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INTRODUCTION

Le paludisme est une érythrocytopathie due a un hématozoaire du genre
Plasmodium, transmis & I’homme par un moustique qui est I’anophele femelle
infecté. Il constitue un probleme de santé publigue dans le monde et
particulierement en Afrique au sud du Sahara. En effet il reste la parasitose la plus
dévastatrice méme apres un siécle d’efforts internationaux pour la contrdler. Selon
les estimations récentes de I’'OMS, 219 millions de cas et 660.000 décés dus au
paludisme ont été recensés dans le monde. L’Afrique reste la zone la plus touchée,

80 % des cas et 90 % de decés y sont retrouvés [113].

Cependant, grace aux méthodes d’intervention on note un recul de la maladie en
effet, I’incidence estimée du paludisme a diminué de 17 % et la mortalité de 26% a
travers le monde entre 2000 et 2010 alors qu’en Afrique la diminution de la
mortalité est de 33% durant cette période [112] [113].

Dans ce continent, la mortalité a augmenté entre 1980 (493 000 cas) et 2004 (1
613 000 cas), puis a diminué de 30 % en 2010 (1 133 000 cas) [112]. Le Sénégal
n’est pas épargne par cette maladie. Le paludisme y est endémique avec une
recrudescence saisonniere de Juillet a Décembre. Selon le dernier rapport du PNLP
en 2010, 174.000 cas de paludisme y ont été recenses avec 574 cas de déces
[122].

Pour éradiquer le paludisme, le développement d’un vaccin serait tres utile,
cependant la multitude de stades parasitaires et d’antigenes rend difficile cette
tache. Des antigénes provenant de différents stades (hépatique, érythrocytaire et
gametocytique) sont en cours d’étude pour la mise au point de vaccin. Plusieurs
antigénes du stade érythrocytaire qui est responsable des signes cliniques du

paludisme entrainent une production d’anticorps chez les sujets vivant en zone

1



d’endémie. Parmi ces antigenes, certains interviennent dans I’invasion
érythrocytaire, étape essentielle du cycle évolutif de Plasmodium falciparum
impliquant de multiples interactions spécifiques entre les ligands parasitaires et les
récepteurs érythrocytaires, appelées voies d'invasion. P. falciparum utilise
différentes voies d'invasion pour pénétrer dans les érythrocytes humains, par
I’intermeédiaire de deux familles principales de ligands d'invasion: la famille des
Erythrocyte Binding Antigen (EBA) et la famille des Reticulocyte Binding Protein
Homolog (PfRh) [61-72]. Donc bloquer cette étape, bien qu’elle n’empéche pas
I’infection de survenir constitue un moyen de lutte contre la morbidité et la
mortalité dues au paludisme. Les deux familles (EBA et Pfrhs) font I’objet de
plusieurs études depuis quelques années ceci grace a leur implication dans
I’immunité anti palustre [127]. Le gene Erythrocyte Binding Antigen 175 (EBA-
175) produit plusieurs protéines dont celle de la region 11 qui constitue le site de
fixation a I’érythrocyte, et des anticorps sont élaborés contre cette protéine chez les
sujets vivant en zone d’endémie [111]. Cependant pour que ces antigenes puissent
étre utilisés comme vaccin leurs anticorps doivent étre protecteurs,

malheureusement la présence d’anticorps ne signifient pas qu’ils sont protecteurs.

D’un autre coté le géne EBA-175 présente un dimorphisme dans sa région IlI
(RHIT) qui détermine les alleles F et C, il a été montré que la prévalence de ces
alleles varie selon les pays et dans un pays selon les régions. Ces différences
observees sont des facteurs importants a prendre en compte lors de I’utilisation de
ces antigenes comme vaccins. De plus, I’influence de ces alléles dans la survenue
et la symptomatologie du paludisme a fait I’objet de quelques études mais les

résultats sont contradictoires.

Peu de choses sont connus concernant le réle de cette RIII, cependant des anticorps

sont également produits contre ces protéines F et C et comme pour la région Il
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(RIN) leur nature protectrice doit étre déterminée, ainsi que leur relation avec le

dimorphisme génétique.

La région Il d” EBA-175 constitue le site de liaison du mérozoite a I’acide sialique
de I’érythrocyte, et puisque des anticorps sont dirigés contre protéine, il est
primordial de rechercher si ces anticorps sont capables d’empécher I’invasion des
érythrocytes par les mérozoites de P. falciparum qui représente I’espece la plus
répandue et la plus redoutable. Les études d’invasion et d’inhibition de I’invasion
qui permettent de répondre a ces questions, nécessitent de déterminer la
parasitémie pour un grand nombre d’échantillons, donc mettre au point une
technigue pouvant lire un grand nombre d’échantillons dans un délai relativement
court et permettrait d’éliminer la subjectivité retrouvée avec la microscopie optique

va rendre ces etudes moins fastidieuses et plus fiables.

Ainsi, nous nous sommes fixés comme objectif général d’étudier les antigenes
d’Erythrocyte Binding Antigen 175 (EBA-175) de P. falciparum pour la mise au

point d’un vaccin contre le paludisme.
Nos objectifs spécifiques sont de:

1. Déterminer la prévalence des alléles de la région 111 (RII1) d’EBA-175 de
P. falciparum et des antigénes ABO du systeme sanguin humain en
fonction de ces alléles

2. Faire une étude comparative de la détermination du taux d’érythrocytes
infectés entre la cytométrie de flux et la microscopie optique

3. Rechercher I’inhibition de I’invasion érythrocytaire de Plasmodium
falciparum par les anticorps dirigés contre la region Il d’EBA-175 chez

I’homme.



Cette étude a eté approuvée par le Comité National d’Ethique pour la recherche en
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Premiere partie: Généralités sur le paludisme

1. Epidémiologie du paludisme

1.1. Agents pathogenes
- Classification

Les parasites responsables de paludisme chez I’homme appartiennent :
Regne: Animal

Sous régne: Protozoaires

Phylum: Apicomplexa

Classe: Sporozoea

Sous classe: Coccidia

Ordre: Eucoccidiida

Sous ordre: Haemosporina.

Genre: Plasmodium qui renferme deux sous genres:

Sous genre Plasmodium est caractérisé par des gamétocytes arrondis et renferme
quatre especes responsables de paludisme chez I’homme; P. (P) vivax, P. (P)
ovale, P. (P) malariae et P. (P) knowlesi qui est un parasite que I’on croyait
jusqu’a une date récente spécifique aux especes simiennes, et qui a été découvert

chez I’lhomme pour la premiére fois en Malaisie.

Le sous genre Laverania est caractérisé par des gamétocytes falciformeés. Il
renferme une seule espece P. (L) falciparum et qui est I’espéce la plus redoutable

pour I’homme.



- Biologie

Les parasites du genre Plasmodium vivent chez les mammiféres qui représentent
I’h6te definitif et les insectes vecteurs du genre Anopheles qui correspondent a
I’héte intermédiaire. Pourtant, d'un point de vue strictement biologique, le véritable
hote définitif de cet hématozoaire est le moustique (la reproduction sexuée parasite
I'anophéle). L'homme et les autres vertébrés ne sont que des hétes intermediaires
dans son cycle réplicatif. Néanmoins, pour des raisons anthropocentriques, on

considere que le vecteur n'est pas I'hnomme mais le moustique.

Mince fuseau de 12 u/ 1 y, le sporozoite infectieux est injecté a I'homme lors de la
pigdre d'une femelle d'anophéle infectieuse. 1l atteint le foie en % heure et pénétre
dans un hépatocyte : c'est le début d'une crise pré-érythrocytaire hépatique qui va
durer 6 jours pour P. falciparum, 8 jours pour P. vivax, 9 jours pour P. ovale et

probablement 12 jours pour P. malariae.

Le cryptozoite va subir dans I'hépatocyte une intense multiplication asexuée
aboutissant au corps bleu, énorme schizonte mdr de 40 a 80 p. Ce corps
bleu bourgeonne alors de maniéere a émettre des vésicules contenant les
jeunes mérozoites. Ces vésicules de membrane morte ne sont pas phagocytées par
les macrophages en raison d'une action biochimique des parasites sur la membrane,
qui suppriment les signaux de destruction phagocytaire des cellules mortes. Ces
vésicules sont libérées dans les sinusoides hépatiques pour rejoindre ensuite la

circulation sanguine.

C'est une veritable technique de cheval de Troie qui est ici utilisée pour passer des
cellules hépatiques ausang. Les vesicules y libérent alors un flot de
jeunes mérozoites pré-erythrocytaires qui vont s'y répandre. C'est le début de la

longue phase sanguine: les mérozoites s'accolent aux érythrocytes (margination),



les envahissent, s'y développent (trophozoites) puis s'y divisent (schizontes).
L'éclatement des schizontes mirs ou «rosaces» termine le premier cycle
schizogonique érythrocytaire en libérant dans le sang, avec les dechets du
métabolisme plasmodial (pigments et débris cellulaires), une nouvelle génération

de plasmodiums, les mérozoiteserythrocytaires.

Une succession réguliére de cycles semblables va suivre, qui sera progressivement
remplacée, les défenses immunitaires s'organisant, par des cycles érythrocytaires
gamogoniques préparant les formes sexuées: les trophozoites, au lieu de se diviser,
modifient leur rapport nucléo-plasmatique et donnent des formes a
un noyau volumineux et un cytoplasme densifie, les gametocytes, males et
femelles, qui vont demeurer en attente dans le sang circulant. Déglutis par une
femelle anophéle, ces gameétocytes terminent le cycle sexué: devenus gametes
maéles et femelles ils se conjuguent donnant I'ookinéete, qui apres avoir traversé la
paroi, s'arréte sur la face externe du gastre, devient oocyste puis sporocyste; son
éclatement libére les sporozoites infectieux qui s'accumulent, en attente, dans les
glandes salivaires, rendant ainsi la femelle d'anophéles infectieuse. Lorsque cette
femelle piquera un homme, elle injectera les sporozoites avec sa salive et le cycle

évolutif sera bouclé.

Pour P. falciparumc'est la toute I'évolution biologique avec P. vivax,
P. malariae et P. ovale certains mérozoites pré-érythrocytaires, ne gagnent pas le
sang, mais s'attaquent a de nouveaux hépatocytes: c'est le début des cycles exo-
érythrocytaires secondaires qui vont entretenir dans le foie la parasitose pendant 3
a 5 ans ou plus pour P. vivax, 2 ou 3 ans pour P. ovale et pendant la vie entiere

pour P. malariae.

Au sein du genre Plasmodium, 5 especes sont anthropophiles : P. vivax, P. ovale,

P. falciparum, P. malariae et P. knowlesi. Les trois premieres sont des especes



strictement inféodées a I'nhomme, tandis que Plasmodium malariae et P. knowlesi

peuvent avoir comme hote occasionnel le singe.

1.2. Vecteurs

- Classification
Les vecteurs du paludisme humain appartiennent tous au
Genre Anopheles.
Les anopheles appartiennent au
Phylum: Arthropodes
Classe: Insectes
Ordre: Dipteres
Sous-ordre: Nématoceres
Famille: Culicidae
Sous famille: Anophelinae
Genre: Anopheles

On compte environ 400 especes anthropophiles et zoophiles d'anophéles dans le
monde. Mais seules 60 d'entres elles sont des vecteurs de paludisme dans les
conditions naturelles. Seules les femelles sont hématophages et donc capables de

transmettre le paludisme.



