de la relation de causalité nous permet d’observer que 56,77% des événements
indésirables survenus au cours de 1’étude étaient 1égers (grade 1) dont 40,41% ont été jugés non liés
au produit de I’étude. Ces taux élevés d’événements indésirables 1égers et de leur liaison avec les
produits d’investigation témoignent de la bonne tolérance de ces produits, une tendance largement

soutenue par les études menées au Mali en 2014 et 2016, et en Tanzanie.

Un seul événement indésirable grave (Grade 4) et juge lié au produit d’investigation est suffisante

pour 1’arrét de développement clinique du produit.

Les évenements de grade 3 relevés au cours de 1’étude étaient au nombre de 19, seulement 3 ont été
jugés possiblement liés au produit. Nous avons enregistré 1 cas d’EI grave (grade 5) (tir de fusil

accidentel ayant causé la mort).

Les études menées au Mali par Sissoko et collaborateurs et en Tanzanie ont rapporté des résultats

inférieurs avec respectivement 9 et 0 cas de grade 3 [82,83].
Cette différence pourrait s’expliquer par la taille d’échantillon.

Notre observation differe de celle de I’essai MAVACHE en Allemagne a Tiibingen dans une
population naive au paludisme ou trois (3) évenements sérieux sont survenus et ont été classés

comme liés au produit de 1’étude (2 cas de lymphopénie et 1 cas de fievre).

These de Médecine 2021-2022 Abdoulaye DJIGUIBA 61



Etude de la Tolérance du candidat vaccin PfSPZ en vaccination chimioprophylactique avec la pyriméthamine chez les
adultes a Bancoumana et villages environnants, Mali.

6. CONCLUSION
Le vaccin Sanaria PfSPZ-Cvac (PYR) dosé a 4,0x10° est siir et bien toléré chez les adultes exposés

au paludisme a Bancoumana, au Mali.

7. RECOMMANDATIONS :

Au terme de notre étude et vu nos resultats, nous formulons les recommandations suivantes :

Aux Chercheurs

v De poursuivre les essais sur ce candidat vaccin assez prometteur dans d’autres groupes d’age et

dans d’autres sites.

Aux autorités administratives

v" D’encourager les chercheurs et continuer a autoriser les essais de vaccin antipaludiques.

A la communauté
De s’impliquer davantage dans les activités de recherche sur le paludisme en général et en particulier

les essais de vaccins antipaludiques.
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9. ANNEXE

Grade de toxicité de la réactogénicité locale

Reaction locale . ) . Potentiellement
| Legére Modereée Severe

au produit mortelle(Grade
o (Grade 1) (Grade 2) (Grade 3)
injectable 4)

L'utilisation Toute utilisation

répétée d’analgésiques | Visite en salle
Douleur / | N'interfere  pas | d'analgésiques non | narcotiques ou | d'urgence
Tendresse / Prurit | avec l'activité narcotiques> 24 | empéche (SR)ou

heures ou interfere | l'activité hospitalisation
avec l'activité quotidienne
Erythéme / Nécrose ou
Rougeur /|125-5cm 51-10cm >10cm dermatite
Contusions! exfoliative
> 10 cm ou
_ 25 — 5 cm et|51 — 10 cm ou A
Induration I . . ) . empéche )
ninterfere  pas | interfere avec o Nécrose
Gonflement? L L I'activité
avec l'activité l'activité o
quotidienne
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Grade de Toxicité des signes vitaux

) ) . Potentiellement
) ) Legére Modereée Severe
Signes Vitaux! mortelle
(Grade 1) (Grade 2) (Grade 3)
(Grade 4)
Fievre? (°C) 38.0-384 38.5-38.9 39.0-40 > 40
(°F) 100.4-101.1 101.2 - 102.0 102.1 - 104 > 104
Visite ER ou
Tachycardie - bpm 101 - 115 116 — 130 > 130 hospitalisation pour
arythmie
Visite ER ou
Bradycardie - bpm? 50 - 54 45 - 49 <45 hospitalisation pour
arythmie
) Visite ER ou
Hypertension o
_ hospitalisation pour
(systolique) - 141 - 150 151 — 155 > 155 )
hypertension
mm Hg ]
maligne
) Visite ER ou
Hypertension o
_ ) hospitalisation pour
(diastolique) - 91-95 96 — 100 > 100 ]
hypertension
mm Hg i
maligne
Hypotension Visite ER ou
(systolique) — 85 -89 80 -84 <80 hospitalisation pour
mm Hg choc hypotenseur
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Evénements indésirables sollicités

