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DEET : N, N-Diéthyl-3-méthylbenzamide

DO : Densité Optique

EBA-140 EBA-175 : Erythrocyte Binding Antigen-175
ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

Fc: Fragment cristallisable

FcR : Fc Receptor

FcyRlla : Fc gamma Receptor lla

GAMA : GPl-anchored Micronemal Antigen

GLURP : Glutamate Rich Protein

GPI : Glycosyl PhosphatidylInositol
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GR : Globule Rouge

Hb : Hémoglobine

H2S04 : Acide Sulfurique

HRP2 : Histidine-rich Protein 2

IFA : Immunofluorescence Assay

IFN-y : Interféron gamma

Ig : Immunoglobuline

IgG1, 2a, 3, 4 : Immunoglobuline 1 ;2 ;2a; 3et4
IL-4,5, 10, 12 : Interleukine 4 ; 5; 10 et 12
IM : Intramusculaire

IR3535 : Butylacetylaminopropionate d’éthyle
IV : Intraveineuse

LDH : Lactate deshydrogenase

LSA-1 LSA-3: Liver Stage Antigen 1, 3

LT CD4+, CD8+ : Lymphocyte T

MIG : Malaria-specific Immunoglobulin

MII : Moustiquaires imprégnées d’insecticides

MILD : Moustiquaires imprégnées d’insecticides a longues durées d’actions

Mg : Magnésium

MRTC : Malaria Research and Training Center

MSP : Merozoite Surface Protein

MSPDBL-2 : Merozoite Surface Protein Duffy Binding-Like 2
OMS : Organisation Mondiale de la Santé

OPD : Ortho-phenylenediamine Dihydrochloride

PAM : Paludisme Associé a la Grossesse

PBS : Phosphate Buffered Saline

PBST : Phosphate Buffered Saline + Tween 20

PCR : Polymerase Chain Reaction

Pf12, 38, 92 : Plasmodium falciparum 12, 38 et 92
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PfCyrpa : Plasmodium falciparum Cysteine-rich protective antigen
PfEMP-1 : Plasmodium falciparum Erythrocyte Membrane Protein 1
PfRHs : Plasmodium falciparum Reticulocyte homologues

PID : Pulvérisation Intra Domiciliaire

PNLP : Programme National de Lutte contre le Paludisme

pvLDH : Plasmodium vivax Lactate-déshydrogénase

QBC : Quantitative Buffy Coat

RAMA : Rhoptry Associated Membrane Antigen

RESA : Ring-infected Erythrocyte Surface Antigen

RON : Rhoptry Neck protein

RTS, S : Antigéne de surface de I’hépatite B seul (S) fusionné avec un fragment de protéine
circumsporozoite de Plasmodium falciparum contenant ses répétitions centrales et des
épitopes de cellules T (RTS)

SALSA : Sporozoites And Liver Stage Antigen

SERA : Serin-Rich-Antigen

STARP : Sporozoite Threonine and Asparagine Rich Protein
TCR : T-Cell Receptor

TDR : Test de Diagnostic Rapide

TGF-p : Transforming Growth Factor beta

Th1/2 . T helper 1/2

TNF-a : Tumor Necrosis Factor alpha

TPI : Traitement Préventif Intermittent

TRAP : Thrombospondin-Related Anonymous Protein
WHO : World Health Organization
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INTRODUCTION
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1 INTRODUCTION

Le paludisme est un probleme majeur de santé publique. Malgré les progres accomplis
pour réduire le fardeau lié au paludisme, prés de 40% de la population mondiale demeurent a
risque de cette infection (1).

Le paludisme est causé par six especes de parasites protozoaires appartenant au genre
Plasmodium (2). L’infection palustre est 1’une des principales causes de mortalité en Afrique
sub-saharienne, surtout chez les enfants ageés de moins de 5 ans. Ces ravages sont
principalement dus a 1’espéce Plasmodium falciparum, qui est responsable des formes
cliniques les plus séveres et mortelles de la maladie (3).

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime a 241 millions le nombre de cas
annuels de paludisme dans le monde. Le nombre de décés dii au paludisme s’éléve & 627000
en 2020 (4). Plus de 93% des cas surviennent en Afrique sub-Saharienne ; 3% dans la région
de I’Asie du Sud-Est et 2,3% dans la région Méditerranée orientale (4). L’espeéce P.
falciparum était responsable des 99,7% des déces enregistrés (4).

Les enfants 4gés de moins de 5 ans sont les plus touchés par le paludisme avec 80% des
déces (OMS, 2021). En plus des enfants, les femmes enceintes sont aussi tres vulnérables au
paludisme. En Afrique subsaharienne, plus de 30 millions de femmes enceintes sont a risque
de développer un paludisme associé a la grossesse chague année (5). Le paludisme associé a
la grossesse est une cause majeure d’anémie maternelle et feetale, de retard de croissance
feetale, d’accouchement prématuré et d’insuffisance pondérale a la naissance.

Au Mali, selon I’annuaire des statistiques 2012 publié par le Ministere de la Santé, le
paludisme est la premiére cause de morbidité et de mortalité dans les groupes les plus
vulnérables, a savoir les enfants de moins de 5 ans et les femmes enceintes (6).

Pour contrdler et éliminer cette endémie, le gouvernement du Mali s’est doté¢ du
Programme National de Lutte contre le Paludisme depuis 1993 (7 ; 8). Ce programme
recommande 1’utilisation de moustiquaires imprégnées d’insecticides a longue durée d’action,
les pulvérisations intra domiciliaires, le traitement préventif intermittent, la chimioprévention
du paludisme saisonnier, pour la prévention. Le traitement des cas diagnostiqués doit se faire
avec les combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine.

En plus des pertes en vies humaines, le paludisme colte cher en termes de dépenses
effectuées dans la prise en charge pour les ménages et pour les pays endémiques. C’est un

facteur d’aggravation de la pauvreté et constitue un frein au développement socio-économique
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(6). 1l est I'une des causes des taux d’absentéisme scolaire ¢levés et des heures de travail
perdues dus aux manifestations morbides et aux hospitalisations.

Avec la circulation des parasites et des moustiques résistants aux médicaments et aux
insecticides, respectivement, le développement de nouvelles approches pour lutter contre le
paludisme est aujourd’hui nécessaire. Le vaccin serait un outil idéal pour éliminer le
paludisme du fait de son tres bon rapport colt-efficacité (9). Actuellement, le RTS, S est le
seul vaccin antipaludique qui a réussi a passer toutes les phases du développement clinique
(10). Ce vaccin a été approuve par |‘OMS et se trouve actuellement en phase
d’implémentation pilote sponsorisée dans trois pays africains a savoir le Ghana, le Malawi
et le Kenya. Malheureusement, 1’efficacité du RTS, S chez les enfants est tres limitée et ne
dure pas longtemps (11). Le développement de nouveaux vaccins plus efficaces et d’effet
durable en combinaison avec les outils de controle actuels pourra permettre d’obtenir
I’¢élimination du paludisme.

Un certain nombre d’antigénes de surface ou sécrétés par le mérozoite sont considérés
comme des cibles privilégiées pour la mise au point de vaccins efficaces. Certains d’entre eux
ont montré des résultats relativement encourageants dans les essais cliniques. C’est au niveau
de la phase de schizogonie érythrocytaire du cycle biologique du Plasmodium que les
manifestations cliniques du paludisme surviennent. Il est donc utile d’identifier les antigénes
des stades sanguins du parasite pour le développement de vaccins afin de prévenir les
symptémes de la maladie (10). En 1961, Cohen et al. ont démontré que les anticorps extraits
des adultes vivant en zone d’endémie palustre étaient capables de guérir les enfants impaludés
admis a I’hopital (12). En effet, le transfert passif de ces anticorps avait engendré une
réduction drastique de la parasitémie du stade sanguin et de la fiévre palustre. Cette étude
montre que les anticorps sont des effecteurs de I’immunité protectrice naturellement acquise
contre le paludisme. Elle explique aussi la corrélation de la prévalence et de la sévérité du
paludisme en fonction de I’age et du niveau d’endémicité (12). Les cibles moléculaires de ces
anticorps protecteurs sont considérées comme des candidats vaccins prometteurs mais ne sont
pas encore toutes identifiées. Parmi celles-ci, certaines interviennent dans I’invasion du
globule rouge par le merozoite. Des études ont montré le role d’une protéine de la surface du
mérozoite appelée merozoite surface protein 11 (MSP-11), dans I’invasion du globule rouge
(13, 14) et suggérent que cet antigéne pourrait étre une cible importante des anticorps
associés a la protection contre le paludisme , d'ou un potentiel candidat vaccin . Cependant,

MSP-11 est une protéine qui a été tres etudiée et les données sur la séroprévalence et
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I’impact des réponses immunitaires qu’elle induit chez les individus vivant dans les zones
d’endémie palustre sont rares.

Dans cette étude, nous, nous sommes proposés d’évaluer la réponse anticorps contre la
protéine MSP-11 chez les enfants exposés a l'infection palustre dans une zone hyper
endémique au Mali.
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OBJECTIFS
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2 OBJECTIFS
2.1 Objectif général
Evaluer la variation saisonniére des réponses anticorps induites par la protéine MSP-11 chez

les enfants résidant dans une zone d'endémie palustre.

2.2 Objectifs spécifiques
1 Déterminer les taux d’IgG totales anti-MSP-11 chez les enfants de 0 a 15 ans a
Samako.
2 Mesurer la cinétique des taux d’IgG anti-MSP-11 chez les enfants de 0 & 15 ans a
Samako au cours d’une saison de haute transmission.
3 Mesurer la corrélation entre les taux d’anticorps anti-MSP-11 et 1’age.
4 Mesurer la corrélation entre les taux d’anticorps anti-MSP-11 et la protection contre

les acceés palustres.
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3 GENERALITES

3.1  Paludisme
3.1.1 Définition

Le paludisme est une parasitose fébrile et hémolytique potentiellement mortelle due
aux protozoaires du genre Plasmodium transmis a I’homme par la piqire infestante des
anopheéles femelles.
3.1.2 Agent pathogene
3.1.2.1Taxonomie

Les agents pathogenes qui provoquent le paludisme sont des parasites unicellulaires
intracellulaires classifiés selon le schéma taxonomique suivant :
Regne : Protistes
Sous-régne : Protozoaires
Embranchement : Apicomplexa
Classe : Aconoidasida
Ordre : Haemosporida
Famille : Plasmodiidae
Genre : Plasmodium
Especes : P. falciparum, P. malariae, P. vivax, P. ovale walikeri, P. ovale curtisi, P. knowlesi.
3.1.2.2Biologie des stades parasitaires

Divers stades parasitaires sont rencontrés au cours du cycle biologique des plasmodies.
Ces stades sont : le sporozoite ; le mérozoite ; le trophozoite ; le schizonte ; les gamétocytes ;
I’ookinéte et 1’0ocyste. Le sporozoite mesurant entre 12 et 15 um est un stade qui a la
particularité d’évoluer dans deux habitats tres différents, I’insecte et ’humain et d’y jouer des
roles essentiels. Il possede un complexe apical composé de micronemes et de rhoptries. Le
mérozoite d’une longueur de 1,5 pm possede une forme ovoide mais polarisée rappelant celle
d’un avocat. Sa particularité est son complexe apical composé de trois organes sécrétoires :
les rhoptries, les micronémes et les granules denses. Le trophozoite est le stade le plus
fréquemment observé. 1l a une taille variable dans la cellule hote et on observe couramment
deux chromatines chez P. falciparum. Le trophozoite est la forme adulte du parasite. Le
schizonte provient de la multiplication successive du noyau du trophozoite en plusieurs petits
noyaux dont chacun s’entoure de cytoplasme. Il se fragmente pour donner des mérozoites
futurs. Le schizonte mir est appelé « corps en rosace ». Le gamétocyte est la forme asexuée

de Plasmodium qui assure la transmission du parasite de I’homme vers le moustique
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anophele. L’ookinéte est une forme invasive et motile retrouvée seulement chez le moustique
femelle. Ils différent des autres stades invasifs du fait qu’il ne posseéde ni rhoptries ni granules
denses a son pole apical. Il ne renferme qu’un seul type d’organite sécrétoire spécialisé : les
micronémes. Le role principal de I’oocyste est la production de sporozoites. Contrairement
aux formes invasives, il ne posseéde pas de pdle apical ni d’organites habituellement impliqués
dans le processus d’invasion.