En Afrique sub-saharienne les vecteurs du paludisme appartiennent a une douzaine
d’espéces avec une compétence vectorielle (aptitude a transmettre le parasite) tres
variable.

Les anopheles du complexe Anopheles gambiae sont probablement les plus
répandus et sont ceux qui assurent la plus grande partie de la transmission du
paludisme en Afrique. Au Sénégal 20 especes d'anophéles sont actuellement
connues. Mais les principaux vecteurs du paludisme sont Anopheles gambiae et

Anopheles funestus.

- Biologie
Seule la femelle est hématophage pour pouvoir assurer sa fonction de reproduction.
A chaque ponte, elle dépose des centaines d’ceufs. Or, cela nécessite d’acquérir, au
travers de sa substance nutritive, une forme concentrée d’énergie. Ainsi, les
quelgues microgrammes de sang qu’elle ingere a chaque pigdre (pouvant
representer jusqu’a trois fois son poids) constituent une source concentrée de
nutriments essentiels pour la maturation des ceufs. Elle ne pique que le soir et la
nuit se repérant grace aux odeurs emises par ses proies. Elle dispose d'organes
sensoriels tres puissants, capables de détecter les odeurs corporelles, le gaz
carbonique, la chaleur et la transpiration émis par son hote; elle suit donc ces

stimuli jusqu'a la localisation de I'hote.

La présence d’eau stagnante est necessaire pour la ponte. Ceci est lié a un des
stades de développement du moustique. En effet, c’est une condition sine qua non
pour que les larves survivent puisqu’elles se nourrissent de micro-organismes
aquatiques. Cependant cette restriction n’est pas véritablement contraignante
puisque la source d’eau peut prendre des formes trés diverses : mares, flaques,

trous remplis d’eau dans des arbres, pneus, boites de conserves, etc...



1.3. Cycle évolutif

Le cycle évolutif nécessite 2 hotes: un hote vertébré, qui peut étre I’lhnomme et un
hote invertébré, I’anophéle femelle. 1l comprend une multiplication asexuée ou
schizogonie qui se déroule chez le vertébré, et une multiplication sexuee qui
comprend une gamogonie et une sporogonie qui a lieu chez I’anophéle femelle.
Chez le vertébré, la multiplication asexuée (ou schizogonie) se déroule en 2

phases: une phase hépatique et une phase sanguine.

- Cycle chez ’homme
Phase hépatique pré-érythrocytaire ou phase exo-érythrocytaire

Elle débute lorsqu’un vertébré est piqué par lI'anophele infesté, qui lui inocule dans
le sang des sporozoites. Pendant une demi-heure, ces sporozoites vont rester dans
la circulation sanguine, avant de pénétrer dans une cellule hepatique. Ils
sarrondissent et deviennent des trophozoites. Ces derniers augmentent
progressivement de taille, en méme temps que leur noyau se divise plusieurs fois,
formant ainsi des masses plurinucléées, les schizontes intra-hépatiques ou «corps

bleu ».

A maturité chague noyau s'individualise avec un peu de cytoplasme du parasite
pour donner plusieurs milliers de mérozoites (ou cryptozoites). L'hépatocyte
parasité éclate et les mérozoites libérés pénetrent dans la circulation sanguine;
puis une partie va pénetrer dans les hématies, alors que I’autre partie est détruite

par le systéeme immunitaire.
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Le processus de reproduction se declenche immédiatement dans tous les

hépatocytes parasites pour les espéces P. malariae et P. falciparum.

Ce processus peut étre retardé dans certains hépatocytes qui restent en attente
(d'ou leur nom d'hypnozoites) pendant plusieurs mois voire plusieurs années,
pour les especes P. vivax et P. ovale. C’est ce qui explique les rechutes tardives

provogquees par ces 2 eSpeces.

La durée de la phase exo-érythrocytaire varie selon I’espece plasmodiale. Elle est
de 7 a 15 jours pour P. falciparum. La phase exo-érythrocytaire est cliniqguement

silencieuse.
Phase érythrocytaire ou sanguine

Elle commence avec la pénetration du merozoite dans I’hématie, puis le
mérozoite se transforme en trophozoite. A I’intérieur de I’hématie, le parasite se
nourrit de I’hémoglobine, qui est digérée et produit I’heme qui est ensuite
cristallisée et donne des particules denses de couleur noire appelées hémozoine.
Le trophozoite donne ensuite le schizonte sanguin puis les mérozoites. L’hématie
parasitée éclate et libére les mérozoites dans le courant sanguin. Une partie de
ces mérozoites va pénétrer dans les hématies alors qu’une autre partie sera

détruite suite aux actions de I’immunité.

C'est I’éclatement simultané des corps en rosace d'une méme géneration qui
provoque I’accés de fiévre, typique du paludisme. La durée du cycle
érythrocytaire est de 48 heures pour P. falciparum, P. vivax et P. ovale, 72

heures pour P. malariae et de 24 heures pour P. knowlesi.
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- Cycle chez I’'anophéle
Il se déroule en deux phases, la gamogonie et la sporogonie.
Gamogonie

Apres plusieurs cycles sanguins, certains mérozoites se transforment en éléments
sexués, les gamétocytes males et femelles dont I’évolution ne peut se poursuivre
que chez l'anophele femelle qui s'infeste en piquant un sujet impaludé. Il va
absorber en méme temps que le sang, différentes formes parasitaires, seuls les

gameétocytes poursuivront leur développement.

Dans son estomac, le noyau du gamétocyte male donne par exflagellation, 8
gametes males ou microgametes. Les gamétocytes femelles ne donnent chacun,
gu'un seul gameéte femelle, ou macrogaméte immobile. La fécondation survient
ensuite dans I’intestin de I’anophéle. L’ceuf formé devient mobile (d’ou son nom
d’oocinete). Il traverse la paroi de I’estomac, et va s’enkyster sur la lame basale de

celui-ci. Un tel kyste est appelé un oocyste.
Sporogonie

Le noyau de I’oocyste se divise plusieurs fois; il se forme de trés nombreux
sporozoites (jusqu’a 10 000 par oocyste), qui, par rupture de I’oocyste, sont libérés
dans la cavité du moustique. Une partie de ces sporozoites va envahir les glandes
salivaires du moustique, alors que I’autre partie est perdue. Lors d’un prochain
repas de sang, les sporozoites des glandes salivaires seront injectés avec la salive
(Figure 1).

Le cycle sexué chez Anopheles dure 12 a 20 jours selon la température et I’espece

plasmodiale. Il dure environ 12 jours pour P. falciparum.
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Figure 1 : Cycle évolutif de Plasmodium
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1.4. Mode de contamination

Le mode de contamination le plus répandu est la pigdre de I’insecte vecteur infesté
au cours d’un repas sanguin; mais I’infection peut se produire aussi au décours
d’une transfusion sanguine et dans ce cas le cycle hépatique est court-circuité, et
par voie transplacentaire, dans ce cas les plasmodies apparaissent dans le sang du

nouveau-né avant le huitieme jour de vie.

1.5. Facteurs favorisants

Le paludisme est retrouve en zone tropicale, dans les régions ou pullulent les
moustiques du genre Anopheles. Leur développement dépend de facteurs

climatiques tels que la température, I’humidite et les précipitations.

Les conditions socio-economiques défavorables, (promiscuité), peuvent aussi

favoriser la transmission.

La température affecte la survie du parasite au cours de son cycle sexué chez
I’anopheéle, le développement est plus rapide entre 27° et 31°C et dure entre 8 et 20
jours selon les especes et la température. Le cycle est plus long lorsque la
température est plus basse, et ne peut pas se produire a des températures en dessous
de 19°C pour P. falciparum et 15-16°C pour les autres espéces. La reproduction
des anopheles est également modifiée par la température, et se traduit par un
allongement de la durée de vie des moustiques et I’augmentation de la fréquence

des repas de sang.

Les précipitations constituent également un facteur important dans le

développement des anophéles permettant la sélection des sites de ponte. Des
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modifications du réseau hydrographique (barrage et irrigations) entrainent la

prolifération des vecteurs.

L’humidité de I’air est aussi un facteur important pour la survie des adultes
Anopheles qui ont un taux de survie plus élevé et une activité superieure si

I’lhumidité relative de I'air ambiant est a environ 50 ou 60 %.

De méme, les modifications des couverts vegétaux et la déforestation, favorisent la
multiplication des especes dans les mares ensoleillées. Le développement des
transports, favorisent les mouvements de population et entraine une dissémination

des vecteurs.
1.6. Répartition géographique

Parmi les cing especes de Plasmodium qui infectent I’lhomme, P. falciparum et
P. vivax causent l'importante majorité du paludisme.

P. falciparum, qui provoque la plupart des cas les plus graves et les déeces, est
retrouvé généralement dans les regions tropicales, telles que [I'Afrique
subsaharienne et I’Asie du Sud, ainsi que dans le Pacifique occidental et dans les
pays partageant la forét amazonienne. Au Sénégal, il est responsable de 98% des
cas de paludisme.

P. vivax est courant dans la plupart des régions de I'Asie (en particulier en Asie du
Sud) et de la Méditerranée orientale, et dans la plupart des pays endémiques des
Ameériques.

P. malariae et P. ovale contribuent a un petit nombre seulement des infections
palustres, P. ovale est retrouvé en Afrique et de facon sporadique en Asie du Sud

et du Pacifique occidental, tandis que P. malariae a une distribution géographique
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similaire a P. falciparum mais son incidence est inégale et est probablement sous-
estimee.

P. knowlesi est une espéce responsable de paludisme chez les primates et qui est de
plus en plus signalée chez I’homme dans les zones reculées de I'Asie du Sud en
provenance de pays comme la Malaisie, la Thailande, le Viet Nam, le Myanmar et

les Philippines.

1.7. Indices épidémiologiques

L’étude des limites et de I’intensité d’une épidémie dans une zone peut se faire par
deux approches; soit par une étude quantitative qui consiste a estimer de maniére
précise le nombre de sujets atteints, soit par I’utilisation d’indicateurs pouvant
déterminer de la facon la plus fiable possible le nombre de sujets atteints. Ces

indicateurs sont souvent utilisés dans les zones les moins accessibles.

Chez I’homme

- Indice splénique (1S):
Il est souvent utilisé dans les zones les moins accessibles. Cette méthode est rapide
et non codteuse. Elle consiste a estimer la situation paludique en mesurant par
palpations, les variations de la taille de la rate, notamment chez les enfants de 5 a
15 ans. A chaque acces palustre, la rate augmente de taille de facon importante et
devient palpable sous le rebord costal du coté gauche, ce qui n’est pas le cas en

temps normal.

Il représente le pourcentage de sujets porteurs de spléenomégalie. Cet indice est
apprécie chez les sujets de deux a neuf ans non soumis a une chimiothérapie. 11 est

peu spécifique et reflete les réinfections successives.
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- Indice plasmodique (IP) :

Représente le pourcentage de sujets examinés présentant des hématozoaires dans

leur sang périphérique. 1l renseigne sur le degré d'endémicité dans une collectivité.