PfSPZ Challenge (local)

Douleur d’injection/tendresse Gonflement Prurit / injection
injection/cedéme

Erytheme/Injection/Rougeur Induration d'injection Ecchymoses

PfSPZ Challenge (systémique)

Eruption Migraine Myalgie

Urticaire Fievre Arthralgies

Prurit généralisé

Frissons/rigueurs/sueurs

Vertiges/vertiges

(Edéme généralis¢

Malaise/fatigue

Douleurs  thoraciques

squelettiques)

(non

Palpitations

Essoufflement

PfSPZ Challenge (paludisme)

Migraine Malaise/fatigue Myalgie
Fievre Nausées Arthralgies
Frissons/rigueurs/sueurs \Vomissements Maux de dos
Douleurs thoraciques (nonDouleurs abdominales Diarrhée

squelettiques)

Essoufflement Palpitations Etourdissements/vertiges
Pyriméthamine

Nausées Diarrhée Anorexie

\Vomissements Douleurs abdominales Eruption
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Résultats de laboratoire

Alanine  aminotransférase

augmentée)

(ALT

Hémoglobine
HGB)

(diminué

Globules Blancs ou Leucocytes
(augmentation de la WBC,
diminution de la WBC)

Créatinine (augmentation CR)

Plagquettes (diminution des

plaquettes,

des plaquettes)

augmentation

Neutrophiles ANC (diminution

du nombre de neutrophiles)

Lymphocytes ALC
(augmentation des lymphocytes,
diminution des lymphocytes)
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Valeurs o ] Menage
) ) Bénin Moderee | .
hématologiques Sévere Potentiellement la
(Grade | (Grade )
et D 2 (Grade 3) vie
biochimiquesl,2 (Grade 4)
Hemoglobine <65 et [/ ou
(Homme) -195-10,3 8,0-9,4 6,5-7,9 nécessitant une
mg/dL transfusion
Hemoglobine
<6 et / ou nécessitant
(Femme) 80-9,0 70-79 6,0-6,9 _
une transfusion
mg/dL
Augmentation de
11,5-15,0 15,1 -20,0 20,1-25,0 > 25,0
WBC - 103/pL
Diminution  de )
2,5-3,3 15-24 10-14 < 1,0 avec fievre
WBC- 103/uL
Diminution des
neutrophiles et
des 0,80 -1,00 0,50 -0,79 <0,50 < 0,50 avec fievre
granulocytes® -
103/pL
Diminution des
Plaquettes - | 100 - 110 70-99 25-69 <25
103/pL
Créatinine .
151,00 - > 221,00 et nécessite
(Homme) - | 124,00 — 150,99 177,00 — 221,00 ]
176,99 une dialyse
pmol/L
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Créatinine
(Femme)
pmol/L

107,00 — 132,99

159,99

133,00 -

160,00 — 215,99

> 216,00 et nécessite

une dialyse

Tests de
fonction
hépatique

IALAT - U/L

la

75,0-150,9

151,0-300,9

301,0 -600,0

> 600,0

Anomalies de Laboratoire

Abréviations : ALT, alanine transaminase ; WBC, globule blanc.

! Les valeurs de laboratoire fournies dans les tableaux servent de lignes directrices et dépendent des

paramétres normaux de I'établissement. Des plages de référence normales institutionnelles doivent

étre fournies pour démontrer qu'elles sont appropriées.

2 Les signes ou symptomes cliniques associés aux anomalies de laboratoire peuvent conduire a une

caractérisation des anomalies de laboratoire comme potentiellement mortelles (Grade 4). Par

exemple, une valeur faible en sodium qui reléve d'un paramétre de grade 3 doit étre enregistrée

comme un evénement d'hyponatrémie de niveau 4 si le participant a eu une nouvelle crise associée

a la valeur de faible en sodium.