Les différences entre les especes pathogénes résident au niveau de leur morphologie a la
phase sanguine, des variations mineures du cycle biologique, de la possibilité de séquestration
des globules rouges infectés dans la microcirculation vasculaire et de leurs préférences en
type de globule rouge pour I’invasion.

Plasmodium falciparum : est 1’espéce plasmodiale la plus virulente. I donne de
nombreux trophozoites en forme de “bague a chaton” ou "d'écouteurs". Les gamétocytes
falciformes. Le schizonte renferme 16 & 32 mérozoites. Les hématies infectées contiennent
des taches de Maurer, reliquat de la vacuole digestive parasitaire. P. falciparum n’a pas de
préférence spécifique d’hote parasitaire.

Plasmodium vivax: il est, apres P. falciparum, 1’espéce la plus répandue. Les
trophozoites sont d’aspect amiboide avec un noyau fragmenté et les gamétocytes sont
arrondis. Les schizontes contiennent 12 a 24 mérozoites. Les hématies infectées contiennent
de nombreuses fines granulations de Schiffner intra cytoplasmiques. P. vivax préfére envahir
les réticulocytes (érythrocytes jeunes de grande taille).

Plasmodium ovale : il donne des trophozoites d’allure globuleuse associées a de
nombreuses granulations de Schiiffner intra érythrocytaires. Les gamétocytes sous forme
arrondie, produisent un pigment malarique, aussi dénommé hémozoine, fruit de la digestion
de I'némoglobine dispersé dans I'nématie parasité. Il y a peu de mérozoites (8 a 12) dans les
schizontes.

Plasmodium malariae : sévit de maniere beaucoup plus sporadique dans les régions
tropicales des continents africain, américain et asiatique. Chez P. malariae, les trophozoites
d’allure parallélépipédiques disposés en bande équatoriale a I’intérieur d’une hématie de
petite taille et donnant I’impression d’un “Drapeau” P. malariae préferent infecter les
érythrocytes sénescents.

Plasmodium knowlesi : est un parasite courant des singes macaques dans les zones
forestiéres d’Asie du Sud-Est. Ses trophozoites sont en bande équatoriale, ils renferment

fréeqguemment deux chromatines. Ses schizontes et gametocytes sont trés semblables a ceux de
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P. malariae. Les schizontes renferment en général 16 mérozoites contre 12 chez P. malariae.
Les érythrocytes infectés ont une taille identique aux érythrocytes non infectés. L’hémozoine
est présente en quantité importante et les granulations intracytoplasmiques sont rares.
31221 Le mérozoite

Le mérozoite (Figure 1) est le stade parasitaire qui est libéré aprés la rupture des
plasmodes dans le foie ou des schizontes dans le sang. Il envahit les érythrocytes ou il se
divise pour produire de nombreux merozoites qui sont libérés lorsque la cellule héte éclate.

De forme ovoide, il a une longueur de 1,5 pum et une largeur de 1um. Sa pellicule est

constituée d’une seule membrane externe et d’une double membrane interne sous lesquelles
se trouvent 51 microtubules s’étendant longitudinalement (15). Les organites et inclusions
cytoplasmiques caractéristiques sont présents : rhoptries ; micronemes ; noyau ;
mitochondries ; complexe de golgi ; granules de polysaccharide ; réticulum endoplasmique.
La couche de surface fibrillaire est en grande partie composée de protéines ancrées GPI
(Glycosyl phosphatidyl Inositol) ; avec des protéines membranaires intégrales et des protéines

de surface associées en périphérie.
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Figure 1: Morphologie du mérozoite. Organisation tridimensionnelle d’un mérozoite de
Plasmodium falciparum avec la pellicule partiellement découpée pour montrer la structure
interne. Source : Bannister LH et al, 2000 (16).
3.1.222 Invasion des érythrocytes par le mérozoite

Le processus d’attachement, d’invasion et d’établissement du mérozoite dans le globule
rouge est rendu possible par les organites sécrétoires apicales spécialisées du mérozoite,
appelées micronémes, rhoptries et granules denses (10 ; 13).

Une fois libérés dans la circulation hépatique, les mérozoites envahissent les érythrocytes
dans un processus actif et rapide afin d’échapper au systéme immunitaire de I’hdte. Ce
processus est composé de 3 étapes principales (17) : - Attachement au globule rouge et
réorientation du mérozoite- Formation d’une jonction serrée et internalisation- Fermeture de
la membrane érythrocytaire et échinocytoses

La fixation initiale nécessite des interactions de faible affinité entre la couche de surface
des protéines de surface du mérozoite (MSP) et les récepteurs de I'ndte a la surface des
globules rouges. Certaines MSP telles que MSP-1, MSP-6, MSP-7 et MSP DBL1-2 forment
un complexe a la surface du mérozoite permettant la premiére interaction avec les globules
rouges (18). La protéine MSP-1 se lie a la glycophorine A, qui forme un complexe avec la
bande 3, suggérant un role de cette protéine dans la reconnaissance des globules rouges (19).
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Le parasite se réoriente ensuite en présentant son extrémité apicale vers les globules
rouges. Cette réorientation apicale nécessite une interaction de plus haute affinité. Ce sont les
protéines d’invasion secrétées par les micronemes et les rhoptries a I’extrémité apicale qui
permettraient cette interaction. Parmi ces protéines d’invasion, on peut citer PfRHS
(homologue de liaison aux réticulocytes de Plasmodium falciparum 5) (rhoptrie), PfRipR
(protéine interagissant avec PfRH5) (micronéme) et PFCYRPA (antigene protecteur riche en
cystéine) (microneme). Elles forment un complexe protéique essentiel a 1’invasion liant la
basigine a la surface du globule rouge (20). EBA-175 (antigéne de liaison aux érythrocytes
175) dont la liaison avec son récepteur, la glycophorine A, déclenche la libération d’autres
protéines d’invasion importantes par les rhoptries dont AMA-1 (Antigene membranaire
apicale).

L’antigene PfRHS5 se lie a son récepteur, la basigine dans une interaction précoce clé
nécessaire a l'invasion des mérozoites. Une jonction serrée irréversible se forme lorsque
I'antigene 1 (AMA-1) de la membrane apicale protéique sécrétée par un microneme se lie au
complexe protéique du col de rhoptrie (RON) qui est intégré sur la membrane des globules
rouges. La formation de cette jonction déclenche la libération du contenu des rhoptries,
fournissant protéines et lipides nécessaires a la formation de la vacuole parasitophore et de sa
membrane. Ceci permet d’établir I’espace dans lequel le mérozoite pourra se développer suite
a son internalisation (17). Cette internalisation est permise par des protéines TRAP (protéine
anonyme liée a la thrombospondine), I’aldolase et le moteur d’actynomyosine parasitaire (21).
L'entrée du parasite est alimentée par le moteur actine-myosine qui propulse le mérozoite a
I’intérieur de 1’érythrocyte. On pense que la signalisation du calcium et la phosphorylation par
les kinases jouent un role clé dans le contrdle de la séquence d'événements nécessaires a
I'invasion pendant cette période (22).

La membrane vacuole fusionne derriére le parasite envahissant formant une vacuole
parasitophore. Peu de temps apres l'internalisation, une grande proportion de globules rouges
se déforme temporairement dans un processus connu sous le nom d'échinocytose.
L’échinocytose provoque le rétrécissement de 1’érythrocyte et la formation de saillies
pointues. Ce serait di a I’influx de Ca2+ dans I’érythrocyte lors de I’interaction du complexe
PfRH5 avec la basigine (20).

Une fois que le parasite pénétre dans le globule rouge de I’hote, il exporte des centaines
de protéines dans le cytoplasme de ce dernier et a sa surface afin de permettre 1’acquisition de

nutriments, 1’adhésion et la séquestration cellulaires dans les tissus.
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Il élimine les déchets d’hémoglobine potenticllement toxiques en les cristallisant en
hémozoine biologiquement inerte et il entreprend sa différenciation au sein de la vacuole

parasitophore.
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Figure 2 : mécanisme de I’invasion de I’érythrocyte par le mérozoite. Diagramme d’un

junction

mérozoite envahissant montrant I’ordre et la fonction des principales interactions récepteur-
ligand étudiées ici. Au-dessus de ce schéma sont montrées des interactions moléculaires
sélectionnées critiques pour I’invasion. Ce modéle intégre pour la premiére fois une hiérarchie
séquentielle d’étapes récepteur-ligand distinctes pendant la pré-invasion. MSP1 (protéine de
surface du mérozoite 1) ; Rh4 (homologue de liaison aux réticulocytes 4) ; (Rh5 homologue
de liaison aux réticulocytes 5) ; RIPR (protéine interagissant avec RH5) ; AMAL (Antigéne
membranaire apicale 1) ; CR1 (complement receptor 1) ; BSG (basigine) ; RON (complexe
protéique du col de rhoptrie). Source : Weiss GE et al, 2015 (23).
3.1.2.3 Vecteurs

Le vecteur est un moustique culicidé du genre Anophéles. Il existe 450 espéces
d’Anopheéles dont 80 sont vectrices de différents Plasmodium et dont une cinquantaine sont
capables de transmettre le paludisme a ’homme (24). Les especes les plus dangereuses sont
les espéces anthropophiles (préférence pour effectuer leur repas sanguin sur I’Homme) et les
espéces endophiles (qui se reposent a I’intérieur des maisons). Les moustiques anophéles se
reproduisent dans les eaux propres et ensoleillées. Jusqu’a 52 espéces d’anopheles ont été
signalées dans le pays a ce jour, dont 16 reconnues comme vecteurs principaux ou
secondaires (25). Six de ces especes sont parmi les vecteurs les plus compétents en Afrique

subsaharienne, a savoir : A. gambiae (s.5), A. coluzzi, A. arabiensis, A. funestus, A. nili et A.
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moucheti (26). Au Mali, ce sont les membres du complexe Anopheles gambiae et Anopheles
funestus qui transmettent le paludisme, ceci généralement entre 18 heures et 6 heures du
matin, leur durée de vie moyenne est d’un mois (27).

L’anophe¢le adulte mesure 5 a 20 mm. Il possede une morphologie particuliére qui le
rend rapidement reconnaissable, méme pour les non-spécialistes. Il est fusiforme a pattes
allongées et gréles avec une paire d’ailes. Il comporte trois parties bien distinctes : la téte, le
thorax et I’abdomen. Les principales especes vectrices sont nombreuses et d’autant plus
redoutables qu’elles ont une affinité pour I’homme (espéces anthropophiles).

Le vol de I’anophele est silencieux et seule la femelle hématophage assure la
transmission en piquant la nuit. Le jour, elle se dissimule dans les endroits retirés et sombres.
Sa piqare est indolore par opposition aux piqQres beaucoup plus prurigineuses des autres
genres de moustiques (28). La transmission est plus intense aux endroits ou les moustiques
ont une durée de vie plus longue (ce qui permet au parasite d’achever son cycle de
développement dans le moustique) et ou ils préférent piquer les étres humains plutdt que les
autres mammiféres. L’homme est le principal réservoir.
3.1.2.4Cycle biologique
31241 Phase de développement chez Homo sapiens
Dans I’organisme humain, le cycle présente deux phases distinctes de multiplication
asexuée (29) :

— La phase pré- ou exo-érythrocytaire, qui a lieu dans le foie correspond a la phase
d’incubation cliniquement asymptomatique ;

— La phase érythrocytaire au niveau du sang correspond a la phase clinique de la
maladie.

- Phase pré-érythrocytaire

L’infection de I’homme se fait par inoculation des sporozoites dans 1’organisme par la
piqiire de I’anophéle femelle au cours de son repas sanguin. Les sporozoites inoculés restent
pendant une trentaine de minutes maximum dans la peau, la lymphe et le sang, puis
envahissent les hépatocytes en quelques minutes. Le sporozoite finit par constituer une masse
multinucléeée appelée plasmode ou corps bleu. Les plasmodes liberent les mérontes qui sont
remplis de mérozoites dans les vaisseaux sanguins. Aprés quelques jours de maturation, ces
mérontes éclatent et libérent des mérozoites dans la circulation sanguine. La phase hépatique
constitue la phase d’incubation interne de la maladie sans aucun symptome apparent. Dans les

infections a P. vivax et a P. ovale, on peut observer les formes dormantes appelées
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hypnozoites (29 ; 30). Ces hypnozoites libérent dans le sang des mérozoites plusieurs mois
apres 1’infection, expliquant les rechutes tardives observées avec les deux especes.

Cependant, aucun hypnozoite n’a ét¢é mis en évidence pour P. malariae malgre
I’existence de rechutes tardives, ni pour P. knowlesi. L’infection a P. falciparum en est
également dépourvue.