Chez I'enfant de moins un an, il reflete la fréquence des infections récentes. Chez
I'adolescent et l'adulte, il informe sur le degrée dimmunité de la population

considéree.
- Indice gamétocytaire (IG)

Représente le pourcentage de sujets porteurs de gamétocytes dans la population
humaine. Il indique le potentiel infectant de la population vis a vis des anopheles et

donc le risque d'infectivité.
- Indice séro-épidémiologique

Est determiné par la moyenne géométrique des titres d'anticorps spécifiques

obtenus chez des sujets donnes.

Les valeurs de ces différents indices, déterminent les zones d'holo, d'hyper, de

méso et d'hypo-endémie (Tableau I).
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Tableau I: Définition des régions d'endémicité palustre

Zone hypo-endémique IS entre O et 10 %, IP inférieur a 25 %
Zone meso-endémique IS entre 11 et 50 %, IP entre 26 et 50 %
Zone hyper-endémique IS entre 51 et 75 %, IP entre 51 et 75 %
Zone holo-endémique IS supérieur a 75 %, IP supérieur a 75 %

IS : Indice splénique / IP : Indice plasmodique.

Chez le vecteur
- Indice sporozoitique:

Il représente le pourcentage danopheles d'une espéce donnée chez lesquels les
glandes salivaires dissequeées dans les vingt quatre heures suivant la capture,

contiennent des sporozoites.
- Indice oocystique:

Il représente le pourcentage d'anopheles femelles d'une espéce donnee, chez
lesquelles une dissection exécutée, dans les vingt quatre heures suivant la capture

établit la présence d'oocystes dans I'estomac.
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1.8. Facies épidémiologiques

Ils représentent, une région ou un ensemble de régions ou le paludisme présente,
dans ses manifestations pathologiques, des caracteres communs liés aux modalités

de transmission du parasite.
Plusieurs faciés ont eté décrits:

- Les facies équatorial et tropical ou le paludisme est stable, présent
tout au long de lI'année ou saisonnier. Toute la population est touchée et développe
une préemunition pendant la prime enfance au prix d'une mortalité infanto-juvénile
élevée, les adultes étant ensuite peu touchés par la maladie.

- Facies sahélien ou la stabilité du paludisme est intermédiaire ;

- Facies désertique et montagnard, ou le paludisme est instable.
L'irregularité de la transmission empéche le développement d'une prémunition et,
au cours de certaines années pluvieuses et /ou chaudes, des épidémies touchant
presque toutes les classes d'age peuvent éclater.

Ces différents facies peuvent étre localement modifiés par les cours d'eau, les

reliefs et les sols.

- Cas particulier du paludisme urbain : En Afrique, le paludisme est
une endémie essentiellement rurale. 1l n'existe pas de vecteurs spécifiquement
urbains. En milieu urbain, la transmission est globalement beaucoup plus faible
qu'en milieu rural, cela explique le niveau d'immunité plus faible des populations
urbaines. On assiste depuis quelgques années a une urbanisation accélérée. De plus
en plus de sujets naitront et vivront en permanence dans les villes ou la
transmission anophélienne est faible, voir nulle. 1ls n‘acquerront pas d'immunité de
prémunition. lls s'infecteront essentiellement a lI'occasion de brefs séjours en zone
rurale et pourront développer, quelque soit I'age, des formes graves de paludisme et
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particulier des neuropaludismes. Ainsi, de par cette accélération de I'urbanisation
en Afrique, on peut prévoir pour les prochaines annees, une diminution des taux
d'incidence du paludisme (les individus auront une probabilité plus faible d'étre
infectes), mais surtout une augmentation de la proportion des formes graves de

paludisme de par I'absence de prémunition.
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Pays et territoires affectés par le paludisme en 2010
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Figure 2 : Répartition géographique du paludisme
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2. Invasion érythrocytaire

2.1. Ultrastructure du mérozoite

Plasmodium fait partie du phylum des Apicomplexa qui sont caractérisés par la
présence d’un complexe apical d’ou leur nom et qui jouent un réle primordial dans
le processus d’invasion. Chez Plasmodium, c’est le mérozoite qui est & I’ origine

de I’invasion érythrocytaire.

Le merozoite se présente sous la forme d'une petite cellule ovale polarisée
possedant une proéminence apicale dont l'organisation est caractéristique des
Apicomplexa. La cellule est recouverte d'une matrice extracellulaire filamenteuse
de 15 a 20 nm d'épaisseur. Les meérozoites de P. falciparum mesurent 1,5 um de
long sur 1 um de large. Le mérozoite ne présente ni cils ni flagelles et ses

mouvements se font par glissements impliquant le cytosquelette parasitaire.

_—Corps
lamellaires
Proéminence
apicale
Micronéme™ T Ribosomes
" Noyau

F— 0,2 pm

[Bannister et Mitchell]

Figure 3: Repreésentation schématique d'un mérozoite
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Le mérozoite est caractérisé par la présence du complexe apical qui est composé de
deux rhoptries, de plusieurs micronémes et granules denses qui interviennent dans
le processus d’invasion. Ce complexe est caractéristique du phylum des

Apicomplexa (Figure 3).

- Le complexe apical

On observe au niveau de la proéminence apicale du mérozoite des organites
particuliers communs aux Apicomplexes et qui sont dénommeés les rhoptries, les
micronémes et les granules denses. Tous sont impliqués a un moment ou a un autre

dans le processus d'invasion des cellules hétes par ces parasites.

Les rhoptries, au nombre de deux chez Plasmodium, sont des organites en forme de
poire d'un diametre denviron 200 nm; elles possédent un pedoncule qui vient
s'ouvrir au pole apical lors de Il'interaction entre le mérozoite et I'érythrocyte. La
présence de rhoptries est restreinte aux stades invasifs qui sont les sporozoites qui
infectent les hépatocytes et les mérozoites qui parasitent les érythrocytes chez
Plasmodium. On ne les détecte plus chez les formes intracellulaires du parasite
précédant la différenciation des mérozoites. Ces organites présentent des
caractéristiques de compartiment sécrétoire et, lors de l'invasion érythrocytaire, le
relargage par ces structures, de protéines ainsi que de lamelles membranaires a été
observé. En effet, une famille de protéines appelée Plasmodium falciparum
reticulocyte binding protein homolog (PfRh) est impliquée dans les interactions

secondaires specifiques entre le mérozoite et les érythrocytes.

Les micronémes sont de petites structures allongees, en nombre plus important que

celui des rhoptries, présentant également des caractéristiques de compartiment
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sécrétoire et non détectables chez les formes intracellulaires de Plasmodium.
Plusieurs protéines de micronémes ont été étudiées (chez Toxoplasma et chez
différentes especes de Plasmodium) dont certaines sont des acteurs de la
reconnaissance de la cellule-hote par le parasite. La famille des Duffy Binding
Like proteins est localisée dans les micronemes ce sont des protéines impliquées
dans les interactions secondaires. Cette famille est constituée de trois membres
chez P. falciparum, Erythrocyte Binding Antigen 175 (EBA-175) [26], Erythrocyte
Binding Antigen 140 (EBA-140) et Erythrocyte Binding Antigen 181 (EBA-181).
Un autre membre de cette famille, Erythrocyte Binding Antigen 165 (EBA-165)

n’est pas exprimé a I’état fonctionnel.

Les granules denses sont des organites sphériques. Ces organites ne sont pas
exclusivement localisés au niveau du pole apical du mérozoite mais certains au
moins déversent leur contenu a ce niveau et ils participent, comme les micronemes
et les rhoptries, au processus d'invasion. Chez Toxoplasma, le contenu des granules
denses semble étre sécrété tardivement lors de l'invasion et participerait a des
modifications de la vacuole parasitophore. Il semble gu'il puisse exister plusieurs
types de granules denses chez Plasmodium dont le contenu serait sécrété avec des
cinétiques différentes lors du processus d'invasion : certains déversent leur contenu
des la formation d'une jonction entre mérozoite et érythrocyte, et dautres plus

tardivement, lorsque la vacuole parasitophore est déja formee.

Chez P. falciparum, une sérylprotéase de la famille des subtilisines, Plasmodium
falciparum subtilisines 2 (PfSUB2), stockée dans les micronémes, est secrétée a la
surface du mérozoite avant de subir une translocation au niveau du p0le postérieur,
dans une voie dépendante de [I’actine, il s’ensuit une protéolyse entrainant

I’élimination ou I’effusion du revétement couvrant la surface du mérozoite [66].
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- La membrane plasmique du mérozoite

Cing protéines parasitaires ont ete decrites a la surface des mérozoites de P.

falciparum.

La plus étudiée est la protéine Merozoite Surface Protein 1 (MSP-1), protéine
polymorphe d'environ 200 kDa ancrée a la surface du mérozoite par un glycolipide
présente chez toutes les especes plasmodiales et dont la maturation, liee au

processus d'invasion, est conservée chez les différents Plasmodium.

Le dernier produit de maturation, MSP-1-19 reste ancré a la surface du parasite
tout au long du processus dinvasion. Cette protéine est composée de deux
domaines de type Epidermal Growth Factor-like domains (EGF). Les protéines
MSP-2, MSP-4 et MSP-5 sont, comme MSP-1 ancrées a la membrane du
mérozoite par un domaine glycolipidique et les génes spécifiant ces protéines sont
arrangeés en tandem sur le chromosome 2 MSP-4 et MSP-5, bien que de séquences
primaires différentes, sont des protéines de 272 acides aminés ayant toutes deux un
peptide signal, un domaine de type EGF dans la région carboxy-terminale et un
ancrage glycolipidique. Chez le parasite murin P. chabaudi, il semble y avoir un
seul de ces trois génes, appelé PCMSP4/5, spécifiant une protéine de structure
similaire a PFMSP-4 et PFIMSP-5 et présentant a son extrémité amino-terminale des

similarités de séquence avec PfMSP-2.

En plus de ces protéines intégrales de la membrane du mérozoite, plusieurs
protéines associées a cette membrane mais sans domaine d'ancrage membranaire,
ont été identifiees. Les protéines MSP-3, Serine-stretch Protein (SERP),
Glutamate-Rich Protein  (GLURP), Acidic Basic Repeat Antigen (ABRA),
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sécrétées par le parasite dans la vacuole parasitophore (\VP) sont en effet détectées

également a la surface du merozoite avec laquelle elles interagissent faiblement.

Les molécules de la surface du parasite impliquées dans ces interactions ne sont
pas identifiées. Une protéine p22 a également été détectée a la surface des
mérozoites, en association avec le complexe MSP-1. Cette protéine n'est pas
dérivée de MSP-1.

Les molécules localisées a la surface du merozoite sont toutes susceptibles de
médier la reconnaissance de la cellule-héte et Iattachement du parasite a
I'érythrocyte. Elles peuvent intervenir a différents stades du processus d'invasion,
pas seulement dans ces etapes précoces de liaison mais également en cours

d'internalisation du parasite.

2.2. Interactions mérozoite-érythrocyte

La membrane érythrocytaire est constituée de deux domaines, une bicouche
lipidique et le cytosquelette. Le domaine lipidique est similaire structurellement a
celui retrouvé chez la plupart des cellules de mammiferes. Le cytosquelette est
différent de ce qui est considéré comme cytosquelette chez les autres cellules parce
qu'il ne contient pas la tubuline, qui est une protéine structurale ne participant pas a
la motilite cellulaire ou a la phagocytose.