3 Remarque, les neutropénies sont classées et suivies, mais sur la base de I'expérience antérieure

dans les populations africaines, doivent étre interprétées avec prudence, car des valeurs faibles sont

plus fréquemment observées chez les personnes d'ascendance africaine.

Valeurs de laboratoire normales institutionnel

Chemiet! Référence
Créatinine (Femme) - umol/L <72
Créatinine (Male) -umol/L 48 — 98
ALAT - U/L <41

Abréviations : ALT, alanine transaminase.

1 Les valeurs de laboratoire fournies dans le tableau sont basées sur Bancoumana, adultes maliens.
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Hématologie
Hématologie? Référence
Hemoglobine (Femme) - mg/DI 9,1-13,8
Hemoglobine (Homme) - gm/DI 10,8 - 15,8
WBC - 10%/uL 36-9,0

Nombre absolu des neutrophiles et des 1344
granulocytes - 10%/pL o

Nombre absolu de lymphocytes - 10%/uL 1,3-4/4

Nombre Plaquette (Femme) - 10%/uL 144 — 413

Nombre Plaquette (Homme) - 103/uL 114 — 335

Abréviations : ALT, alanine transaminase ; WBC, globule blanc.

1 Les valeurs de laboratoire fournies dans le tableau sont basées sur Bancoumana, adultes maliens.

Analyse d'urine

Urine! Référence
Proteine Aucun ou trace
Sang

) ) Aucun ou trace
(microscopique) —

<5

RBC/HPF

Abréviations : HPF, champ de haute puissance ; RBC, globule rouge.

1 Les valeurs de laboratoire fournies dans le tableau sont basées sur Bancoumana, adultes maliens.
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Fiche signalétique
Nom : DJIGUIBA  Prénom : Abdoulaye
Année de soutenance : Juin 2022

Directeur de thése : Pr Issaka SAGARA
Email : abdoulayedjiguiba2lo4@gmail.com

Nationalité : Malienne
TITRE : Tolérance du candidat vaccin PfSPZ-CVAC en vaccination chimioprophylactique
avec la pyriméthamine chez les adultes de Bancoumana et villages environnants, Mali.
Secteur d’intérét : Santé publique, épidémiologie, parasitologie, microbiologie.

Lieu de dépot : Bibliothéque de la faculté de médecine et d’odontostomatologie (FMOS)

RESUME

Nous avons mené une étude randomisée, en double aveugle, contrdlée par placebo de phase I/11
pour évaluer la tolérance du candidat vaccin de sporozoites de Plasmodium falciparum chez 240
participants, adultes de 18 a 50 ans a Bancoumana, entre Juillet 2018 et Aout 2020.Les volontaires
¢ligibles devraient étre négatifs au HIV, HCV, a I’AgHBs et au test beta HCG (test de grossesse
pour les femmes). Trois séries de vaccination ont été effectuées et une phase booste suivant un
calendrier et le groupe d’intervention. Les participants étaient suivis cliniquement et/ou
biologiquement 14 jours aprés chaque vaccination puis une ou deux fois par mois et cela jusqu’a 6
mois aprés la derniére vaccination. Les vaccinations ont été globalement bien tolérées, aucun

évenement indésirable grave engageant le pronostic vital n’a été enregistré au cours de 1’étude.

La plupart des évenements indésirables survenus dans les 14 jours aprés les vaccinations étaient

légers de grade 1.
La réactogeénicité locale survenue dans les 14 jours était 7cas de douleurs du site d’injection.

Les événements indésirables systémiques les plus retrouvés dans les 14 jours étaient du paludisme

et des céphalées, la gastrite. Tous ont été temporaires et résolus au cours du suivi.

Les anomalies des parameétres biologiques ont eté étroitement surveillées avant chaque vaccination

et les jours 3,7 et 14jours suivant chaque vaccination, avec une fréquence soit 55,64% d’anomalies
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de laboratoires. Nous n’avons noté aucune différence significative dans les anomalies de laboratoire

entre ceux qui ont recu le vaccin PfSPZ et ceux qui ont regu le placebo.