L’ensemble de la phase pré-érythrocytaire dure environ 5-16 jours selon I'espéce
parasitaire : en moyenne 5-6 jours pour P. falciparum, 8 jours pour P. vivax, 9 jours pour P.
ovale, 13 jours pour P. malariae et 8-9 jours pour P. knowlesi (31 ; 32).

- Phase érythrocytaire
Les mérozoites libérés lors de la rupture des mérontes hépatiques vont débuter le
cycle sanguin asexué de prolifération en infectant les érythrocytes (la schizogonie
érythrocytaire). Le mérozoite pénetre grace a un processus parasitaire actif et se différencie en
anneau, puis en trophozoite, stade a partir duquel une intense phase réplicative commence. Il
donne alors naissance au schizonte qui, entrainant la destruction des globules rouges et la
libération de nouveaux merozoites. Ces mérozoites vont rapidement réinfecter d’autres
érythrocytes sains et commencer un nouveau cycle de réplication. Certains merozoites
subissent une maturation accompagnée d’une différenciation sexuée et se transforment en

gamétocytes male et femelle.

Les mérozoites libérés par le foie reconnaissent, se fixent et pénetrent dans les globules
rouges (GR) par de multiples interactions récepteur-ligand en aussi peu que 60 secondes
(20). Cette disparition rapide de la circulation dans les globules rouges minimise I'exposition
des antigénes a la surface du parasite, protégeant ainsi ces formes parasitaires de la réponse
immunitaire de I'n6te. L'invasion des mérozoites dans les globules rouges est facilitée par des
interactions moléculaires entre des ligands distincts sur le mérozoite et des récepteurs hotes
sur la membrane érythrocytaire (22). P. vivax envahit uniquement les globules rouges positifs
au groupe sanguin de Duffy, en utilisant la protéine de liaison de Duffy et la protéine
d’homologie des réticulocytes, que 1’on trouve principalement sur les réticulocytes.

La phase de schizogonie érythrocytaire correspond a la phase clinique de 1’infection
palustre, les symptomes sont d’intensités variables en fonction du profil immunitaire de la
personne infectee.
3.1.2.4.2 Phase de développement chez Anopheles spp

Lorsque le moustique prend son repas sanguin sur un individu infecté, il préleve des

gamétocytes males et femelles qui migrent dans 1’estomac du moustique (15).
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De 13, les gamétes males vont subir une exflagellation pour donner huit (8) micro gamétes et
les gametes femelles augmentent de taille pour donner des macro gametes. Un micro gamete
féconde une macro gamete pour donner un ceuf libre, mobile, dénommé ookinete. Cet
ookinéte quitte la lumicre du tube digestif, se fixe ensuite a la paroi externe de 1’estomac et se
transforme en oocyste. Les cellules parasitaires se multiplient a I’intérieur de cet oocyste,
produisant des centaines de sporozoites qui migrent ensuite vers les glandes salivaires du
moustique. Ces sporozoites sont les formes métacycliques infectantes, prétes a étre inoculées
avec la salive du moustique lors d’un repas sanguin sur un héte vertébré.
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Figure 3 : Cycle biologique des plasmodies. Source : United States Centers for
Disease Control and Prevention

3.1.3Distribution géographique
Le paludisme sévit dans la plupart des pays tropicaux et subtropicaux, notamment en
Afrigue subsaharienne, en Asie du Sud-Est, dans le Pacifique, en Amérique latine (33). La
répartition géographique du paludisme est extrémement hétérogene et variable d’une zone
géographique a une autre. Ceci, en raison des nombreux facteurs influencant 1’épidémiologie

(caractéristiques biologiques des différentes especes de Plasmodium, distribution et capacité
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vectorielle des anopheles). En effet, elle fluctue d’un continent a ’autre d’un pays a 1’autre,
d’une région a une autre, d’un village a un autre voire méme parfois au sein d’un méme
village.

Le paludisme a été éradiqué en Europe. Des réintroductions temporaires peuvent se
produire et des cas isolés surviennent (paludisme des aéroports). Mais c¢’est essentiellement le
paludisme d’importation (paludisme des voyageurs) qui y sévit (25). Le paludisme existe
faiblement en Afrique du Nord, ou I’on rencontre les espéces P. vivax et P. malariae. Il est
largement répandu dans toute 1’ Afrique intertropicale ou coexistent P. falciparum, P. ovale et,
pour une moindre part, P. malariae. Dans certaines zones d’Afrique de I’Est, on rencontre
aussi P. vivax. La transmission est intense a Madagascar, ou les quatre espéces coexistent.

Toute I’Asie du Sud-Est est touchée par une transmission due a P. falciparum (avec
présence, dans certaines régions de souches multi résistantes) et a P. vivax (25). Les autres
régions et la péninsule indienne sont atteintes par P. vivax et P. falciparum mais sont
relativement moins concernées par le phénoméne de multi résistance. A la différence de
I’ Afrique, ou la transmission est beaucoup plus homogene, la transmission en Asie se fait sous
forme de foyers disséminés en milieu rural dans les zones de collines boisées. Toutes les
grandes villes asiatiques sont indemnes (sauf les villes indiennes) (34).

L’Amérique du Nord est indemne de paludisme. En revanche, celui-Cci existe en
Amérique centrale (P. vivax surtout) mais les Caraibes sont indemnes a I’exception d’Haiti
(35). 1l n’existe pas de transmission dans les Petites Antilles : Guadeloupe, Martinique. En
Amérique du Sud existent d’importants foyers dus a P. falciparum (résistants aux amino-4-
quinoléines) et a P. vivax. Le paludisme sévit toujours en Guyane francaise mais
essentiellement au bord des fleuves et dans la forét. D’une maniére générale toutes les régions
américaines sont indemnes sauf I’Amazonie (34).

La transmission du paludisme en Océanie est hétérogene (25). Certaines fles sont
atteintes (Nouvelle Guineée, lles Salomon, Vanuatu) ; d’autres en sont totalement dépourvues
(Polynésie Frangaises, Nouvelle-Calédonie, Wallis...). L’Australie et la Nouvelle Zélande
sont indemnes (25 ; 34).

3.1.4Physiopathologie

Le paludisme se manifeste dans la plupart des cas par des épisodes fébriles aigus
accompagnés de : frissons, maux de téte, maux de dos, douleurs musculaires, transpirations
abondantes, nausées, vomissements, diarrhées et toux. En 1’absence de traitement efficace et

approprié, elle peut évoluer en paludisme dit « sévere », plus fréquents chez les enfants de

Thése de pharmacie 2020-2021 Diessira DIABATE Page 17



DYNAMIQUE DES REPONSES SEROLOGIQUES CONTRE L’ANTIGENE MEROZOITE SURFACE PROTEIN
(MSP11) DE PLASMODIUM FALCIPARUM CHEZ LES ENFANTS DE 0 A 15 ANS A SAMAKO, MALL.

moins de 5 ans. Dans ces cas, elle se manifeste par une anémie sévére ; des convulsions ; un
coma; des troubles du comportement; des difficultés respiratoires; une
hypoglycémie (insuffisance du taux de sucre dans le sang); une émission des urines de
couleur foncée (36).

L’anémie résulte avant tout de la lyse des hématies parasitées. Des hématies saines peuvent
également étre détruites, surtout dans les infections a P. falciparum, sans doute par un
mécanisme immunologique (37).

La fievre est due a I’éclatement des schizontes qui libérent dans le torrent circulatoire du
pigment malarique qui se comporte comme une substance pyrogéne (28). L’hémoglobine
libérée par ’hémolyse provoque une surcharge rénale et est transformée en bilirubine dans le
foie. L’exces est éliminé dans les urines entrainant une hémoglobinurie.

La rate est hypertrophique, molle et congestive. Sa couleur caractéristique, rouge foncée,
parfois brune est due a I’accumulation du pigment internalisé par les phagocytes.
L’augmentation de volume est provoquée par [’hypertrophie de la pulpe blanche
(lymphocytes, cellules réticulaires, macrophages). La schizogonie exo-érythrocytaire ne
produit aucune Iésion inflammatoire. La destruction par les schizontes d’un certain nombre de
cellules parenchymateuses passe inapercu. On observe une hyperplasie des cellules de
Kiipffer chargées de la phagocytose des débris cellulaires et de I’hémozoine.

Le paludisme a P. falciparum du sujet non immun (jeune enfant en zone d’endémie, femme
enceinte, expatrié, voyageur) est potentiellement mortel. Il est fondamental de connaitre les
critéres de gravité du paludisme a P. falciparum pour identifier les patients qui justifient
d’une hospitalisation en urgence, si nécessaire dans une unité de soins intensifs. Un
paludisme grave peut donc prendre différentes formes cliniques dont la plus importante est
I’atteinte cérébrale. L’OMS a défini des criteres de gravité du paludisme. La présence d’un
seul de ces criteres, clinique ou biologique, associé a la présence de P. falciparum dans le
sang, fait porter le diagnostic d’accés palustre grave : troubles de la conscience, convulsions
répétées, prostration (extréme faiblesse ou chez I’enfant : « impossibilité, de tenir assis pour
un enfant en age de le faire, ou de boire pour un enfant trop jeune pour tenir assis »), détresse
respiratoire, ictere clinique ou biologique, hémoglobinurie macroscopique, urines rouges
foncees ou noires, hémoglobinurie ou myoglobinurie a la bandelette, absence d’hématurie
microscopique, collapsus circulatoire, oedeme pulmonaire, anémie grave, hypoglycémie,

acidose métabolique, hyperlactatémie, hyperparasitémie, insuffisance rénale
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Le neuropaludisme et I’anémie sont les complications majeures du paludisme a P. falciparum
(38). Les plus a risque de developper un acces palustre grave sont les personnes aux ages
extrémes de la vie, les femmes enceintes, les patients splénectomisés ou immunodéprimes et
les voyageurs.
3.1.5 Diagnostic biologique
3.1.5.1Titre d’orientation biologique non spécifique
Certaines modifications de I’hémogramme sont trés évocatrices du paludisme :

— Anémie hémolytique

— Leucopénie qui est habituellement fréquente lors des acces palustres

— Thrombopénie (< 150000 plaquettes /uL)

— Perturbation des facteurs de coagulation
Autres paramétres peuvent étre indicateurs des acces palustres :
La C protéine réactive qui peut s’élever de fagon trés importante lors des acces palustres.
Une hyper bilirubinémie qui est principalement secondaire & une hémolyse intravasculaire et
rarement a une atteinte hépatique.
3.1.5.2Examens microscopiques
Un cas suspect cliniquement de paludisme doit faire en urgence 1’objet d’une confirmation
parasitologique.
Le diagnostic parasitologique permet :

— Un diagnostic sdr et une confirmation de 1’espéce en cause.

— Une meilleure et adéquate prise en charge selon 1’espéce en cause.

— Un suivi post-thérapeutique.