Le processus d’invasion est probablement identique chez toutes les especes de
Plasmodium et implique les récepteurs érythrocytaires. Les récepteurs de
I’invasion des érythrocytes, ou du foie sont retrouves dans les micronemes, a la

surface de la cellule et dans les rhoptries.
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Cependant les mécanismes moléculaires de I’invasion restent encore mal connus a
ce jour.

P. falciparum parasite aussi bien les globules rouges agés que les globules rouges
jeunes. P yoelii, parasite de préférence les réticulocytes qui sont des globules
rouges produits depuis moins de 48 heures et qui présentent des restes d’ARN,
mais une fois que les réticulocytes sont tous parasités, certaines souches virulentes
peuvent envahir tous les érythrocytes provoquant une parasitémie élevée et
éventuellement la mort. Ceci a également été retrouve avec P. falciparum, avec le
paludisme sévere et le paludisme simple, la souche virulente envahit tous les
globules rouges alors que la souche avirulente parasite une sous population de
globules rouges. P. falciparum peut utiliser plusieurs voies alternatives pour
envahir le globule rouge avec une efficacité réduite ou parfois égale a celle des
globules rouges qui ont perdu un récepteur tel que I’acide sialique [45]. Sur la
membrane des érythrocytes se trouvent des glycoprotéines qui portent le nom de
Glycophorines (Gly). Chez I’homme, quatre ont été identifiees, il s’agit des
glycophorines A, B, C, et D qui sont des protéines transmembranaires (un seul
passage, hélice alpha), glycosylées, avec une terminaison NH2 externe et COOH
intracytoplasmique.

Trois voies d’invasion acide sialigue dépendante ont eté identifiées: EBA-
175/GlyA, EBA140/GlyC, et une voie d’invasion résistante a la trypsine et
impliquant une protéine PfRh.

La pression exercee par P. falciparum chez I’lhomme a conduit a I’émergence et la

persistance d’un certain nombre de desordres genétiques héréditaires [33] [146].

Des mutations de la glycophorine A ne sont pas retrouvées en Afrique malgré une
invasion réduite des globules rouges ne possédant pas cette glycophorine

cependant celles de la glycophorine B sont retrouvées. Les mutations de la
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glycophorine C causées par une délétion de I’exon 3 du géne GlyC qui codent pour
les antigénes Gerbich sont rares dans les pays occidentaux et sont généralement
retrouvées dans les pays ou le paludisme est endémique. Le systeme Gerbich est
composé de onze antigenes qui sont situés sur les glycophorines C et D de la
membrane des globules rouges.

En effet, dans le nord de la Papouasie-Nouvelle-Guinée, ou le paludisme est
endémique, il a été rapporté que les sujets ne présentant pas les antigénes Gerbich
semblent avoir un avantage sélectif pour éviter les infections a P falciparum et P.
vivax [134].

Des études ultérieures ont confirmeé que la glycophorine C est un récepteur de
I’invasion érythrocytaire chez P. falciparum et que les sujets Gerbich négatifs
expriment une GlyC altérée incapable de se lier au ligand du parasite [100].
Cependant, le parasite peut devenir moins virulent puisqu’il s’adapte a la survie

dans des erythrocytes déficients.

28



N
o—oa Connecheur “ - :
m Monomére d'actine SRV o .
\_ Phmyo-1 o ‘
Analogue de TRAP ot N o
o— ligond parasitaire
il Récepieur érythrocytaire . ¢

Figure 4. Representation schématique de la jonction entre mérozoite et
érythrocyte d'apres Pinder et al. [87]

2.3. Ligands parasitaires et récepteurs érythrocytaires

Les variations des phénotypes ou des voies d'invasion ont été démontrées avec des
isolats de terrain et des souches de laboratoire de P. falciparum. Bien que les
mécanismes ne soient pas entierement compris, des différences dans les
phénotypes d’invasion chez P. falciparum ont été clairement démontrées en
fonction de leur sensibilité au clivage des récepteurs de surface des érythrocytes
avec des enzymes bien définis. Les phénotypes d’invasion peuvent étre classés en

2 groupes principaux:
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- Invasion dépendant de I’acide sialique (SA-dépendante), démontrée par la
diminution de l'invasion avec les érythrocytes traités par la neuraminidase (la

neuraminidase clive I’acide sialique présent sur la surface des érythrocytes),

- I’invasion indépendante de I’acide sialique démontrée par l'invasion

efficace des érythrocytes traités par la neuraminidase (SA-indépendante).

L'invasion des érythrocytes par les mérozoites implique de nombreuses interactions
entre les ligands parasitaires et des récepteurs érythrocytaires; et un certain nombre
de protéines du mérozoite ont eté proposées ou sont établies comme ayant un réle
dans l'invasion érythrocytaire et peuvent étre des cibles d’anticorps inhibiteurs.
[35] (Tableau II)

L'attachement initial est associé aux antigenes présents sur la surface du mérozoite.
De nombreuses protéines de la surface du mérozoite semblent intervenir dans ce
processus. Les meilleurs candidats etant Mérozoite Surface Proteins 1 (MSP1) qui
a comme récepteur la bande 3 [64] et d'autres protéines de surface telles que les
Glycosyl Phosphatidyl Inositol (GP1) [63], mais aussi, MSP4, MSP5, le groupe
MSP-3/6, les familles MSP7 et Serine Repeat Antigen (SERA) semblent
intervenir. 1l existe également sur la surface du mérozoite d’autres protéines
périphériques telles que Plasmodium falciparum protein 41 (Pf41) et Acid Basic
Repeat Antigen (ABRA). L’attachement initial est suivi par une réorientation
apicale du mérozoite, qui a I’inverse est plus connue et implique une protéine
appelée Apical Membran Antigen 1 (AMA1) [102]. PFTAMAL est transportée a la
surface des mérozoites avant que I’invasion ne débute et il a été démontré que des
anticorps dirigés contre PfAMAL1 bloquent spécifiqguement [I’invasion
érythrocytaire bien qu’ils n’interférent pas avec I’attachement initial [102].

Des interactions secondaires sont ensuite requises pour l'activation des processus

d'invasion. Elles concernent deux familles de ligands d'invasion qui sont
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Erythrocyte  Binding  Antigen  (EBAs; EBAL175, EBA140/BAEBL,
EBA181/JESEBL) et P. falciparum Reticulocyte Binding Homolog (PfRh)
(PfRh1,-2a, 2b-, et -4). D'autres membres de ces familles, EBA165 et PfRh3,
apparaissent sous forme de pseudogénes [26 ; 50]. Le role de ces ligands semble
conservé dans une certaine mesure chez différentes espéces de Plasmodium. Les
EBAs présentent une homologie avec les ligands d'invasion de P. vivax et P.
knowlesi, et les protéines de PfRh ont une homologie avec les ligands d’invasion
de P. vivax [60] et P. yoelii [101]

Les mérozoites peuvent utiliser différentes voies d'invasion. [45]. Les changements
dans I'expression et / ou l'utilisation des protéines de EBA et PfRh permettent
I'utilisation de voies d'invasion alternatives. [50 ; 45 ; 19]

L’invasion dépendant de I’acide sialique ou sensible a la neuraminidase implique
les trois (3) EBAs et PfRh1, avec sans doute EBA-175 étant la plus importante.
[26 ; 115 ; 136] Ces ligands se lient a I’acide sialique présent sur la surface des
érythrocytes, EBA175 et EBA140 se lient a la glycophorine A et C
respectivement) [115; 136]. EBA181 se lie a I’acide sialique présent sur la
surface des érythrocytes a la protéine appelée bande 4.1 [91] (Figure 4).

PfRh2b et PfRh4 sont deux ligands importants intervenant dans I’invasion acide
sialique indépendante, et les interactions semblent chymotrypsine sensibles [50].
Cependant, les récepteurs érythrocytaires reconnus par ces ligands sont encore
inconnus.

PfRh2a présente environ 80% d’identité de séquence avec PfRh2b, différant dans
la région C-terminale de la protéine. Il n'existe aucune preuve de la fonctionnalité
de PfRh2a [50].

L'activation de PfRh4 apparait essentielle pour I’invasion indépendante de I’acide
sialique. Lorsque des isolats utilisant une voie d’invasion dépendante de I’acide

sialigue sont selectionnés pour l'invasion d’érythrocytes traités par la
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neuraminidase, il y a un passage a l'utilisation d'une voie d’invasion indépendante
de I’acide sialique et l'induction de PfRh4. L’élimination de PfRh4 bloque la
capacité de passer de la voie d’invasion acide sialique dépendante a celle acide
sialique indépendante. De méme, I’invalidation du géne EBA175 provoque un
changement avec passage de la voie d’invasion acide sialique dépendante a celle
acide sialique indépendante avec l'activation de I'expression de PfRh4.

A I'heure actuelle, il n'existe aucune preuve que d’autres ligands de l'invasion tels
que MSP1 et AMAL, soient impliqués dans la variation phénotypique des voies
d'invasion.

La signification biologique de l'utilisation des voies alternatives pour I'invasion des
érythrocytes et la disponibilité de multiples ligands de I'invasion n'est pas connue
mais pourrait constituer une stratégie pour faciliter I'invasion érythrocytaire du
parasite en cas de polymorphisme des récepteurs de I’hdte ou de réponses
immunitaires qui inhibent la liaison du ligand [50]. Bien que les familles de ligands
EBAs et PfRhs jouent un rdle important dans l'invasion érythrocytaire, leur
importance en tant que cibles d'anticorps inhibiteurs ou de protection n'a pas

encore été établie de maniére claire.
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Tableau Il : Protéines parasitaires impliquees dans I’invasion

Tableau |

Quelques mroEines parasitares impfguees dans le processus ofin vasion

Prokine Localisation Rile (* établi ou ° présumel
parasitaire
MEP-1 Merm brane plasmique du parasite ® nteraction entre parasite et rythrocyte : liaizon par les domaines de type EGF
MEP-2 Membrane plasmigue du mérozoite  Moh détemingé
FfMEF-4 Mem brane plasmique du mérozoite  ° Interaction entre parasite et érythrocyte : lisizon par les domaines de type EGF
PfMSF-5 Membrane plasmique du mérozoite  ° Interaction entre parasite et éryhrocyte  lisison par les domaines de type EGF
PfMEP-3 \aouole parasitophore, association Mon déteming
F{SERP auec la surface du méro @it
FfGLURP
SRR
PfF22 Azzociaton & la surface du mérozoite Mon déterming
awvec le com pfese MSP-1
PfSUE2 Granules denses du mérozaite ® 2 protéase de maturaton de MEP-1
FfEE&1TS Micronémes du mérozoite * hteracion entre parasite et érythrocyte © liaizon A la glycophorine &
FfEhil-1 Mon déerminge ® lnteraction entre parasie et érwthrocye : lisizon par domaine de type Dufiv-binding
P et FranmaDBP  Apes du méroznite * hteracion entre parasite et érythrocyte © liaizon & l'antgéne Cuffy
P+ FEP, &t 4 Apexdu merozoie * Interaction entre parasite et réticulocyte : lisison spécifique
230k Ca Fho pries ® Interaction entre parasite et érythrocyte
PfoprE Apne s du mérozoie * Dégradation de |a, bande 3 érwthrocyiaire, formation de la wacuole parasitophore
Pf-FPLAZ Mon déterminée ® Li bération des mérozoites
Pfa32 Structures de Maurer etmembrane  ® Mainten de l'int2grite du globule rouge, dégradation
plasmique du globule rouge au moment de la libération des mérozoites
PfRESA Granhules denses " lhteraction avec les spectines au cours du déwelo ppem ent intra-ér ythrocwtaire

du parasite
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3. ROole des groupes sanguins dans la pathogénie du paludisme

Puisque Plasmodium interagit avec les globules rouges et y passe une partie de son
cycle, il est primordial d’étudier les interactions entre ces deux éléments.