Dans I'ensemble les événements indésirables survenus ont été classé legers (grade 1) soit 60% de

ces évenements ont été jugé avec une possibilité de lien avec le vaccin PfSPZ.

Conclusion : le vaccin PfSPZ était facile a administrer par IVD, était slre, bien toléré a
Bancoumana au Mali.

Mots clés : P. falciparum, Adulte, PfSPZ CVAC, tolérance, fréquence, Mali
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Material Safety Data Sheet
Name: DJIGUIBA  First name: Abdoulaye
Year of defense: June 2022

Thesis supervisor: Pr Issaka SAGARA

Email: abdoulayedjiguiba21o4@gmail.com
Nationality: Malian

TITLE: Safety of the PfSPZ-CVAC vaccine candidate in chemoprophylactic vaccination with

pyrimethamine in adults in Bancoumana and surrounding villages, Mali.
Area of interest: Public health, epidemiology, parasitology, microbiology.
Drop-off location: Faculty of Medicine and Odontostomatology Library (FMOS)

We conducted a randomized, double-blind, placebo-controlled Phase I/11 study to assess the safety
of the Plasmodium falciparum sporozoite vaccine candidate in 240 participants, adults aged 18 to
50 years in Bancoumana, between July 2018 and August 2020.Eligible volunteers should be
negative for HIV, HCV, HBsAg and the HCG beta test (pregnancy test for women). Three rounds
of vaccination were carried out and one phase boosted according to a schedule and the intervention
group. Participants were followed clinically and/or biologically 14 days after each vaccination and
then once or twice a month for up to 6 months after the last vaccination. VVaccinations were generally
well tolerated, with no serious life-threatening adverse events recorded during the study. Most
adverse events occurring within 14 days of vaccinations were mild grade 1. Local reactogenicity
occurring within 14 days was 7 cases of injection site pain. The most common systemic adverse
events found within 14 days were malaria and headache, gastritis. All were temporary and resolved
during the follow-up. Abnormalities in biological parameters were closely monitored before each
vaccination and on days 3.7 and 14 days after each vaccination, with a frequency of 55.64% of
laboratory abnormalities. We found no significant difference in laboratory abnormalities between
those who received PfSPZ vaccine and those who received placebo. Overall, adverse events were
classified as mild (grade 1) or 60% of these events were judged with a possible link to PfSPZ

vaccine.
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Conclusion: PfSPZ vaccine was easy to administer by IVD, was safe, well tolerated in

Bancoumana, Mali.

Keywords: P. falciparum, Adult, PfSPZ CVAC, tolerance, frequency, Mali
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Serment Hippocrate

La déclaration (amendée de 2017)

« En qualité de membre de la profession médicale,

Je prends l'engagement solennel de consacrer ma vie au service de
[’humanite ;

Je considérerai la santé et le bien-étre de mon patient comme ma priorite;
Je respecterai [’autonomie et la dignité de mon patient ;

Je veillerai au respect absolu de la vie humaine ;

Je ne permettrai pas que des considérations d’dge, de maladie ou
d’infirmité, de croyance, d’origine ethnique, de genre, de nationalite,
d’affiliation politique, de race, d’orientation sexuelle, de statut social ou
tout autre facteur s 'interposent entre mon devoir et mon patient ;

Je respecterai les secrets qui me seront confiés, méme apres la mort de
mon patient

J’exercerai ma profession avec conscience et dignité, dans le respect des
bonnes pratiques medicales ;

Je perpétuerai [’honneur et les nobles traditions de la profession médicale;
Je témoignerai a mes professeurs, a mes collegues et a mes étudiants le
respect et la reconnaissance qui leur sont dus ;

Je partagerai mes connaissances medicales au bénéfice du patient et pour
les progres des soins de santé ;

Je veillerai @ ma propre santé, a mon bien-étre et au maintien de ma
formation afin de prodiguer des soins irréprochables ;

Je n'utiliserai pas mes connaissances medicales pour enfreindre les droits
humains et les libertés civiques, méme sous la contrainte ;

Je fais ces promesses mon honneur, solennellement, librement

Je le jure
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