— Larecherche d’autres étiologies dans le cas ou le résultat est négatif

— L’éviction de prise médicamenteuse inutile
Le diagnostic parasitologique se fait par les méthodes suivantes :
3.15.21 La goutte epaisse
C’est la technique de référence qui est basée sur la micro concentration de I'échantillon. Elle
consiste a examiner environ 6uL de sang apres hémolyse des globules rouges et coloration
selon la méthode de Giemsa. C’est une technique relativement facile et rapide mais qui
nécessite un microscopiste expérimenté pour donner un résultat fiable. Le diagnostic d’espéce
n’est pas toujours facile. L’estimation de la parasitémie est exprimée par le nombre de
trophozoites par microlitre de sang et cela en fonction du nombre de leucocytes.
3.1.5.2.2 Le frottis mince
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La lame est colorée selon la méthode de May-Grunwald ou par du Giemsa apres fixation a
I’alcool. Les parasites colorés en rouge (noyau) et bleu (cytoplasme) sont retrouvés a
I’intérieur des globules rouges (pas d’hémolyse dans cette technique). Cette technique a
I’avantage de permettre 1’identification d'espéces et la quantification de la parasitémie sous
forme de pourcentage (nombre d’hématies parasitées / nombre d’hématies totales 100).
Cependant le frottis doit étre préparé correctement car la précision du diagnostic dépend de la
qualité du film sanguin et de I'expérience du technicien.
3.1.5.2.3 La technique Quantitative Buffy Coat
I1 s’agit d’une technique basée sur une centrifugation en tube capillaire et un marquage non
specifique des parasites par un fluorochrome (acridine orange). C’est une technique de
concentration, donnant une sensibilité équivalente a celle de la goutte épaisse. En revanche,
elle nécessite un matériel spécifique (microscope a fluorescence, filtre de longueur d’onde
spécifique de I’acridine orange, centrifugeuse et capillaires) et les réactifs sont difficilement
disponibles. De plus, elle ne permet pas d’identifier I’espéce plasmodiale ni de déterminer la
parasitémie.
3.1.5.3 Techniques immunologiques
3.1.5.3.1 La détection d’antigéne par test de diagnostic rapide
Il s’agit des kits de détection préts a I’emploi qui permettent en quelques minutes et sans
materiel particulier de mettre en évidence la présence du Plasmodium. La détection d’antigéne
parasitaire se fait par immunocapture a 1’aide des bandelettes réactives sensibilisées par des
anticorps monoclonaux spécifiques : HRP2 (protéine 2 riche en histidine), pLDH (lactate
déshydrogénase du plasmodium), Anticorps anti-aldolase (39). Cet outil, simple d’utilisation
et d’interprétation ne doit jamais étre utilisé isolement. En effet, les TDR (tests de diagnostic
rapide) ne sont pas en mesure de déterminer toutes les especes de Plasmodium ou de
quantifier les parasites du paludisme.
3.1.5.3.2 Tests sérologiques
Plusieurs techniques peuvent étre utilisées pour déceler la présence d’anticorps anti palustres
dans le sang. Ainsi on peut citer :

- Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

- Western blot

Ces différentes techniques ne sont pas utilisées pour un diagnostic d’urgence.
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La sérologie est surtout utilisée sur le plan épidémiologique et pour le diagnostic de certaines
formes cliniques tel le paludisme viscéral évolutif, au cours duquel le taux d’anticorps est tres
élevé (25).

3.1.5.4 Techniques moléculaires

La PCR (Polymerase chain reaction) classique ou en temps réel, permet de déterminer avec
certitude 1’espéce plasmodiale et guider le traitement. La sensibilité et la spécificité sont
proches de 100% (30).

Cette méthode permet de distinguer les deux sous-especes de P. ovale : P. ovale curtisi et P.
ovale wallikeri en se basant sur I’amplification du géne de la sous-unité 18S de I’ARNTr.

Sur le plan de la spécificité, la PCR, de par sa nature, est un outil trés performant lorsqu’elle
est correctement utilisée. Comparée aux techniques conventionnelles, la PCR a des
performances trés supérieures pour I’identification des espéces. La variante qPCR permet de
quantifier la parasitémie de facon sensible et précise. Cette méthode est particulierement tres
utile dans les études épidémiologiques car permet de détecter les cas d’infections sub-
microscopiques (pauci-parasitisme) et asymptomatiques.

3.1.6 Traitement

Le paludisme est une maladie qui peut étre complétement prévenue et traitée. L’objectif
principal du traitement est d’assurer 1’élimination rapide et compléte du parasite Plasmodium
du sang du patient, dans le but d’éviter la progression vers la forme compliquée du paludisme
(40).

Le paludisme est traité avec des médicaments antipaludiques, mais ceux qui sont choisis
dépendent du type et de la gravité de la maladie (33).

Le paludisme non compliqué est traité avec des médicaments administrés par voie orale.
Les artémisinines en combinaison avec d’autres antipaludiques (amodiaquine, luméfantrine,
méfloquine ou sulfadoxine / pyriméthamine), connus sous le nom de Combinaison
Thérapeutique a base d’Artémisinine (CTA) est le traitement le plus efficace actuellement
contre I’infection avec P. falciparum (28). Une autre association est la dihydroartémisinine et
la pipéraquine.

La CTA est efficace pour environ 90% des cas, lorsqu’elle est utilisée pour le traitement
du paludisme sans complications (24). Pour traiter le paludisme chez la femme enceinte
I’OMS recommande I’utilisation de la quinine au début de la grossesse (1° trimestre) et de
CTA dans les phases avancées (2™ et 3°™ trimestre) (25). Au Mali, le PNLP recommande :

au 1% trimestre de la grossesse du sel de quinine comprimé en raison de 10mg/kg toutes les 8
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heures pendant 7 jours au 2°™ et 3°™ trimestre de la grossesse, les CTA. En cas de paludisme
grave, on administrera sans tarder par voie parentérale des antipaludiques, quel que soit le
stade de la grossesse et sans réduire la dose. L’artésunate constitue le traitement de choix.

Le paludisme sévere et compliqué provoque des urgences médicales qui produisent des
taux élevés de mortalité (33). Le paludisme cérébral est la forme du paludisme séveére et
compliqué avec les plus graves symptdmes neurologiques (41). Le traitement recommandé
pour le paludisme sévére est I’utilisation intraveineuse de médicaments antipaludiques (30).
Pour le paludisme sévére ’artésunate parentéral a une efficacité supérieure a la quinine chez
les enfants et les adultes (28). D’autres études montrent que les dérivés de ’artémisinine
(artemether et arteether) sont également efficaces comme la quinine dans le traitement du
paludisme cérébral chez les enfants (24).

Il est essentiel que dans le traitement initial du paludisme sévere soit administré des
doses complétes de traitement antipaludique efficaces par voie parentérale (ou rectale pour les
enfants de moins de 6 ans). Cela doit étre suivi d’une dose compléte (administration de 3
jours) de CTA efficace par voie orale si le patient peut tolérer le médicament. Deux classes de
médicaments sont disponibles pour le traitement parentéral du paludisme sévére : les dérivés
d’artémisinine (artésunate ou artéméther) et les alcaloides Cinchona (quinine et quinidine)
(42). L’artésunate parentéral (intraveineuse ou intramusculaire) est le traitement a choisir pour
tous les cas de paludisme sévére avec P. falciparum. Il a montré une réduction importante du
taux de mortalité en comparaison avec la quinine parentérale (28).

3.1.7 Prévention

Aucun moyen préventif n’assure a lui seul une protection totale (40). Il convient donc
d’associer les méthodes de protection contre les piqires de moustiques a la
chimioprophylaxie.

La lutte vectorielle a pour but de réduire le contact homme-vecteur. Trois outils ont fait
la preuve de leur efficacité : la moustiquaire imprégnée de pyréthrinoides, la protection
vestimentaire avec le port de vétements imprégnés de perméthrine et 1’application d’un
répulsif sur les zones cutanées découvertes.

L’utilisation de moustiquaire imprégnée d’insecticide est le moyen de lutte antivectorielle
le plus couramment utilisé. Son usage est recommandé pendant le sommeil, quel que soit
I’age. Cette mesure est a privilégier chez I’enfant éveillé. Le port de vétements imprégnés est
recommandé a tout age. Aprés une imprégnation par trempage, 1’efficacité disparait au-dela

de 5 lavages. Aprées pulvérisation, I’efficacité disparait apres un ou deux lavages.
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Au niveau européen, ’utilisation des répulsifs arrive a son terme. L’usage du DEET et
celui de I’IR3535 ont été validés et les produits contenant I’une de ces molécules commencent
a faire I’objet d’une autorisation de mise sur le marché (AMM) pour leur commercialisation.

Il est possible d’utiliser de fagon ponctuelle des produits insecticides en aérosol. Les
insecticides diffusibles d’intérieur ont une efficacité¢ la aussi modérée mais sont un appoint
utile notamment pour les voyageurs ou les séjours prolonges.

Le Traitement préventif intermittent du paludisme consiste en un protocole thérapeutique
antipaludique complet administré lors de visites prénatales systémiques, dans le but de
prévenir D’infestation palustre. L’OMS recommande trois doses ou plus de TPIp par
sulfadoxine-pyriméthamine (SP) de qualité controlée.

La Chimioprévention du paludisme saisonnier consiste en une administration intermittente
de protocole thérapeutique antipaludiqgue complet aux enfants pendant la saison de
transmission du paludisme. L’objectif est de prévenir 1’infection palustre pendant la période
ou le risque de transmission est le plus élevé. L’OMS recommande le recours a la CPS de la
sulfadoxine-pyriméthamine et de 1’amodiaquine dans les zones ou la transmission du
paludisme est fortement saisonniére.

3.1.8 Immunité antipaludique

L’immunité naturelle au paludisme est acquise de maniere progressive, a 1’issue
d’expositions répétées a I’infection palustre. Elle s’acquiert plus rapidement vis-a-vis des
formes graves de la maladie (43). 1l y a donc une corrélation négative entre I’immunité contre
les symptomes et la parasitémie et cela varie en fonction du degré d’endémicité du paludisme.

L’immunité acquise naturellement contre le paludisme est robuste et protectrice contre
la diversité des souches (44). Elle offre une protection solide contre la morbidité et la
mortalité séveres. Les adolescents et les adultes dans les zones endémiques développent
rarement les formes compliquées potentiellement mortelles du paludisme (45).

Apres plusieurs années d’infections répétées, ’homme peut acquérir une immunite,
appelée prémunition. Cette immunité n’est pas stérilisante car il n'élimine pas complétement
la parasitémie. Elle est aussi labile car la prémunition disparait en 1’absence de contacts
fréquents entre 1’étre humain et le parasite (46) a travers les piqdres infestantes des
moustiques. Elle disparait apres que le sujet quitte la zone d’endémie.

La mise en ceuvre des interventions préventives actuellement disponibles influe sur la
chronologie de cette immunité naturelle, une prévention efficace étant susceptible de retarder

I’acquisition de I’'immunité naturelle.
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La grande majorité des travaux sur I’immunité anti-palustre a été menée sur des modeles
murins ou d’échantillons prélevés sur des individus naturellement exposés (47). Les modeles
murins permettent une dissection minutieuse des réponses immunitaires dans tous les organes,
a des stades d’infection bien définis et dans le contexte de différentes manifestations de la
maladie selon la combinaison de la souche parasitaire et de 1’hote murin (48).

On peut distinguer une immunité dirigée contre les stades pre-érythrocytaires visant a
empécher I’invasion et la croissance du parasite au sein des hépatocytes, et une immunité
dirigée contre les stades érythrocytaires, visant a bloquer 1’invasion et la croissance du
parasite au sein des globules rouges (49).

Ces mécanismes immunitaires font intervenir différents acteurs cellulaires et solubles des
réponses immunitaires innée et adaptative qui cooperent tout au long de 1’infection.
3.1.8.1 Immunité cellulaire

Les réponses immunitaires adaptatives cellulaires et humorales sont essentielles pour
limiter la réplication du parasite Plasmodium et la gravité du paludisme (50).

Les lymphocytes T CD8+ jouent un rdle crucial dans I’immunité contre les stades pré-
érythrocytaires de I’infection palustre qui sont activés par les lymphocytes Thl (50). Cela, de
par leur interaction avec les différents acteurs de I'immunité innée et adaptative via la
production de cytokines. En effet, ces cellules T auxiliaires sont capables d’orienter la réponse
immunitaire vers une réponse de type Thl en sécrétant des cytokines induisant une réponse
cellulaire telles que Dinterféron y (IFN), le facteur de nécrose tumorale o (TNF-a),
I’interleukine 12 (IL-12) ou vers une réponse de type Th2 en sécrétant des cytokines telles
que I’IL-4, I’'IL-5, I’IL-6, I’IL-10 (51).

Les premiéres études utilisant des modeles expérimentaux ont clairement démontré
que I’immunité protectrice contre les infections induites par les sporozoites nécessite des
lymphocytes T CD8+ spécifiques de I’antigene (52). Certains de ces lymphocytes T CD8+
spécifiques d’épitopes de la protéine Circumsporozoite (CSP) inhibent le développement de
parasites au stade hépatique (53).

Durant la phase exo-érythrocytaire, les hépatocytes infectés vont présenter des
antigenes parasitaires a leur membrane sous forme de complexes avec le CMH-I, complexes
reconnus par le TCR (T-cell receptor) des LT CD8+(54). Cette reconnaissance va induire la
destruction des cellules infectées par cytotoxicité. D’autre part, ces LT cytotoxiques sécrétent
de I’'IFNy, qui active I’oxyde nitrique synthétase a I’origine de la production d’oxyde nitrique,

impliqué dans la destruction des parasites.
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Durant la phase érythrocytaire, I’immunité a médiation cellulaire fait intervenir une
réponse Thl. Cette réponse Thl est stimulée par 'IFNy sécrété par diverses cellules et
diminue au fur et a mesure que la parasitémie décroit. La production d’IFNy active les
macrophages et stimule I’activité des LT CD8+ (phase de I’infection). In vivo, il a été montré
que les souris présentant une faible sécrétion d’IFNy succombaient a I’infection car une
réponse Th2 précoce se met en place au détriment de la voie Thl (55). Les lymphocytes Thl
sont impliqués dans I’augmentation de la production d’anticorps par les LB, permettant
I’opsonisation et la phagocytose des cellules infectées. Les lymphocytes Th2 promeuvent la
production d’IgG4 chez I’Homme, et d’IgG1 chez la souris.