Ainsi, plusieurs études ont été réalisées aussi bien du coté des mérozoites que de
celle des érythrocytes pour comprendre cette étape.

Dans la pratique clinique, le systtme ABO est le plus connu pour les études de
compatibilité sanguine et a fait I’objet de plusieurs études investiguant son
association avec les infections et les maladies non transmissibles [105; 5]. Une
relation entre la distribution des groupes sanguins ABO et le paludisme a été
suggérée pour la premiere fois il y a plus de 40 ans.

Les sujets du groupe O ont une protection contre les formes séveres du paludisme.
Au Srilanka une étude a montré une forte évidence statistique d’une association
entre les groupes sanguins ABO et la sevérite de I’infection a P. falciparum [92]. Il
a été démontré que P. falciparum forme avec les hématies des rosettes plus larges
chez les sujets qui ne sont pas du groupe O (A, B et AB) que chez les sujets de
groupe O [97]. De maniére intéressante, certaines souches de P. falciparum
déclenchent la formation de rosette dépendant du groupe sanguin [119].

De plus, une plus grande prévalence du groupe O couplée a une faible prévalence
du groupe A est retrouvée en Afrique au Sud du Sahara. Ceci semble étre di au fait
que les antigenes A et B sont des récepteurs pour la formation de rosettes avec les
globules rouges non infectés [27], qui se lient grace a une protéine parasitaire
appelée PFEMP1 exprimée a la surface des globules rouges infectés [12]. Les
rosettes se forment avec les globules rouges du groupe O (bien qu’elles soient plus
petites et plus faibles qu’avec les GR de groupe non O) avec I’implication d’autres

molécules du GR, qui agissent comme des récepteurs alternatifs pour la formation
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de rosettes. Par conséquent, la contribution des groupes sanguins ABO dans le

paludisme nécessite plus d’investigations.

4. Immunité anti palustre et mécanisme d’échappement

4.1. Acquisition de I'immunite

En zone d’endémie, les adultes présentent un paludisme qui dans un premier temps
est sous forme aigue puis se développe sous forme chronique gréace a la réponse
immunitaire qui réduit la parasitémie avec de temps en temps des acces de fiévre
accompagnes d’une augmentation de la parasitémie. Ce cycle peut durer plusieurs
mois avant que I’infection ne guérisse. Les enfants sont plus susceptibles au
paludisme et n’arrivent pas a se débarrasser de la forme aigue qui conduit
rapidement a la mort en I’absence de traitement rapide et adéquat.

Ces observations montrent I’importance de I'immunité dans le contréle du
paludisme.

Cette immunité contre le paludisme est lente a se développer, et peut prendre
plusieurs années en Afrique sub-saharienne, malgre des piqQres répétées de
moustiques infectés. Les enfants agés de cing a dix ans sont capables de
développer une immunité aux formes severes de la maladie, mais souffrent encore
des formes simples du paludisme jusqu'a I'adolescence, I’age auquel I'immunité est
établie. Cependant I'immunité a l'infection n'est jamais acquise de maniere
définitive et les adultes vivant en zones d'endémie, bien que rarement malades du
paludisme, sont souvent porteurs du Plasmodium mais a des parasitémies plus
faibles que chez les enfants. Ces observations suggerent que I'immunité contre les
formes graves, mais aussi bénignes de [linfection peut impliquer différents

mécanismes immunitaires.
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4.2. Mécanismes immunitaires

Théoriquement les mécanismes immunitaires peuvent étre dirigés contre n’importe
quel stade du cycle depuis I’entrée du sporozoite dans I’organisme. Ainsi
I’immunité cellulaire semble plus importante pour les stades pré-erythrocytaires.
Durant la phase érythrocytaire, les formes libres telles que les mérozoites mais
aussi les formes intra-erythrocytaires peuvent étre des cibles de I'immunité. Etant
donné que les molécules HLA ne sont pas retrouvées sur les parasites ou sur la
surface des hématies parasitées, I'immunité humorale semble étre le facteur clé.
Les meécanismes de protection peuvent étre une inhibition de I’invasion
érythrocytaire [22], une destruction médiée par les anticorps cytophiles (anticorps
ayant la capacité de se fixer sur les cellules) [24] et une clairance des hématies
parasitées par les anticorps liant les protéines parasitaires exprimées a la surface de
ces hématies [25].

L’élimination du paludisme passe nécessairement par la mise au point d’un vaccin,
dont l'optimisme vient du fait que, bien que le systeme immunitaire humain
n'empéche pas l'infection, lI'immunité est acquise par exposition naturelle et
continue au parasite. L’obtention d’un vaccin antipalustre efficace semble possible
et est supportée par des observations sur des sujets vivant en zone d’endémie. En
effet, au Madagascar aprés une longue période d’élimination du paludisme, les
sujets qui ont vécu dans cette zone au moins 30 ans avant cette élimination étaient
plus protégés contre le paludisme que les jeunes [43]. On note un rebond de la
réponse anticorps a une variété d’antigenes apres la réinfection, ce qui indique la
présence de lymphocytes B mémoires, donc il semble que les personnes exposées
au paludisme accumulent des lymphocytes B mémoires spécifiques aux antigénes

de Plasmodium au cours de I’exposition.
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Cependant, un vaccin pourrait avoir un mécanisme de protection qui n‘a pas un réle
dominant dans I’acquisition de I'immunité naturelle.
Etant donné la complexité de Plasmodium, il est plus probable que tous ces

mécanismes immunitaires interviennent dans la protection contre I’infection.

4.3. Immunité dépendant des anticorps

Les anticorps sont un facteur important de la protection contre le paludisme qui
induit a la fois une production d’immunoglobulines (lg) speécifiques et des
anticorps polyclonaux. Bien que les anticorps de différents isotypes puissent avoir
des fonctions protectrices, les immunoglobulines G (IgG) sont a cet effet, les plus
performantes. Chez les sujets protégés contre le paludisme, les anticorps cytophiles
des isotypes 1gG1 et IgG3 sont prédominants [130].

En effet I’immunité contre le paludisme est associée aux anticorps 1gG3 alors que
pour 1gG2 les données sont contradictoires, en effet des taux éleves d’IgG2 sont

associés a une augmentation des épisodes de paludisme [109].

4.4, Immunité cellulaire

L’immunité cellulaire semble aussi avoir une importante place dans la protection
contre le paludisme. Des expeériences chez la souris suggerent que la réponse de
type Thl provenant des cellules T CD4+ et CD8+ sont impliqués dans la phase
aigue de la pathologie [55] mais la neutralisation de I’'IFNy n’est parfois efficace
que partiellement [93].

Comme les érythrocytes n’expriment pas d’antigenes du Complexe Majeur

d’Histocompatibilit¢ (CMH), la lyse par les cellules T CD8+ cytotoxiques, des
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érythrocytes parasités par P. falciparum, n’aurait pas un role dans la défense contre
les stades sanguins des parasites.

A l’inverse, de celles des cellules T CD8+, les fonctions régulatrices et les
fonctions effectrices des cellules T CD4+ sont bien établies, aussi bien dans le
paludisme expéerimental de I’animal que dans celui de I’homme. Pour le paludisme
expérimental, la preuve du transfert adoptif de la protection par de telles cellules, et
de l'augmentation de la susceptibilit¢ a I’infection des souris dépourvues de
cellules T CD4+ par deplétion, a été rapportée. Par ailleurs pour le paludisme de
I’homme, I’existence de différentes cellules T CD4+ fonctionnelles chez des sujets
naturellement exposés a été établie de facon expérimentale. Ces cellules répondent
aux antigenes de P. falciparum in vitro en proliférant et/ou en produisant des

cytokines telles I’interféron (IFN) ou Interleukine 4 I’'IL-4 [89].
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Figure 6: Réactions immunitaires au cours du paludisme
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4.5. Immunité contre les stades pré-érythrocytaires

L’ immunité contre les stades pré-érythrocytaires a eté décrite pour la premiére fois
en 1941. En effet des anticorps spécifiques aux sporozoites et acquis de maniere
naturelle ont été retrouvés en zone d’endemie. L’acquisition de ces anticorps est
age et exposition dépendantes [152; 29].

Depuis lors, il a été démontré que les sporozoites atténués peuvent infecter les
hépatocytes mais sont incapables de se différencier en stades erythrocytaires [135].
En effet I’'immunisation avec des sporozoites atténués induit une immunité stérile
et protectrice contre Plasmodium avec tous les modeles d’étude (Humains,
Primates non humains et rongeurs) [69; 132; 164].

Les sporozoites infectent les hépatocytes qui expriment les CMH classe | et Il et
sont par consequent des cibles de I’immunité médiée par les lymphocytes T CD8.
Cependant le mécanisme de protection du RTS,S, le principal vaccin dirigé contre
le stade pré érythrocytaire est anticorps dépendant et n’induit pas une réponse
significative de lymphocytes T CD8+ [85].

La protection est spécifique de I’espece mais pas des souches [70] et peut durer

jusqu'a neuf mois chez I’homme [51].

Circum Sporozoite protein (CSP)

C’est I’une des protéines les plus utilisées comme vaccin, elle est retrouvée a la
surface des sporozoites. Plusieurs études en zone d’endémie ont montreé la présence
d’anticorps dirigés contre cette protéine. Concernant la nature protectrice de ces
anticorps, les données semblent plutot contradictoires, une étude anteérieure a
montre qu’il n y avait pas de corrélation entre la présence d’anticorps anti CSP et
la survenue d’épisodes de paludisme [68] alors qu’une étude plus récente a montré

une association entre la réponse anticorps dirigée contre la peptide Rl du CSP et la
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protection contre les signes cliniques de I’infection chez des enfants en Tanzanie
[23]. Ces anticorps pourraient agir en bloguant la modification de CSP qui est
indispensable pour infecter le foie [23; 34]. Ceci suggére que des anticorps
dirigés contre d’autres protéines du sporozoite ou retrouvées a la surface des

hépatocytes infectées pourraient intervenir dans la protection contre le paludisme.

Liver Stage Antigen 1 (LSA1)

C’est une protéine spécifiquement exprimée a I’interface hépatocyte/parasite des
stades hépatiques uniqguement appelée Liver Stage Antigen 1 (LSAL). C’est une
large protéine de 139 KDa spécifique de P. falciparum et est composée de 86
copies d’une région centrale répetitive de 17 aminoacides riches en résidus E, Q et
L. Des études séro-épidémiologiques au Burkina Faso, au Seénégal et au
Madagascar ont montré la présence d’anticorps dirigés contre LSAL et un épitope
majeur des lymphocytes B [58]. Cependant comme pour la CSP la nature

protectrice de ces anticorps restent a étre déterminée.