Les cytokines produites au cours de I’infection permettent également l’activation
d’autres cellules effectrices, comme les NK, actives dans 1’¢limination des parasites.

Cette élimination se fait de maniere directe par cytotoxicité, ou de maniére indirecte, via la
production de cytokines. D’autre part, il a ét¢ montré chez la souris que les Lymphocytes T
CDA4+ peuvent a eux seuls conférer une protection contre la parasitémie en absence de
Lymphocyte B (56).

3.1.8.2 Immunité humorale

Les réponses humorales (réponses anticorps) ont été largement étudiées dans le contexte
de I'immunité antiparasitaire et de la protection clinique contre le paludisme (57). Ces
recherches sont basées sur le postulat que I’induction d’anticorps spécifiques au parasite
bloquerait d’importants processus parasitaires et, en tant que telle, la réplication cyclique des
parasites sera soit empéchée ou enchainée.

Les anticorps sont déterminants dans 1’initiation des réponses effectrices de I’immunité
humorale anti-palustre. En effet, le transfert passif de gammaglobulines provenant d’adultes
africains chez des enfants hospitalisés a cause du paludisme était capable d’éliminer les
parasites et les manifestations fébriles (15). Les anticorps sériques interviennent dans la
protection en agissant principalement contre les parasites des stades sanguins asexués qui
causent les symptdmes cliniques du paludisme.

Au cours de I’infection palustre, les anticorps produits sont constitués essentiellement
par des immunoglobulines M et G (IgM et IgG) mais aussi d’autres types
d’immunoglobulines telles que les IgE et IgA.

L’IgG est la plus importante parmi les isotypes d’anticorps. Chez les individus

protégés, les sous-classes cytophiliques 1gG1 et 1gG3 ont été fréquemment rencontrées.
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Cependant, 1I’augmentation de la concentration d’IgG peut étre associée a une diminution du
risque d’infection palustre.

Le role protecteur des IgM dans le cas du paludisme reste a étre élucide.

Les anticorps pourraient potentiellement agir contre le mérozoite libre avant qu’il
n’envahisse 1’érythrocyte, ou contre le globule rouge infecté avant sa cytoadhésion aux parois
endothéliales. Ceci, en activant le complément par la voie classique ou par des mécanismes de
cytotoxicité a mediation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC), d’inhibition cellulaire
dépendante des anticorps (ADCI) et de phagocytose réduisant ainsi la densité parasitaire et les
symptdmes cliniques (17 ; 53). La phagocytose est faite par les monocytes/macrophages, les
neutrophiles et les cellules dendritiques. Ces fonctions effectrices sont médiées par le
fragment cristallisable de 1’anticorps Fc (58). Parmi les quatre sous-classes d’IgG, les IgG1 et
IgG3 peuvent fortement favoriser la liaison des composants du complément. lls peuvent
également se lier avec une grande affinité aux récepteurs Fc (FcR) sur les cellules
phagocytaires, notamment les récepteurs FcyRIla et FcyRIlla (59). Ils sont donc appelés
anticorps cytophiles. Chez les individus naturellement protégés contre le paludisme, la
réponse 1gG dirigée contre les antigenes du mérozoite implique principalement les 1gG1 et
IgG3 cytophiles, ce qui confirme que les fonctions d’anticorps médiées par la région Fc sont
importantes pour I’immunité antipaludique (60).

Apreés sélection et expansion clonale, une partie des Lymphocytes B se différencie en
lymphocytes B mémoires et une autre partie constitue un pool de plasmocytes sécréteurs
d’Anticorps. Lorsque les anticorps spécifiques reconnaissent 1’antigéne (Ag), ils peuvent
former un complexe immun qui sera internalisé puis détruit par les cellules phagocytaires
(18).

De plus, les modeles murins du paludisme ont permis d’établir que la déplétion en
Lymphocyte B induit des recrudescences chroniques (51).

Les mécanismes impliqués dans [’acquisition de I’immunité naturelle ne sont pas

entierement connus.
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Figure 4 : Principales réponses immunitaires contre le paludisme. Régulation possible de
I’immunité adaptative au paludisme au stade sanguin par les cytokines produites par les
cellules de la réponse immunitaire innée. Récepteur Toll-like (TLR) ; Interféron- (IFN) ;
Cellules Dendritiques (CD) ; Interleukine-12 (IL-12) ; cellules tueuses naturelles (NK) ;
cellules T helper (Th1) ; facteur de croissance transformant- (TGF-) ; récepteur des cellules T
(TCR) ; facteur de nécrose tumorale tumorale (TNF) ; monoxyde d’azote (NO). Source :
Stevenson M Riley, 2004 (61).

3.1.9 Vaccins antipaludiques

Plusieurs vaccins candidats contre le paludisme a P. falciparum sont en phase d’évaluation
clinique ou préclinique avancée. Des approches utilisant des antigénes protéiques
recombinants et ciblant différentes phases du cycle de vie parasitaire sont en cours
d’¢laboration. Seul le vaccin RTS, S/ASO1, un vaccin du stade pré-érythrocytaire constitué
d’un fragment de protéine circumsporozoite de P. falciparum (CSP) fusionné avec 1’antigéne
de surface de I’hépatite B (S) a achevé 1’évaluation de phase Ill et obtenu un avis

réglementaire favorable (62).
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Figure 5 : Cycle biologique avec les différentes approches de développement de vaccin.
PfSPZ : Sporozoites entiers de Plasmodium falciparum ; RTS, S : Antigene de surface de
I’hépatite B seul (S) fusionné avec un fragment de protéine circumsporozoite de Plasmodium
falciparum contenant ses répétitions centrales et des épitopes de cellules T (RTS) ; Pfs25,
230, 48/45 : Protéine de surface du stade sexuel de Plasmodium falciparum. Source : Doumbo
et al, 2018 (63).
3.1.9.1Vaccins antipaludiques contre les stades pré-érythrocytaires

Les vaccins dirigés contre le stade pré-érythrocytaire ont pour objectif de prévenir
I’infection des hépatocytes et/ou de détruire les hépatocytes infectés (64). Les mécanismes
immunitaires effecteurs comprennent des anticorps contre la surface du sporozoite et

I'interféron produit par des cellules T CD4+ CD8+.
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Les bénéficiaires principaux sont les enfants des zones endémiques, les voyageurs et les
résidents non immuns de zones a faible transmission. Un vaccin de ce type appelé RTS,
S/ASO01 est en cours de développement.

Le RTS, S/ASO1 est composé de particules protéiques comprenant 19 copies de la
portion répétée centrale de la CSP et d’une partie (épitope T) de sa région carboxy-terminale
fusionnées a I’antigéne S du virus de I’hépatite B, et d’un adjuvant complexe, I’ASO1. Ce
vaccin se présente sous la forme d’une formulation liquide-solide a deux flacons. Un flacon
contient I’antigéne lyophilisé (RTS, S) qui doit étre reconstitué avec le contenu du deuxiéme
flacon, le systeme adjuvant ASO1 sous forme liquide.

En 2019, trois pays (Ghana, Kenya et Malawi) ont déployé la vaccination antipaludique
RTS, S dans des zones sélectionnées par le biais d’un programme pilote coordonné par
I’OMS. Des essais cliniques rigoureux ont montré que le vaccin permettait de réduire a 4 sur
10 les cas de paludisme chez les jeunes enfants. Dés le mois d’Octobre 2020, prés d’un demi-
million d’enfants ont regu leur premiére dose de vaccin dans trois pays africains. Le
programme de vaccination RTS, S a été déployé en partenariat avec les ministéres de la Santé
des trois pays, PATH et GSK, le fabricant du vaccin. Ce programme est financé par des
contributions de 1’Alliance mondiale pour les vaccins et la vaccination (GAVI), du Fonds
mondial et United.

Un autre candidat vaccin a base de CSP fusionné avec HBsAg combiné a I’adjuvant
Matrix M dénommé R21 a montré une bonne efficacité en phase Il et est en cours
d’évaluation en phase Il en Afrique (65).

D’autres vaccins CSP ou contre les antigénes de stades pré-érythrocytaires sont en
cours de développement (65). Ils incluent un ou plusieurs antigénes comme : TRAP
(thrombospondin-related adhesive protein) ; LSA-1 (Liver stage antigen 1) ; LSA-3 ; SALSA
(Sporozoite and liver stage antigen) ; STARP (Sporozoite threonine and asparagine rich
protein) ou EXP-1 (Exported antigen 1).
3.1.9.2 Vaccins antipaludiques contre les stades sanguins asexués

A ce jour il n’y a que des candidats vaccins en développement. Un vaccin contre les
stades érythrocytaires asexués viserait soit a empécher I’invasion des hématies et donc a
controler les densités plasmodiales circulantes, soit & empécher I’évolution des infections vers
les formes cliniques et potentiellement graves de la maladie.

La principale cible des vaccins contre les stades sanguins asexués est le mérozoite, la

forme du parasite qui envahit les hématies. Leurs bénéficiaires seraient les enfants des zones
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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.

Les candidats vaccins contre les stades érythrocytaires asexués comprennent les
antigenes : AMA-1 (Apical membrane antigen — 1) ; GLURP (glutamate rich protein) ; HRP-
1; MSP-1 (merozoite surface protein - 1); MSP-2; MSP-3; RAP-2 (rhoptry-associated
protein) ; RESA (ring infected erythrocyte surface antigen) ; SERA (serine-repeat antigen) ;
PfEMP-1 (Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein-1) (25).
3.1.9.3 Vaccins antipaludiques bloquant la transmission

Des anticorps dirigés contre des antigénes des stades sexués du parasite peuvent bloquer
le développement du parasite dans son vecteur. Elle ne visait pas a protéger I’individu vacciné
mais a empécher la transmission des parasites de I’homme au vecteur et plus tard du vecteur a
I’homme. Ce type de vaccin serait utile en combinaison avec des vaccins ciblant d’autres
stades de développement du parasite (66). Les candidats vaccins bloquant la transmission en
développement comprennent les antigenes : Pfs230 ; Pfs48/45 ; Pfs28 ; Pfs25 (67).
3.1.9.4 Famille des protéines de surface du mérozoites (MSP)

De nombreuses protéines de surface mérozoite ancrées au GPI ont été identifiées. I
s’agit notamment de protéines connues sous le nom de MSP (Protéines de Surface
Mérozoite) : MSP-1, MSP-2, MSP-4, MSP-5, MSP-10, MSP-11 et de protéines possédant le
domaine 6-cysteine (Pf92, Pf38, Pf12). Les MSP sont en général impliquées dans le contact
initial et aléatoire entre le globule rouge et le mérozoite. D’autres protéines sont ancrées a
travers une molécule de GPI. 1l s’agit de RAMA (Antigéne membranaire associé au rhoptrie),
CYRPA (Antigéne protecteur riche en cystéine) et GAMA (Antigéne micronemal a ancrage
GPI). Ces protéines migrent vers la surface du mérozoite a partir des organites avant ou
pendant I’invasion des globules rouges. Les protéines de type DBL (Duffy Binding Like)
proviennent des micronemes et comprennent: EBA-140 et EBA-175. Les PfRhs (P.
falciparum Reticulocyte-binding homologues) proviennent des rhoptries et comprennent :
PfRh1, PfRh2a, PfRh2b, PfRh4 et PfRH5. La protéine intégrale AMAL (Antigene
membranaire apical 1) initie la formation d’une jonction serrée en se liant au complexe RON
(Protéines du cou rhoptrie).

Les protéines de surface mérozoite (MSP) sont considérées comme des candidats
vaccins prometteurs contre le paludisme au stade sanguin. Elles joueraient un role important
dans le processus d’invasion des globules rouges. Elles sont en général immunogenes selon

les études immuno-épidémiologiques (13). MSP-3 a longtemps été évaluée pour sa
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candidature au vaccin, cependant, la candidature d’autres membres de la famille MSP3 est
insuffisamment caractérisée (14). Ici nous avons étudié MSP-11, un membre de la famille
MSP3 pour son potentiel en tant que candidat vaccin au stade sanguin.

3.1.9.5 Merozoite Surface Protein-11 (MSP-11)

MSP-11 est une protéine longue de 405 acides aminés sans site d’ancrage GPI ou de

domaines transmembranaires (13). Il contient :
e Un peptide signal a son extrémité N-terminale ;
e Une région acide qui est susceptible d’interagir avec les molécules chargées
positivement ;
e Une séquence de type leucine-zipper comme pour médier les interactions protéine-
protéine.

Ces caractéristiques soutiennent une interaction possible de MSP-11 avec le globule
rouge pendant I’invasion ou d’autres protéines de surface du mérozoite (MSP-3 et MSP-4)
pour former un complexe moléculaire (19). Les paralogues de MSP-11 sont MSP-3 et MSP-6.

Il a été récemment démontré que la partie C-terminale de MSP 11 est fortement
antigénique. Les anticorps provenant des patients hyper-immuns contre cette partie réagissent
de maniére croisée avec MSP3 et d’autres paralogues (68). Ceci montre que I’homologie
existant entre ces deux protéines pourrait étre responsable d’une telle réactivité.

Un essai d’immunofluorescence (IFA) a révélé que la protéine MSP-11 se localise
probablement sur la partie apicale du mérozoite chez les schizontes matures (14). Apres
I’invasion, il s’est localis¢ dans la vacuole parasitophore et ensuite dans les taches de Maurer
des trophozoites selon la méme étude (14).

Un test d’inhibition de la croissance in vitro a révélé que les anticorps de lapin anti-

MSP 11 inhibent I’invasion des érythrocytes par les mérozoites (14).

Thése de pharmacie 2020-2021 Diessira DIABATE Page 31



DYNAMIQUE DES REPONSES SEROLOGIQUES CONTRE L’ANTIGENE MEROZOITE SURFACE PROTEIN
(MSP11) DE PLASMODIUM FALCIPARUM CHEZ LES ENFANTS DE 0 A 15 ANS A SAMAKO, MALL.

Tableaux | : Candidats vaccins antipaludiques et leur développement clinique.

Cible biologique Nom du candidat vaccin Phase de développement
Stades pré-érythrocytaires
En implémentation pilote
RTS, S/IASO1
actuellement

R21/MM Phase 11
CSP

NYVAC-Pf7 Phase lla

PfCS102 Phase lla
TRAP/SSP2 ChAd63/MVA ME-TRAP Phase Ilb

_ ] PfSPZ Phase b

Sporozoite entier

SPf66 Phase I11
Stade érythrocytaire

Combinaison B Phase |
MSP1

PfCP-2.9 Phase |
MSP2 MSP2-C1 Phase |
SERA BKSE36 Phase |
MSP3 GMZ2 Phase Il
Stade gamétocytaire

Pfs25M-EPA/ASO1 Phase |
P25 Pfs25/Montanide ISA 51 Phase |

Pfs25-EPA/Alhydrogel Phase |
P230 Pfs230D1M-EPA Phase |
P48/45 Pvs48/45 Préclinique
P28 Pfs28 Préclinique

CSP : protéine circumsporozoite, TRAP/SSP2 : proteine anonyme liee a la thrombospondine /
protéine de surface 2 du sporozoite), MSP1 : protéine de surface du mérozoite 1, MSP-2 :
protéine de surface du mérozoite 2, SERA : antigene riche en sérine, MSP-3 : protéine de
surface du mérozoite 3, P25, P230, P48/45, P28 : protéines de surface du stade sexuel de

Plasmodium falciparum
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4 MATERIELS ET METHODES
4.1 Site de I’étude

Cette ¢tude a été menée a Samako, un village d’environ 3000 habitants situé¢ dans la
zone de savane soudanaise de la vallée du Haut Niger (district de Kati) a environ 70 km au
sud-ouest de Bamako, la capitale du Mali. Samako est a 5 km de Bancoumana ou le Malaria
Research and Training Center (MRTC) a établi un site de recherche sur le paludisme depuis
2000. L’espece P. falciparum est la plus prédominante dans cette région et représente plus de
95% des cas de paludisme (69). La transmission est principalement saisonniére de juin a
décembre. La zone d’étude a été précédemment décrite comme une zone hyper-endémique du

paludisme (69).
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Figure 6: Carte montrant I’emplacement du site d’étude. La taille des points

rouges indique le nombre approximatif relatif d’habitants. Source : Nabet et al, 2016
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4.2 Type et période d’étude
Il s’agit d’une étude de cohorte. Elle s’est déroulée d’Aotit 2011 a Juillet 2012 selon un
suivi de quatre visites actives et des visites passives.
4.3 Population d’étude
La population d’étude était constituée d’enfants de la tranche d’age de 0 & 15 ans
résidant & Samako durant la période de 1’étude.
- Critéres d’inclusion
Les critéres d’inclusion étaient les suivants :
v Avoir donné I’assentiment ou le consentement des parents ou tuteurs.
v Etre 4gé de 0 a 15 ans.
v Etre disponible pendant la durée de I’étude.
v Etre résidant connu de Samako.
v Etre disposé a fournir les informations demandées et les échantillons biologiques.
- Critéres de non inclusion
Les critéres de non inclusion étaient :
v Présenter un état physique altéré qui ne pourra pas permettre de réaliser les
procédures de 1’étude.
v/ Etre participant a un essai de vaccin antipaludique durant la période de 1’étude.
- Echantillonnage et détermination de la taille de I’échantillon
Elle a été calculée en assumant une prévalence du paludisme de 20% sur le site de
Samako. La taille minimum de 1’échantillon requise était de 113 aprés avoir utilisé une
puissance de 80% et un risque a de 5%. En considérant un risque de perdre 5% des
échantillons lors des expériences de laboratoire, la taille minimum totale de 1’é¢tude était de
113+(113) x 0,05 = 119. Nous avons effectué un échantillonnage aléatoire simple.
4.4 Meéthodes d’étude
4.4.1Schéma de I’étude
En 2011, nous avons effectué trois visites : la 1% visite a lieu en Ao(t, la 2°™ en

octobre et la 3°™ en décembre. Nous avons fait la 4™ visite en juillet 2012.
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Figure 7 : Diagramme de I’étude

4.4.2 Diagnostic du paludisme

Les cas de paludisme ont été dépistés de facon passive et active. Le dépistage actif des
cas a été réalisé pendant quatre visites actives. Un examen clinique et une goutte épaisse et
frottis mince étaient réalisés chez chaque enfant au cours de ces visites. Le passage passif
consistait a examiner tous les enfants de la cohorte venu au centre de santé pour des raisons
médicales en dehors des jours de visites actives pendant la durée de 1’étude.

Le diagnostic du paludisme était basé sur la goutte épaisse et le frottis mince. Les
parasitémies étaient évaluées sur la base du nombre de parasites sur 300 leucocytes et
rapportées a 7500 leucocytes /pl.

L’acces palustre simple ¢€tait défini par la présence d’une parasitémie de 2500 trophozoites/ul
de sang, associée a une fiévre (température axiliaire>37.5°C)
Le paludisme grave était défini selon les critéres de I’OMS : présence de formes asexuées de
P. falciparum a I’examen microscopique du sang périphérique, associée a une ou plusieurs
des manifestations suivantes :

— Neuropaludisme (coma de stade 11 ou plus),

— Crises convulsives (> 1/24 h),

— Anémie grave (hématocrite < 15% et Hb < 5g/dl)

— Insuffisance rénale (diurése < 400 ml ou créatinine > 265umol/l)

— (Edéme pulmonaire,

— Hypoglycémie (< 2,2 mmol/l ou 0,4g/l)

— Collapsus circulatoire,
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— Hémorragie diffuse,
— Hémoglobinurie massive,
— Acidose sanguine
4.4.3Techniques de laboratoire
Nous avons effectué des tests d’ELISA avec un protocole de 3 jours pour quantifier les
titres des 1gG totales. Nous avons utilisé des contrdles positif (pool des sera de sujets hyper-
immuns) et négatif (sera des sujets naifs, suédois). Nous avons utilisé une courbe de titrage
par lot d'expériences.
- Principe de ’ELISA
La technique ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) est un test immuno-
enzymatique, le plus souvent quantitatif, utilisé pour doser une molécule dans un échantillon
biologique a I’aide des réactions antigéne-anticorps.
- Preéparation de la solution de lavage

La solution de lavage est composée de « Phosphate Buffered Saline (PBS) » et de
Tween 20. Un volume de 500 pL de Tween 20 est mis dans 100 ml de PBS 10X + 900 ml
d’eau distillée. La solution obtenue est la solution de lavage : PBS1X + 0,05% Tween 20
(PBST).

- Préparation de la solution de blocage

La solution de blocage a été obtenue a partir de la solution de lavage PBST et du lait
écrémé. On mélange 1 g de lait écrémé dans 100 ml de PBST, la solution de saturation est
composée donc de : PBST + 1% de lait écrémeé.

- Préparation de la solution de fixation
Cette solution est obtenue a partir du Carbonate-bicarbonate. Dans 100 ml d’eau
distillée, on met 1 comprimé de carbonate-bicarbonate.
- Préparation de la solution d’arrét

Cette solution est préparée a partir de I’acide sulfurique (H2SO4). On ajoute 22 ml
d’acide dans 178 ml d’eau distillée. La solution d’arrét est donc I’acide sulfurique a 2M.

Le test d’ELISA a été réalisé avec les plaques 96 puits Maxisorp®, Nunc (Falcon) sur
lesquelles sont notées le type d’antigéne et la date de la manipulation. Sur chaque plaque, ont
été systématiquement utilisés les sérums d’individus naifs comme témoins négatifs et le
sérum hyper-immun comme témoins positifs. Chaque échantillon a été testé dans deux puits

différents sur la plaque. Les différentes étapes du test sont :
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I Fixation des antigenes dans les plaques : 100 puL/puits de I’antigéne MSP11 dilué a
1 pug/mL dans la solution de fixation. Les plaques ont été incubées a 4°C pendant une
nuit.

1 Lavages des plaques : Aprés avoir sorti les plaques du réfrigérateur, 5 lavages ont été
effectués avec 200 pL de PBST pour éliminer I’excés d’antigénes. Les plaques sont
ensuite videes et tapotées sur du papier absorbant pour les sécher.

] Blocage des plaques : Les sites non spécifiques ont été saturés avec 200 pL de la
solution de saturation. Les plaques saturées ont été recouvertes avec des papiers
adhésifs et incubées a 37°C pendant 5 heures. Aprés cette incubation, les plaques sont
retirées, vidées et lavées avec du PBST. Cing lavages ont été nécessaires.

7 Incubation des sérums : Les échantillons de sérum a tester, les témoins positif et
négatif ont été dilués au 1/500°™ a partir de la solution de blocage. Un volume de 100

pL de chaque échantillon dilué et les témoins positifs et négatifs ont été distribués
dans les puits en duplicata. Le tout est mis en incubation a 4°C pendant une nuit.

7 Incubation du conjugué (anti-immunoglobuline G couplée a la peroxydase) :
Apres cette incubation, 5 lavages sont faits avec 200 puL de PBST. Apres ces lavages,
100 pL de I’anti-human 1gG dilué au 1/2500°™ dans la solution de blocage sont
distribués dans chaque puits. Les plaques ont été ensuite incubées a 37°C pendant 3
heures a I’obscurité.

71 Révélation : Apres cette incubation, 5 lavages sont faits avec 200 pL de PBST. Dans
chaque puits, sont transférées 200 pL de la solution d’OPD (Ortho-phenylenediamine
dihydrochloride). L’apparition d’une coloration bleue est stoppée par la solution
d’arrét (25 pL/puits).

71 Lecture et analyse des résultats : Les densités optiques (DO) ont été mesurées par

spectrophotométrie a 450 nm.
Un pool de sera recueillis chez les sujets hyper-immuns a été utilisé comme témoin
positif et a permis la validation inter-essai des résultats. Une gamme de dilution
d’immunoglobuline G extrait d’une personne infectée (MIG) était réalisée par lot
d’expérience afin de tracer une courbe de titrage pour voir la variance. Dilution
commencant par une concentration de MIG de 10,7 pL.