Thrombospondin-related Anonymous Protein (TRAP)/Sporozoite Surface
Protein 2 (SSP2)

C’est une protéine transmembranaire des micronemes, conservée chez toutes les
especes de Plasmodium. Elle est retrouvée chez les sporozoites intestinaux et
salivaires et est indispensable pour I’infection des glandes salivaires du moustique
et des hépatocytes de I’hnomme, chez ce dernier I’expression cesse des que le
sporozoite entre dans I’hépatocyte. La mise en évidence d’anticorps anti-TRAP
acquis naturellement a été faite pour la premiere fois au Mali [131]. La
transmission saisonniére dans cette zone a eteé corrélée aux fluctuations dans la
proportion et I’amplitude de la réponse contre la protéine TRAP. Les anticorps ont

persisté jusqu'a la saison séche chez les adultes mais disparaissaient trés vite chez
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les enfants [131]. Les anticorps dirigés contre TRAP sont associes a la protection
contre le paludisme sévere dans une étude au Mali [46] et a la protection chez des
enfants au Kenya [79]. Il n y avait aucune variation entre les niveaux de réponses
IgG entre CSP et TRAP entre les enfants et les adultes durant la saison des pluies.
Par contre dans une étude de suivi chez les enfants au Kenya durant la saison seche
le taux d’anticorps diminue dans cette méme zone, les anticorps dirigés contre

TRAP étaient absents jusqu'a quatre mois, puis augmentent avec I’age [29].

Sporozoite-Threonin-Asparagine-Rich-Protein (STARP)

Elle aégalement fait I’objet d’études sur 'immunité [58]. Elle est exprimée par les
stades pré -érythrocytaires et les stades asexuels et semble spécifique a P.
falciparum. Des études séro-épidémiologiques au Burkina Faso et au Sénégal ont
révelé une fréquence élevee d’anticorps IgG spécifiques de cette protéine [118].
Des anticorps acquis naturellement mais aussi des anticorps induits par vaccination
inhibent I’invasion des hépatocytes in vitro [118]. Les anticorps 1gG anti TRAP
spécifique au fragment C terminal ont été retrouvés en Thailande chez des patients
souvent atteints de paludisme aigu mais pas chez ceux n’ayant pas une récente
histoire d’exposition au paludisme, ceci pourrait suggerer une réponse immunitaire

humorale labile durant les infections naturelles [151].

4.6. Immunité contre les stades érythrocytaires

Les sujets vivant en zone d’endémie produisent des anticorps contre les stades
sanguins de Plasmodium. Les stades érythrocytaires n’expriment pas les molécules
HLA de classe | ou Il, ce qui suggere que ces formes mettent en jeu I’immunité

humorale. En effet des expériences chez la souris ont montré une stimulation des

42



lymphocytes B avec production d’anticorps conduisant a I’élimination des
parasites, [89] cependant des facteurs provenant des macrophages et d’autres
cellules du systéeme immunitaire inné interviennent (Figure 6). Un nouveau concept
de vaccination utilisant de faibles doses d’hématies infectées par P. falciparum non
atténués [167] a prouvé I’existence d’une immunité protectrice qui est corrélée a la
réponse immunitaire cellulaire Thl plutdt qu’a la réponse anticorps chez la souris
(P. chabaudi) [54] et avec une réponse immunitaire robuste médiée par les cellules
T chez I’homme (P. falciparum).

Cependant les mécanismes immunitaires qui conferent une protection contre ces
stades sanguins restent mal connus et doivent étre encore etudiés pour emmener
des réponses claires. Ainsi plusieurs antigenes des stades érythrocytaires sont en
cours d’études pour determiner leur role dans I’immunité protectrice contre

Plasmodium.

Merozoite Surface Protein (MSP)

Parmi les protéines situées a la surface des mérozoites, MSP 1 a été parmi les plus
étudiées et il a été montré que des anticorps dirigés contre cette protéine ont été
retrouvés chez des sujets vivant en zone d’endémie [28; 77]. Des anticorps
monoclonaux et polyclonaux inhibent la croissance du Plasmodium in vitro et des
experiences d’immunisation chez les animaux ont été bien établies pour MSP1

faisant de cette protéine un candidat vaccin intéressant [71 ; 65].

Apical Membran Antigen 1(AMAL)

Une protéine retrouvée dans le pole apical appelée Apical Membran Antigen
1(AMAL) contenue dans les rhoptries des mérozoites et intervenant dans I’invasion
érythrocytaire entraine la production d’anticorps naturellement acquis qui sont

capables de bloquer I’invasion érythrocytaire par les mérozoites [108]. Chez
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I’animal des expériences ont montré une protection apres immunisation par une
protéine recombinante d’AMA1 de P. chabaudi et P. yoelii des rongeurs [108],
chez les singes avec P. knowlesi [150] et chez les humains, une étude au Kenya a
montré que la protéine AMAL était associée a la protection contre le paludisme
[124].

Erythrocyte Binding Antigen 175 (EBA-175)

Plusieurs protéines codées par le géne Erythrocyte Binding Antigen 175 sont
immunogenes en effet, des anticorps sont retrouvés chez les sujets vivant en zone
d’endémie. La protéine EBA-175 est retrouvee dans le surnageant des cultures.
Chez P. falciparum EBA-175 dispose d'un motif riche en cystéine qui est
également présent dans les protéines de liaison appelés Duffy Binding Proteins de
P. vivax et P. knowlesi [1; 2]. La protéine est divisée en plusieurs régions,
annotées de | a VII. Ce domaine riche en cystéine est situé dans la Région Il (RII)
de la protéine. Cette region comprend deux domaines F1 et F2 et le site de liaison
des globules rouges est situé principalement dans le domaine F2 [139 ; 136] qui lie
la glycophorine A sur les érythrocytes humains selon une voie acide sialique
dépendante [26 ; 115]. La structure cristalline de la région Il d’EBA-175 a
confirmeé aussi bien la nécessité des besoins en acide sialique que la dimérisation
de la glycophorine A [155]. En plus de la région Il (RII) qui est le domaine de
liaison, il y a un grand domaine dans la région dimorphique RIIl connu sous le
nom de segment F/ C. Il a été démontré que la région Il, et la région dimorphisme
11 d’EBA-175 subissent une sélection diversifiée sans doute due a la réponse
immunitaire chez les sujets vivant en zone d’endémie [16; 32]. Des études
antérieures ont montré la présence d’anticorps dirigés contre ces domaines [111],
cependant [l'impact fonctionnel de ces anticorps humains sur l'invasion

érythrocytaire n'a pas encore été exploré. Des fragments de protéines

44



recombinantes incluant la région Il et le peptide 4 sont reconnus par des anticorps
élués par des clusters immunologiques du merozoite [82 ; 31 ; 137].

Plusieurs études ont montré que les sujets vivant dans les zones d'endémie
développent une réponse humorale contre EBA-175 [32; 111; 40; 141 ; 138;
120 ; 110 ; 116 ; 126]. Cependant la nature protectrice de ces anticorps n’est pas
établie de maniére précise. En effet certaines études ont rapporté que les anticorps
dirigés contre les domaines d’EBA-175 montrent une corrélation positive avec la
protection contre les signes cliniques du paludisme, mais pas avec la réinfection
[126] alors que d'autres montrent une protection marginale mais pas significative
[111]. Bien que les anticorps dirigés contre la région Il d’EBA-175 induits chez les
animaux de maniere expérimentale ont une activité inhibitrice de I'invasion in vitro
[141; 76 ; 96], peu d'¢tudes ont mesuré l'activité protectrice d’EBA-175 sur la
protection contre les signes cliniques du paludisme chez I'hnomme.

La région Il qui constitue le domaine de liaison d’EBA-175 est actuellement
considérée comme un candidat vaccin [80 ; 140] en raison du niveau éleve de
conservation des séquences mais aussi dans leur expression par les souches de
laboratoire et de terrain [139 ; 94] et I'acquisition d'anticorps qui augmentent avec
I’age chez les populations vivant en zone endemique [111; 110]. Les etudes
experimentales chez I’animal du vaccin EBA-175 RII ont révélé qu’il etait sans
danger et immunogene, produisant des anticorps qui inhibent Il'invasion et ont
montré une protection clinique chez 1 des 3 singes Aotus vaccinés contre le
paludisme [140]. Des experiences chez le lapin ont montre que des anticorps
dirigés contre EBA-175 RII inhibent I'invasion quelle que soit la voie d’invasion
utilisée [76]. Il a également été montré que les IgG totales acquises par les
individus exposés au paludisme ont la capacite d'inhiber [l'invasion des
érythrocytes, en fonction de la voie d'invasion utilisée par les souches de

laboratoire de P. falciparum [120].
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Autres protéines

Plusieurs stades asexues peuvent également stimuler I’immunité dont PFEMP1 est
impliquée dans I’immunité contre Plasmodium et est un antigene clé de I'immunité
acquise naturellement [48; 86]. GLURP, MSP2, MSP3 et SERA5 qui sont
abondamment exprimées a la surface des mérozoites, de méme que les Pfrhs qui

font I’objet de nombreuses études ces dernieres années.

4.7. Evasion de I'immunité

Malgré I’attaque du systéeme immunitaire, I’organisme est incapable d’éliminer
Plasmodium. Pourquoi malgre la presence des anticorps en zone d’endémie
I’infection survient presque toujours ? D’un coté les facteurs qui conferent la
protection restent encore mal connus et de I’autre le parasite dispose de moyens
pour échapper a I’'immunité.

En effet, la variation antigénique et le polymorphisme génétique constituent deux
mécanismes importants utilisés par Plasmodium pour se protéger contre le systéme

immunitaire de I’hote.

4.7.1. Variation antigenique

De maniere génerale, le terme variation antigénique fait référence aux variations
phénotypiques des antigenes régulés par différents genes d’une population clonale
de parasites durant I’infection naturelle. La variation antigénique est différente de
I’immunité spécifique aux souches. Un individu vivant en zone endémique sera
exposé a une série de vagues d'infection, en particulier au cours de la saison des

pluies. Ainsi chaque pic d'infection correspond a un phénotype parasitaire différent
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et suite a chaque infection il existe une immunité solide pour ce phénotype. Avec
le temps, l'individu va par conséquent accumuler des anticorps pour un grand
nombre de phénotypes plasmodiaux différents. Ce phénomene s'explique par la
variation antigenique dans I’immunité. Les antigenes de surface, qui sont les plus
exposés a la pression immune, sont les plus susceptibles de variation
antigénique. Chez P. falciparum un groupe de genes appelés Var genes [13] sont
responsables de la variation antigénique (PfEMP1) retrouvée a la surface des
globules rouges infectés a les propriétés des molécules de variation antigénique.
Récemment deux autres grandes familles d’antigénes qui sont des molécules de
surface variant selon les clones, appelés rifins [56] et STEVOR [84] ont éte décrites
bien que leur réle dans I’acquisition de I’immunité reste inconnu a ce jour. Toutes,
ces protéines exprimées a la surface des globules rouges infectés sont appelés
Variant Surface Antigens (VSA) ou antigénes variant de surface et I’immunité

dirigée contre ces antigenes est appelée immunité spécifique aux variants.