— Validation des données

Nous avons réalisé une gamme de dilution d’immunoglobuline G extrait d’une personne

infectée (MIG) par lot d'expériences. Apres avoir revétit 72 puits de notre plaque de nos
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échantillons, les 24 puits restants ont été remplis avec 100 uL de MIG titrés en série pour

servir d’étalons. Nous avons fait une dilution d’une gamme de 11 en commengant par un

volume de 10.7 pL de MIG.
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Figure 8 : Principales étapes du test des anticorps sériques par ELISA
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Positif

Négatif

Figure 9 : Image d’une plaque d’ELISA

4.5 Variables mesurées
- I'a4ge (ans),
- la fievre (T 37,5°C)
- I’acces palustre : présence d’une parasitémie > 2500 trophozoites/pl de sang, associée a une
fievre (température axillaire >37,5° C)
- Le paludisme grave était défini selon les critéres de I’OMS : présence de formes asexuées
- la parasitémie,
- le titre d’anticorps IgG : la quantité d’anticorps IgG présente dans le sérum est déterminée
par titrage de celui-ci en dilution limite (dilution la plus élevée du sang auquel des anticorps
ne peuvent plus étre trouvés).
- Séroprevalence : elle est calculée en divisant le nombre de cas atteints par le nombre total de

cas et en multipliant ce résultat par 100.
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4.6 Saisie et analyse statistique
Les donnees étaient saisies dans Excel et sauvées sous forme de fichier csv. Elles ont
¢été analysées avec R Studio et permis d’estimer les séroprévalences par saison et par groupe
d’age. Nous avons analysé la magnitude des réponses immunitaires qui était la moyenne des
densités optiques des deux puits par échantillons. Nous avons utilisé le modele de régression
de Poisson modifi¢ pour calculer le risque ratio de I’incidence des épisodes palustres entre
séropositifs et séronegatifs. Nous avons eégalement effectué 1’analyse de survie basée sur le
modele de Cox pour comparer 1’évolution de I’incidence des épisodes palustres entre
individus séropositifs et séronégatifs au cours du suivi. Toute valeur de p < 0.05 etait
considérée comme statistiquement significative.
4.7 Considérations éthiques
Le protocole a été approuvé par le comité d’éthique des facultés de médecine, de
pharmacie et d’odontostomatologie de 1’Université des sciences, techniques et technologies
de Bamako. Un consentement éclairé et libre était obtenu des parents ou tuteurs légaux. En
plus, un formulaire d’assentiment éclairé était administré aux adolescents de 1’étude (a partir

de 12 ans). Tous les cas de paludisme étaient traités selon les recommandations en vigueur.
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RESULTATS

Thése de pharmacie 2020-2021 Diessira DIABATE Page 42



DYNAMIQUE DES REPONSES SEROLOGIQUES CONTRE L’ANTIGENE MEROZOITE SURFACE PROTEIN
(MSP11) DE PLASMODIUM FALCIPARUM CHEZ LES ENFANTS DE 0 A 15 ANS A SAMAKO, MALL.

5 RESULTATS

5.1 Caractéristiques de base
Au total 119 enfants ont été sélectionnés dans notre étude. L’age médian des participants était
de 7 ans avec un intervalle interquartile de 7 ans. Les patients de sexe masculin étaient les

plus nombreux avec un sexe ratio de 1.16.

Tableau 11 : Caractéristiques des participants a I’inclusion

Caracteéristiques Cas d’acces palustre Cas asymptomatiques Total
Age (ans) : médiane £ IQR 6+7 7,57 77
Sexe ratio (M/F) 0,95 1,29 1,16
Infection au jour 0 %(n/N) 31,7% (13/41) 34,6% (27/78) 33,6% (40/119)
Taille 41 78 119

IQR : intervalle interquartile ; M/F : masculin/féminin ; n : nombre
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La figure 10 montre une similitude entre les deux courbes d'étalonnage, ce qui signifie qu’il

n’y avait pas un effet de lot significatif dans nos expériences.
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Figure 10 : Analyse des effets de lot. Courbe en bleu= 1% et 2°™ passage ;

Courbe en rouge= passages 3 et 4
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5.2 Réactivité des IgG a I’antigéne MSP11 au cours du suivi

Les concentrations des anticorps IgG contre MSP-11 étaient significativement plus élevées en
ao(t comparé a décembre ou ils étaient faibles et presque équivalents a ceux observés chez les
personnes naives (non exposées au paludisme). Cependant en octobre et juillet les
concentrations d’IgG étaient comparables et 1€geérement plus élevées qu’en décembre (figure

11).

MSP11
3.
Kruskal-Wallis, p < 2.2e-16
E ] .
c 2
o L ]
D
=
o °
o .
1 .
P SO /WU N N SN S——— N—— PR | S— .
; i
— :
L]
Q\"\ Q\'\\ Q\'\\ Q\"l’\ ) 66\% @O
& < &V N W
P o° & S S
\e Q N
\g qa, A\ bc
@ @ .,\@?-’ @
& © 39 <®
Visite

Figure 11 : Variation saisonniére des taux d’IgG anti-MSP-11. Le diagramme en boite MIG
(malaria-specific Immunoglobulin) représente le contrble positif et le Suédois représente le
contrble négatif. Le pointillé rouge représente le seuil de séropositivité (moyenne de densité

optique + 2 écart-types chez les sujets naifs).
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La fréquence des porteurs d’anticorps anti-lgG MSP-11 (séropositivité, définie comme toute
valeur supérieure a la moyenne + 2 écart-types des densités optiques chez les sujets naifs)
étaient globalement plus élevée en ao(t, octobre et juillet comparés au mois de décembre
(Figure 12).
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Figure 12 : Fréquence du portage de I’infection palustre selon la visite. Le diagramme en bleu

représente les personnes séronégatives et le diagramme en rouge représente les séropositis.
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5.3 Réponses IgG et age

Nous avons d’abord analysé la survenue de I’infection palustre en fonction de I'dge en
catégorisant les sujets en 0-5 ans, 6-10 ans et 11-15 ans. Les enfants de 0-5 ans et 6-10 ans

présentaient une fréquence plus élevée d’infection palustre que ceux de 11-15 ans (Figure 13)

30+

20+

Effectif

Paludisme

Mo
B 1

104

0-5ans

6-10ans

11-15ans
Classe d'age

Figure 13 : Fréquence du portage de I’infection palustre selon 1’age. Cette figure représente

I’effectif des enfants impaludés et sains. 0) (diagramme en bleu) = absence de paludisme. 1
(diagramme en rouge) : présence de paludisme.
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Le portage des IgG anti-MSP-11 était plus fréquent chez les grands enfants comparés aux plus

petits en Aodt, Octobre et décembre. Cette différence n’était pas observée en juillet (Figure
14).

MSP11
IgG anti-MSP11: ll Seronégatif [l Seropositif

Visite1 (Aout2011) Visite2 (Oct2011)

60-

40-

i - ‘
g
,.F_J Visite3 (Déc2011) Visite4 (Juil2012)
o 60-
L

40-

i L - -

0-

0-7ans 7-15ans 0-7ans 7-15ans

Figure 14 : Fréquence du portage des IgG anti-MSP-11 en fonction des groupes d’age et de la
visite. Le diagramme en bleu représente les enfants non porteurs des 1gG anti-MSP-11 et celui

en rouge représente ceux porteurs des IgG.
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A la visite du mois d'Aolt, la moyenne des taux d’IgG anti-MSP-11 était significativement

plus élevée chez les grands enfants que chez les plus petits (p=0,019). En octobre cette

différence était encore plus marquée (p=0,005). En décembre la différence entre les grands

enfants et ceux plus petits était toujours significative mais les moyennes étaient plus basses.

Par contre en juillet les moyennes entres les groupes d’enfants étaient comparables (p=0,14)

(figure 15).
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Figure 15 : Comparaison des taux moyens d’IgG anti-MSP-11 selon les visites et les groupes

d’age. Cette figure représente la magnitude des réponses sérologiques en fonction de la visite

et de I'age. Le trait en pointillé rouge représente le seuil de séropositivité.
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5.4. Réponses anticorps et protection contre la survenue des acces cliniques du

paludisme

Les enfants de 0 a 7 ans présentant des réponses anticorps globalement plus faibles et

reconnaissant faiblement I’antigéne MSP11 que les enfants de 7 a 15 ans, il a été ensuite

vérifié si 1’dge pouvait étre un facteur déterminant de la protection contre le paludisme

clinique. Chez les plus petits en début de transmission la différence est significative entre

ceux qui ont le paludisme et ceux qui ne I’ont pas, ceci a tendance a disparaitre avec le temps.

Chez les plus grands, il n’y a pas assez de différence (figure 16).
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Figure 16 : Réponses sérologiques et protection contre le paludisme. (0) : non-cas de
paludisme ; (1) : cas de paludisme.
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Tableau 111 : Niveau d’association des IgG anti-MSP11 avec la protection contre la

survenue des épisodes cliniques du paludisme

Risque Coefficient de

Anticorps : 1C95% P-value e Ajustement
relatif corrélation

I9G antl- 0.84 160-045  0.60 -0.17 Age et lot @ELISA
MSP11 ' Saie ' ' g
IgG anti-
Vep11 0.83 151-045 054 -0.19 Age
I9G anti- 0.75 138041  0.36 -0.28 Lot d’ELISA
MSP11 ' ' ' ' '
IgG anti- 0.75 134-042 033 -0.28 Néant
MSP11 ' ' ' ' '

Selon le tableau, il y a pas d’association entre le portage des anticorps et la survenue des
épisodes cliniques. Le risque de faire la maladie est plus élevé chez les
non-exposés que chez les exposés. Le coefficient négatif signifie qu’il y a une diminution du

risque de portage des anticorps, mais diminution pas statiguement significative

Thése de pharmacie 2020-2021 Diessira DIABATE Page 51



DYNAMIQUE DES REPONSES SEROLOGIQUES CONTRE L’ANTIGENE MEROZOITE SURFACE PROTEIN
(MSP11) DE PLASMODIUM FALCIPARUM CHEZ LES ENFANTS DE 0 A 15 ANS A SAMAKO, MALL.

DISCUSSION
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6 DISCUSSION

6.1 Meéthodologique
Cette étude visait a analyser la variation saisonniere et les impacts des anticorps anti-MSP-11
sur la protection contre le paludisme. Nous I’avons réalisé uniquement chez les enfants mais il
aurait été intéressant d’explorer le méme phénomene chez les adultes qui sont naturellement
plus résistants au paludisme. Aussi la taille de notre échantillon était relativement faible.
Nous avons effectué une étude de cohorte qui était appropriée pour atteindre notre objectif. La
cohorte était composée de 119 enfants de 0 & 15 ans vivant a Samako, au Mali. Ce site est
situé dans une zone hyper-endémique avec une forte transmission saisonniére allant de Juin a
Décembre. La réalisation de 1’étude a été rendue possible par I’obtention de la permission
communautaire et cela a permis leur adhésion & notre méthodologie de travail et aux objectifs
de I’étude. La technique ELISA indirect a été utilisée pour doser les anticorps spécifiques de
I’antigene. En effet, cette méthode a été standardisée dans le cadre du projet « Afro-Immuno
Assay » sponsorisé par AMANET (70). Elle a été utilisée par huit institutions de recherche
africaines et un méme panel de réactifs a été fourni. L’utilisation d’une méthode standardisée
par plusieurs laboratoires avait pour but de permettre une comparaison des résultats. MSP-11
est un antigéne peu ¢tudié ce qui fait qu’il y a peu de données sur la réponse immunitaire
contre cet antigéne. Nous avons utilisé la version 3D7 de cet antigéne sous forme de protéine
entiére recombinante exprimée dans un systéme d’expression de cellules de mammifére (71).

6.2 Caractéristiques des participants
Les participants a 1’étude ayant fait au moins une infection palustre et ceux asymptomatiques
présentaient des caractéristiques semblables notamment au niveau du portage de P.
falciparum. Nous avons trouvé que 1’age moyen était 647 ans pour les cas d’accés palustres et
7,5£7 pour les asymptomatiques. Ceci indique que les deux groupes d’enfants étaient
comparables a I’inclusion. Cette situation permet d’observer un effet des anticorps anti-MSP-
11 sur la protection contre le paludisme clinique en comparant la moyenne des taux d’IgG
anti-MSP-11. Le sexe ratio était de 1,29 chez les asymptomatiques alors qu’il était de 0,95
chez les enfants ayant fait des acces palustres. Ceci n’est pas significatif car le sexe
n’influence pas la capacité a produire des anticorps contre les antigenes. En effet aucune étude
n’a a ce jour démontré que les taux d’anticorps contre MSP-11 sont influences par le sexe.

6.3 1gG anti-MSP-11, age et saisonnalité

Les taux d’IgG anti-MSP-11 augmentaient progressivement de juillet a ao(t pour

diminuer significativement en décembre (figure 12). Cette évolution du taux d’IgG anti-MSP-
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11 n’a pas été décrite chez les enfants. La variation saisonniére des réponses des anticorps
IgG aux antigénes du parasite du paludisme a déja été évaluée dans les contextes d’endémie,
ou les réponses étaient influencées par les saisons (72). Dans notre étude actuelle, la méme
tendance a été observée avec le taux d’anticorps contre I’antigéne MSP-11, suggérant que
I’acquisition de I’immunité contre le paludisme dépend de I’intensité de la transmission du
paludisme et que certains des enfants avaient développé un niveau d’immunité contre le
paludisme symptomatique avant le pic de transmission.

Il 'y avait beaucoup plus de séropositifs en IgG anti-MSP-11 au mois d'aolt comparé
aux mois d’octobre et de décembre. Il apparait que les enfants produisaient les IgG anti-
MSP-11 en pleine saison de pluie qu’en fin et début de saison de pluies. Ceci semble indiquer
que les 1gG anti-MSP-11 sont dépendants de 1’exposition a I’infection par P. falciparum. Ceci
montre aussi que la cinétique de disparition des IgG anti-MSP11 est rapide sans la présence
d’un niveau élevé d’exposition a l'infection palustre. Les moyennes des taux d’IgG étaient
plus élevées chez les enfants de 7 a 15 ans comparés aux enfants de 0 a 7 ans. Comme le
montre cette étude, des études récentes avec des antigénes du stade sanguin menées dans des
régions endémiques ont rapporté une augmentation des taux d’anticorps anti-IgG avec 1’age
(73). Ceci est cohérent avec I’hypothése selon laquelle I’immunité contre le paludisme est en
grande partie développée lors d’une exposition a long terme aux parasites du paludisme.
L’augmentation des taux d’IgG avec 1’age peut refléter une exposition cumulative plus élevée
des enfants plus 4gés aux parasites du paludisme, mais peut également étre due a des enfants
plus &gés ayant un systéme immunitaire acquis plus développé (73). En général, les taux
d’IgG contre des antigénes qui sont associés avec la protection contre le paludisme sont
positivement corrélés avec I'dge. Sur la base de ce constat, nos résultats montrent que
l'antigene MSP11 doit faire 1’objet d'études plus poussées dans le but d’identifier des
candidats vaccins.

Les anticorps dirigés contre les antigenes de surface de globules rouges infectés
constituent un composant important de réponse immunitaire contre les parasites du paludisme
au stade érythrocytaire. Des études antérieures ont démontré clairement que le transfert passif
des anticorps provenant des adultes vivant en zones endémiques peut réduire la morbidité et la
densité parasitaire chez les patients atteints de paludisme (12). La protection contre le
paludisme a P. falciparum est graduellement acquise apres des infections répétées et elle
dépend largement de l’intensité de I’exposition au Plasmodium (74). La gravité et la

fréquence des episodes palustres diminuent avec I'age dans les zones de transmission élevée.
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Néanmoins les parasites sont souvent détectés dans le sang de porteurs asymptomatiques et la
prévalence de parasite est largement utilisée comme une mesure du niveau de transmission
(12). Les mécanismes par lesquels I’immunité protectrice contre le paludisme est acquise et
maintenue ne sont pas encore complétement élucidés (75).

L’évaluation de la prévalence de P. falciparum a révélé que certains enfants
présentaient des affections asymptomatiques avant la saison de transmission maximale, ce qui
confirme une précédente observation que les parasites du paludisme sont fréquents avant la
saison de transmission (76). Il a été suggéré que 1’hébergement des parasites avant la saison
de transmission protege et prévient le paludisme symptomatique pendant le pic de
transmission (77), car la parasitémie asymptomatique stimule le systéme immunitaire avant
toute nouvelle infection. L'immunité naturellement acquise contre le paludisme est
généralement spécifique des souches de P. falciparum. L’accumulation précédentes des
expositions a plusieurs souches permet d’obtenir une immunité efficace contre la maladie
durant la saison de haute transmission. A cet effet, la protection contre le paludisme dirigée
contre les antigeénes parasitaires au cours d’une saison refléte la diversité au sein des épitopes
auxquels les individus ont éte antérieurement exposés. Cet aspect de la diversité génétique des
parasites n’a pas été analysé dans cette étude qui a uniquement utilisé 1'allele 3D7 du gene
mspll dont la prévalence réelle dans la population parasitaire circulante de Samako n’est pas
connue.

I a été prédit que I'immunité acquise naturellement contre le paludisme est un
processus graduel qui serait induit par les formes asexuées du parasite et serait plus efficace
contre un nombre croissant de clones (78). Nos données ont montré que la prévalence de
I’infection était élevée pendant la saison de haute transmission.

Les résultats obtenus indiquent que les enfants de 0 a 7 ans étaient majoritairement
atteints du paludisme. En zone d’endémie palustre, la mise en place de I’'immunité labile se
fait avec 1I’age c’est-a-dire que les plus jeunes sont moins bien protégés que les adolescents ou
les adultes (79). Ces plus jeunes enfants acquiérent cette immunité au cours des différents
épisodes palustres (80). Dans cette étude, des enfants agés de 0 a 15 ans ont été inclus. Une
diminution du risque de paludisme clinique et une augmentation des réponses anticorps avec
I’age sont fréquemment rapportés.

6.4 1gG anti-MSP-11 et protection contre le paludisme
De nombreuses études ont démontré que I’acquisition d’anticorps contre les antigénes

mérozoites de P. falciparum est en association avec 1’exposition au paludisme, et certains ont
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été associés a une immunité protectrice dans des études longitudinales (81). L un des critéres
utilisés pour évaluer objectivement les antigénes mérozoites en tant que cibles de I’immunité
protectrice est la démonstration d’associations protectrices entre les anticorps et le risque
ultérieur de paludisme dans des études longitudinales (82). Bien que les associations avec la
protection contre le paludisme puissent varier d’une étude a 1’autre et étre influencées par de
multiples facteurs, une revue systémique a démontré, que dans l’ensemble, les anticorps
dirigés contre plusieurs antigenes importants des mérozoites étaient associés a une immunité
protectrice (82). Des études antérieures menées en Afrique sub-saharienne utilisant des
sérums humains de personnes vivant dans des zones d’endémie palustre ont trouvé des
preuves d’une association entre les niveaux d’IgG totales anti-MSP-11 et une réduction du
risque ultérieur de paludisme clinique (83, 84). Ici, les taux d’IgG spécifiques étaient
globalement faibles chez les enfants. La différence entre les moyennes de ces taux d’IgG entre
les deux groupes d’enfants n’était pas significative. Nous avons constaté qu’il n’existe pas
d’association statistiquement significative entre les anticorps IgG totaux et un risque plus
faible de paludisme clinique dans la majorité de la population d’étude. Nous avons observé
que les IgG contre MSP-11 n’étaient pas significativement corrélées a un risque réduit de
paludisme clinique. Des études antérieures menees dans le méme domaine ont montré que
MSP-11 est immunogéne chez I’homme et que les anticorps anti-MSP-11 peuvent contribuer,
au moins en partie, a I’immunité protectrice naturellement acquise (14). Dans I’infection
naturelle a P. falciparum, la MSP-11 est une cible des anticorps protecteurs chez les résidents
des zones hyper-endémiques.

Dans cette étude, nous avons montré que les réponses anticorps contre MSP-11 n’étaient pas
significativement associées a une incidence clinique réduite du paludisme. En effet, il est
important de souligner que notre étude présentait des limites qui peuvent influencer la mesure
de I’association avec la protection a savoir entre autres : i) la taille de I'échantillon qui était
faible, i1) 1’utilisation d'une seule variante de la protéine MSP-11, iii) I’absence de données
sur la mesure de I’exposition aux piqlres infestantes des moustiques, iv) le manque de
données sur la diversité génétique des parasites retrouvés chez les sujets infectés.
Actuellement, il n’a pas été introduit dans des formulations de vaccins antipaludiques pour les
essais cliniques chez I’homme. Cet antigéne n’offre pas assez de perspectives pour un vaccin
car les données épidémiologiques et de laboratoire suggerent que les réponses immunitaires
ciblant cet antigéne ne sont pas associées a un risque réduit de paludisme clinique dans de

nombreux domaines avec différentes endémicités du paludisme. Ici, nous avons dosé les IgG
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totaux et ceux-ci n’étaient pas associés a une protection cependant, nous pensons qu’il peut y
avoir une protection avec les sous classes d’IgG (IgG1, IgG2, 1gG3, 1gG4), notamment ceux
qui sont cytophiles (IgG1 et 1gG3). Par ailleurs, une étude menée en Tanzanie a montré que
MSP-3, un paralogue de MSP-11 était sr, bien toléré et immunogene chez les enfants de 12 a
24 mois vivant dans une communauté d’endémie palustre (85). Des études sur des populations
exposees montrent que la MSP-3 induit des réponses anticorps qui sont fortement associées a

une protection clinique contre la maladie (86).
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ET
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7 CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS

7.1 Conclusion
Sur la base des données présentes dans cette étude, nous concluons que les IgG anti-MSP11
varient avec les saisons et sont relativement peu protecteurs. L’antigéne MSP-11 induit des
réponses anticorps, qui ne sont pas significativement associées a une protection contre le
paludisme clinique aprés avoir analysé une centaine d'individus. Nous pensons que cet
antigéne nécessite une évaluation plus approfondie.
7.2 Recommandations
Nos résultats permettent les recommandations suivantes :
e Aux chercheurs :
o De reproduire cette étude dans une autre zone d’endémie palustre tout en
augmentant la taille de 1’échantillon en mesurant les sous classes d’IgG
(IgG1, 1gG2, 1gG3 et 1gG4), et leur fonctions et en tenant compte de la
diversité de I'antigene MSP-11 ;
o D’explorer les réponses anticorps contre plusieurs antigénes combinés.
o Aux populations et aux autorités sanitaires de soutenir la lutte contre le paludisme a
travers la recherche vaccinale car I’acquisition d’'une immunité protectrice contre les

acces cliniques est naturellement possible.
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Résumé

Le paludisme reste un probleme majeur dans les pays africains malgré des baisses
considérables de la morbidité et de la mortalité grace a des outils de lutte actuels. Face a cette
situation, il est urgent d’accélérer le développement de vaccins efficaces pour atteindre
I’élimination du paludisme. Les études de I'immunité naturellement acquise permettent
d’identifier des nouvelles cibles vaccinales mais ont été trés peu utilisées pour tester la plupart
des antigenes de Plasmodium falciparum. Dans cette étude, nous utilisons une étude de
cohorte pour analyser les variations saisonnieres et I’effet des réponses IgG contre la protéine
merozoite surface protein 11 (MSP-11), un des antigénes de P. falciparum qui ont été
insuffisamment étudiés, chez les enfants dans le village de Samako au Mali.

L’age moyen était de 7 ans et 33.6% des enfants ont au moins fait un acces clinique palustre
au cours du suivi. Les taux d’IgG anti-MSP-11 étaient plus élevés chez les enfants de 7 a 15
ans compareés aux plus jeunes sujets. Nous avons observé une variation significative des taux
d’anticorps au cours du suivi qui dépendait de I’intensité de la transmission du paludisme. En

fin, notre étude qui comprenait seulement 119 enfants n’a pas permis de démontrer une

Thése de pharmacie 2020-2021 Diessira DIABATE Page 70



DYNAMIQUE DES REPONSES SEROLOGIQUES CONTRE L’ANTIGENE MEROZOITE SURFACE PROTEIN
(MSP11) DE PLASMODIUM FALCIPARUM CHEZ LES ENFANTS DE 0 A 15 ANS A SAMAKO, MALL.

association des IgG anti-MSP11 avec la protection contre la survenue des cas cliniques du
paludisme.

Abstract

Malaria remains unacceptably a major problem in sub-Saharan Africa despite substantial
reduction in morbidity and mortality due to current control tools. Regarding this situation,
effective vaccines are needed to cost-effectively achieve the malaria elimination agenda.
Studies of naturally acquired immunity help identify new targets for vaccine development but
have not been extensively conducted to test most of Plasmodium falciparum antigens. Here
we utilized a cohort study to analyze the seasonal variation and impact of IgG responses
against merozoite protein 11 (MSP-11), one of the least studied P. falciparum antigens ; in
children in Samako, in Mali.

The mean age was 7 years and 33% of children were tested positive for clinical malaria. Anti-
MSP11 1gG levels were higher in children aged between 7 and 15 years as compared to their
younger counterparts. We found a significant variation of anti-MSP11 1gG responses across
seasons which seems to be dependent of malaria transmission intensity. In this study that only
included 119 individuals, we could not observe any association between antibody responses

and protection against clinical malaria in children 0 to 15 years of age.
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