4.7.2. Polymorphisme génétique

Malheureusement Plasmodium est capable de mettre en place un autre mécanisme
pour échapper au systeme immunitaire, le polymorphisme génétique. Les protéines
cibles de I'immunité sont hautement polymorphiques, et I’immunité acquise contre
un parasite ne confere pas une immunité contre I’infection avec un autre clone. Le
meilleur exemple est AMAL qui peut controler le développement de la maladie
chez les modeles animaux [150] ce qui en fait un important candidat vaccin.
Cependant AMAL est hautement polymorphique avec plus de 150 haplotypes qui
semblent présents dans les zones ou le paludisme est endemique [47]. La réponse

anticorps est genéralement spécifigue a un haplotype, de telle sorte que les
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anticorps spécifiqgues a un haplotype d’AMA1 qui bloguent [P’invasion
érythrocytaire vont bloquer partiellement celle d’un haplotype différent.
L’ implication de ces polymorphismes pour le développement de vaccins est trés
importante. En effet les haplotypes de AMAL peuvent étre groupés en six sous
populations donc la vaccination avec un membre d’une sous population peut
protéger contre les parasites exprimant les autres membres de cette sous population
[47]. La plupart des résidus polymorphiques d’AMAL sont consacrés sur une face
de la molecule donc l'autre face est hautement conservée. Ainsi le caractere
polymorphique des antigénes candidats vaccins et leur implication dans la

protection contre les souches de Plasmodium doivent étre étudieés.

5. Candidats vaccins en cours d’études

Plusieurs candidats vaccins sont en cours d’étude. On distingue les vaccins pré-
érythrocytaires, les vaccins érythrocytaires et les vaccins dirigés contre les stades
sexues. La plupart des vaccins actuellement en phase d’essais sont dirigés contre
un seul des stades parasitaires. Le vaccin le plus avancé actuellement cible la phase
pré-erythrocytaire alors que plusieurs candidats vaccins de la phase érythrocytaire
sont en cours d’étude. La mise au point d’un vaccin dirigé contre les stades
érythrocytaires est rendu difficile par le nombre élevé d’antigénes retrouvés a leur

surface qui peuvent étre cible de I’'immunité.
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5.1. Stade pré-érythrocytaire: RTS,S

Dans les hépatocytes chaque sporozoite subit une réplication dans une vacuole
parasitaire, séparant ainsi le parasite du cytoplasme de I’hépatocyte. Un certain
nombre de protéines parasitaires sont transportées sélectivement a travers la
membrane vacuolaire vers le cytosol et dans le cas du Circumsporozoite Protein
(CSP), dans le noyau ou la CSP influence I’expression de centaines de génes
hépatiques, creant un environnement idéal pour la croissance du parasite. [147]

Au cours des dix derniéres années, le RTS,S a ouvert la voie, montrant une
efficacité progressive chez les plus jeunes sujets et dans une variété de parametres
épidémiologiques, sanctionnée par une étude licenciee [9]. Il est actuellement en
phase 111 d’essai clinique.

Dans une étude récente, effectuée chez des enfants, ce vaccin a montré une
efficacite de 55,8% et de 34,8% contre le paludisme seveére. [3].

D’autres candidats vaccins de la phase pré-érythrocytaire sont en phase de

développement et d’essais cliniques.

5.2. Stade érythrocytaire

Des anticorps spécifiques de certaines protéines parasitaires ont montré un role
crucial dans le contrdle de I’infection a ce stade. Plusieurs protéines du merozoite
[98] sont en développement comme candidat vaccin. ldéalement, la sélection des
candidats vaccins contre la phase érythrocytaire sera guidée par une connaissance
de la nature des anticorps qui conférent une protection naturelle acquise chez les
adultes immunisés. Malheureusement, on ne connait pas la spécificite, I’affinité ou

les isotypes d’anticorps qui conferent une protection contre le paludisme.
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Le génome de Plasmodium code pour environ 5600 protéines, faisant de
I’identification des cibles de I’immunité protectrice une tache ardue. En I’absence
de telles connaissances, il est difficile de mettre en évidence des cibles rationnelles
pour les anticorps protecteurs. Les ligands situés sur ces mérozoites semblent
constituer d’intéressants candidats vaccins. P. falciparum utilise de nombreux
ligands pour envahir les globules rouges, ce qui fait que les anticorps dirigés contre
un seul ligand ne pourront pas empécher I’infection. Un important candidat vaccin
parmi les ligands parasitaires de I’invasion est I’Erythrocyte Binding Antigen 175
dont le récepteur est la glycophorine A [136]. En effet un vaccin recombinant de la
région RIl d’EBA-175 a été testé chez des adultes vivant aux USA et s’est montré
non toxique et immunogéne. [53]

Des protéines recombinantes de la membrane du mérozoite, de fonctions inconnues
telles que MSPs et AMAL ont été testées ou sont dans le processus d’étre testés
seuls ou alors sont en combinaison dans les phases Il d’essais cliniques. A ce jour,
un seul vaccin contenant une combinaison de protéines du mérozoite a montré une
protection contre le stade érythrocytaire. [62]

Trois protéines relarguées en grande quantité par les globules rouges parasites lors
de leur lyse, qui sont: Serine Repeat Antigen 5 (SERAS5), la Glutamate-Rich
Protein (GLURP) et Merozoite Surface Protein 3 (MSP3) sont également en cours

de developpement en tant que vaccin.

5.3. Stade sexué

Les vaccins qui bloquent la transmission ont pour cible le stade sexué du parasite
chez le moustique vecteur, et peuvent réduire la transmission du paludisme. Ils

entrainent une réduction durable de la transmission, lorsqu’ils sont utilisés en tant
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gue composant d'un programme de contréle du paludisme, pouvant ainsi contribuer
a une élimination locale de la maladie.

Les protéines Pfs25 et Pvs25 exprimées a la surface des ookinetes de P. falciparum
et P. vivax respectivement qui sont des stades retrouvés chez le moustique sont les
principaux candidats vaccins bloquant la transmission.

Ces deux vaccins ont été testés en essai clinique chez I’homme [103 ; 83]

Les anticorps developpés chez certains de ces volontaires peuvent inhiber de
maniere significative le développement du parasite chez le moustique, cependant

leur niveau était tres bas pour un vaccin efficace [99].

6. Problemes posés par la détermination de la parasitémie

Les manifestations cliniques du paludisme sont associées a la phase sanguine du
cycle parasitaire du Plasmodium. Cette phase est caractérisée par une croissance
exponentielle du parasite dans le sang, avec des cycles d’invasion, de
développement et de rupture des hématies infectées. L’invasion efficace des
érythrocytes et I’absence de sélection des érythrocytes pour I’invasion sont
associees a la séverité des manifestations cliniques [101]. L’efficacité de I’invasion
érythrocytaire est évaluée par le taux de multiplication parasitaire ou « Parasite
Multiplication Rate » (PMR) et I’index de sélectivité « Selectivity Index » (SI)
[30]. Le taux de multiplication parasitaire (PMR) est le facteur de multiplication de
la parasitémie initiale a chaque cycle durant la phase asexuée érythrocytaire, alors
que I’indice de selectivité (SI) est le taux d’érythrocytes multi-infectées, c’est-a-
dire le nombre d’erythrocytes contenant plus d’un parasite par rapport a ceux
attendus de maniere randomisée, comme prédit par la distribution de Poisson,
I’efficacité de I’invasion parasitaire et la sélectivité ont été précédemment mesurés

par microscopie optique [142 ; 16 ; 41], cependant cette méthode est fastidieuse,
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longue et Dbiaisee. Les methodes basees sur la cytométrie de flux ont ete
précédemment décrites pour Plasmodium falciparum [73; 20 ; 168], mais ne se
sont pas intéressées aux études d’invasion. Notre objectif était de mettre au point
un protocole utilisant un colorant appelé SYBR Green I, qui peut simultanément
déterminer aussi bien la parasitémie que le nombre d’érythrocytes mono et poly-

infectés, donnant ainsi une évaluation des phénotypes d’invasion possibles.
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Deuxieme partie : Travail expérimental
1. Sites d’étude

- Sites de recrutement des patients
Les participants a I’étude ont été recrutés a Thies et a Vélingara.

Thies est l'une des plus grandes villes du Sénégal, située a 70 km a I'Est de Dakar,
sur la ligne du chemin de fer Dakar-Niger. La région de Thies compte 1698412
habitants en 2011. La ville de Thiés présente une endémicité faible avec un taux
d’inoculation entomologique (TIE) [123] inférieur a 5, et une morbidité de 20,7%
en 2007 et 4,7 en 2008 % [121].Le site prélevement a Thies est le service de Lutte
antiparasitaire (SLAP) qui est une structure sanitaire du ministere de la santé qui a
été érigé en district sanitaire dirigé par un médecin chef et qui a un réle de
diagnostic, de formation et de recherche. Elle comprend deux unites; la
parasitologie et I’entomologie et joue un rdle prépondérant dans la prise en charge

du paludisme dans cette zone.

La Section de lutte anti-parasitaire (SLAP), implanté dans la région de Thies a été
crée en 1953 en accord tripartite entre I’Organisation mondiale de la santé (OMS),
le Fise (actuel Unicef) et le gouvernement francais. Ce service avait pour objectif
de parvenir a I’éradication du paludisme ceci par la lutte anti-vectorielle (utilisation
insecticide a effet rémanent (DDT et HCH) dont la zone pilote était la région de
Thies. Le centre a réadapté ses actions vers des activités de lutte anti paludique
visant le controle de la maladie. Sa mission est entre autres, d’effectuer des études
et enquétes épidémiologiques en collaboration avec les programmes nationaux et
I’université. Le SLAP intervient dans des domaines qui font partie des axes

prioritaires du plan stratégiqgue du Programme Nationale de Lutte contre le
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Paludisme (PNLP) dont le dépistage, la formation et la supervision du personnel de

santé, la promotion et I"utilisation des moustiquaires imprégnees.

Le centre dispose maintenant des équipements modernes offerts par les Américains
ou des techniciens en laboratoire pourront étre mieux formés a travers les

microscopes.

La ville de Vélingara fait partie de la region de Kolda, elle située dans le Nord-est
a 565 km de Dakar. La région compte prés de 620.013habitants en 2011.

C'est une ville rurale qui vit principalement du commerce des produits agricoles

locaux.

Le paludisme y est hyperendémique, avec une recrudescence saisonniére et un TIE
d’environ 100 [123] (Figure 7), la prévalence était de 29, 2 % en 2008 et 12, 1 %
en 2007 [121]. La ville compte un district sanitaire et plusieurs postes de santé, qui
jouent un réle primordial dans la lutte contre le paludisme. Le recrutement a été

fait dans deux postes de Santé; Bonconto et Sare Coly.
- Site de traitement des échantillons

Les échantillons recueillis ont été acheminés a I’hopital Aristide LeDantec, qui
abrite I’unité de Biologie moléculaire constitué de deux sections dont celle de
Malaria ou les expeériences ont été réalisées. L’hopital Aristide LeDantec est un
centre hospitalier national et universitaire, situé dans le centre ville de Dakar et qui
est composé de plusieurs services cliniques, biologiques, radiologiques et
chirurgicaux. La section Malaria a été crée en 2002 par une collaboration entre
I’institut de santé publique de [I'université de Harvard de Boston, et les
Laboratoires de Bactériologie-Virologie de I’hopital Aristide LeDantec et de

Parasitologie de I’université Cheikh Anta Diop de Dakar. L’équipement a été
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financé entierement par les Américains qui ont également assuré la formation des
chercheurs et le transfert de technologies. Ceci a permis a la section Malaria de
disposer d’équipement permettant de réaliser des techniques de biologie

moléculaire et les cultures parasitaires qui ont été nécessaires pour cette étude.
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Figure 7: Sites de collecte et de traitement des échantillons
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2. Patients et recrutement

Seuls les cas de paludisme simple a P. falciparum ont été inclus dans I’étude.
Lorsque le patient est diagnostiqué positif, il lui est proposé de faire partie de

I”étude.

Une fiche de consentement confectionnée a cet effet, traduite en francais et en
wolof et signée par le patient et I’investigateur a été remise au patient ou a son
responsable legal s’il est mineur. Aucun prélevement n’a été effectué avant
I’obtention du consentement éclairé du patient ou de son responsable légal. Pour
préserver la confidentialit¢ des inclus, un code connu seulement par les

responsables de I’étude est utilisé en guise d’identification.
Les critéres d’inclusions sont ceux de I’OMS:

— Une infestation a P. falciparum uniguement, confirmée par une goutte
épaisse;

— Taux d’hémoglobine > 6 g/ dl

— Une absence de signes géneraux de danger chez les enfants de moins de 5
ans ou d’autres signes de paludisme a P. falciparum graves et compliqués

tels que définis actuellement par I’OMS;
— Une température axillaire supérieure ou égale a 37,5°Cou toute histoire de

fievre;
Les critéres d’exclusion sont les suivants:

— Absence de consentement du malade ou de ses parents ou tuteurs pour les

mineurs.

— Grossesse
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— Paludisme grave

Le plasma utilisé pour les tests d’ELISA provient de patients sénégalais
consentants, vivant a Thiés (133) et a Vélingara (94) et atteints de paludisme
simple a P. falciparum au cours de la saison de transmission (Septembre a
Décembre) en 2004 et 2005 pour les prélévements de Vélingara.

Du plasma provenant de donneurs de sang (75) vivant dans une zone non
endémique (Boston) a également été collecté et utilisé comme contrble négatif
pour les réactions ELISA.

Les souches de P. falciparum utilisées dans les études d’invasion et d’inhibition de
I’invasion (66) ainsi que les plasmas pour la recherche d’anticorps proviennent de
patients vivant a Thiés et ont été collectées durant les saisons de transmission
2009 a 2011.

Les patients présentant une parasitéemie supérieure ou égale a 0,7 % ont été inclus
dans cette étude. La parasitémie a été déterminée par microscopie optique en

utilisant le réticule de Miller et par cytométrie de flux.

3. Méthodes
3.1. Etude génétique

3.1.1. Extraction de I’ADN

L’ADN parasitaire a été extrait a partir du sang préleve sur papier filtre (Whatman)
et seché a I’air libre. Cette extraction a été faite avec le kit QIAmp DNA mini kit
(Quiagen kit, Germany) en suivant le mode opératoire du fabriquant.

Les extrémités contenant le sang séché sont coupees, mises dans un tube

eppendorf de 1,5 ml et mixées avec 180 ml de Buffer ATL.
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Elles sont incubées a 85 °C pendant 10 minutes puis centrifugées brievement.

On ajoutera 20 pul de protéinase K. L’ensemble est mélangé au vortex puis

incubé a 56 °C pendant 1heure.

Une solution tampon appelée Buffer AL est ajoutée (200ul) puis mélangée
entierement au vortex et ensuite incubée a 70°C pendant 10 min. Il est essentiel
pour la lyse, que I’échantillon et le tampon AL soient melanges immédiatement et

completement.

Ajouter 200 ul d’éthanol (96-100%) a I’échantillon et mélanger entiérement

au vortex.

Avec précaution, le mélange obtenu a I’étape précédente est mis dans la
colonne QlAamp (fournie par le fabricant du kit) en évitant de toucher les bords.
Le bouchon est ferme, et puis le tube est centrifugé a 8000 tours pendant 1 mn. La
colonne QlAamp est placée dans un nouveau tube de 2 ml tandis que le tube

contenant le filtrat est jeté.

Avec précaution, le bouchon de la colonne est ouvert et on y ajoute 500 ul de
Buffer AW1, en évitant de toucher les bords. Fermer le capuchon et centrifuger a

vitesse maximale environ 14000 tours par minute pendant 3 minutes.

Placer la colonne QlAamp dans un nouveau tube eppendorf de 1,5 ml et jeter
le tube contenant le filtrat. Avec précaution, ouvrir le capuchon de la colonne et
ajouter 150 ml de Buffer AE ou bien de I’eau distillée. On incubera a la
température du laboratoire pendant 1 minute, ensuite on centrifugera a 8000 tours

par minute pendant 1 minute.
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3.1.2. Amplification du géne EBA-175

L’amplification du gene EBA-175 situé dans la région Il (Figure 8) s’est faite par
PCR nichee, les amorces et le programme utilisés sont decrits dans le tableau ci-
dessous (Tableau Ill). Le produit de la premiére amplification a été utilisé pour la

deuxieme amplification, comme déja decrite [11].

RII R RIV-VII T™M

N_

—_— '-.l C allele

wess | F allele

Figure 8: Domaines d’Erythrocyte Binding Antigen 175 (EBA-175)
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Tableau I11: Programme d’amplification de EBA 175

Premiére amplification:

Amorce sens : F1: 5’-CAA GAA GCA GTT CCT GAG GAA-3’
Amorce anti sens: R1: 5°-TCT CAA CAT TCATAT TAACAATTC-3’
Deuxieme amplification:

Amorce sens: F2: 5’-CAATTC CTC CAG ACT GTT GAA CAT-3’

Amorce anti sens: R2: 5’-GAG GAA AAC ACT GAA ATA GCA CAC-3’

Programme (pour les 2 Volume réactionnel (pour les deux
amplifications) amplifications, 20pul)

1.94°C 5mn Go Taq (dNTP, Mgcl2) 6 ul
2.94°C  1mn 10pmol/ul sens 1 ul

3.56°C 1mn 10pmol/ul antisens 1 pl

4.72°C 2mn ADN 1,5 ul

5. retour a 2 et répeéter 29 fois H,0 105

6. 72°C 3mn
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Pour chaque prélevement le produit de I’amplification est migré par electrophorese
sur gel d’agarose a 1% puis visualisé sur une table a lumiére UV apres

imprégnation de bromure d’éthidium.

Un produit de PCR a 795 paires de base (pb) indique une infection avec une ou des
souches de Plasmodium présentant I’allele F, alors qu’une bande a 714 pb
correspond a la présence de I’allele C (Figure 9). La présence des deux bandes
indique une infection mixte, avec des souches différentes de P. falciparum

présentant les alleles F et C.

W123456789101112131415 p N

M: Marqueur de poids moléculaire
1-12: Echantillons

Ligne 14: Allele C

P: Contréle positif 3D7: Alléle F
N: Contréle négatif: H20

Figure 9: Migration sur gel des fragments Fet C
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3.1.3. Détermination des groupes sanguins

Les groupes sanguins ont éte déterminés par la méthode de Simonin qui est un test
utilisant des globules rouges tests permettant la détermination et I’identification
des anticorps plasmatiques circulants. Le séerum ou le plasma du patient contenant
les anticorps potentiels est mélangé avec des globules rouges A et B séparément.
La présence ou I’absence d’agglutination permet de déterminer le groupe sanguin.

Une agglutination avec les GR de groupe A et non avec les GR du groupe B
signifie que le patient est du groupe B et vice versa. Une absence d’agglutination
avec les GR A et B signifie que le patient est du groupe AB. Si on note une

agglutination avec A et B alors le patient est du groupe O.

3.2. Etude parasitologique

3.2.1. Culture des parasites

La culture in vitro de P. falciparum s’est faite en présence de globules rouges O*
a 4% d’hématocrite dans le milieu RPMI-1640, supplémenté avec 25mM HEPES,
0,21 % de bicarbonate de sodium, 50 mg/l d’hypoxhantine et 0, 5% d’albumax.
Les manipumatios ont éte faites sous hotte. Les expériences d’invasion ont ete
réalisées en mélangeant des globules rouges infectés traités avec un mélange d’
enzymes avec un volume équivalent de globules rouges non traités ou des globules
rouges traités avec un mélange d’enzymes comme controle négatif. Les globules
rouges infectés au stade trophozoite et provenant de patients senégalais atteints de
paludisme simple a P. falciparum ont été traités avec la 2-3, 6, 8- Vibrio cholera
neuraminidase (66.7 mU/ml, Calbiochem), la trypsine (1 mg/ ml, Sigma), et la

chymotrypsine (1 mg/ml, Worthington) pour prévenir la ré-invasion. Les tests ont
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été réalisés en double avec une parasitémie finale comprise entre 0,45 et 1 % a un
hématocrite de 2 % dans du milieu de culture RPMI complet. Les cultures ont
ensuite étaient mises dans une jarre gazé avec un mélange de CO,, N, et d’O,,
Apres 48h a 72 h d’incubation, la parasitémie est déterminée au microscope

optique et par cytométrie de flux.

3.2.2. Mesure de la parasitémie par cytométrie de flux

200 pl de culture parasitaire synchronisée avec du sorbitol a été mis en culture
dans des plaques de 96 puits pendant 48 h a une parasitétmie de 1 %. Les
échantillons ont été testes en triple et incubés a 37 °C jusqu’a ré-invasion. Les
cultures ont été centrifugées a 1200 tours pendant 5 minutes pour récupeérer les
globules rouges dans le culot de centrifugation, et lavées deux fois avec 100 pl
d’une solution de lavage constituee de PBS 1X (Phosphate Buffered Saline 1 fois
normale) + 0,5 % de BSA (Bovine Serum Albumin) + 0,02 % d’azide de sodium.
Les érythrocytes ont été incubés avec 75 pl de SYBR Green | (Molecular Probes)
dilué & 1/1000°™, pendant 20 minutes & 25-30 °C (température ambiante).

Les cellules ont été lavées avec la solution de lavage, et remises en suspension
dans du PBS1X. Les données de cytométrie de flux ont été obtenues au
FACSCalibur (Becton Dickinson) avec une acquisition de 100.000 événements par
échantillon. La courbe initiale a été réalisée avec des érythrocytes, non infectés et
non traités avec le SYBR Green I, pour compter leur autofluorescence. Les

données ont été analysees avec le logiciel Flow Jo 8.8.6 (Tree Star).

3.2.3. Mesure de la parasitémie par microscopie optique
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Des frottis minces ont été réalisés et la parasitémie a été déterminée comme étant
le pourcentage d’érythrocytes infectés, le calcul a été fait par comptage de 500
érythrocytes en utilisant un réticule de Miller (nombre total d’érythrocytes 4.500).
Les éerythrocytes polyinfectés ont été comptés en utilisant un compteur avec une

différentielle électronique.

3.3.  Méthodes immunologiques

3.3.1. Expression des protéines recombinantes par repliement oxidatif

La protéine RII a été produite par repliement oxydatif optimisé pour les protéines
de type Duffy [14; 95]. Les acides aminés de 145 a 761 de la région 11 (RII)
provenant du géne EBA-175 de la souche de laboratoire 3D7 ont été exprimés a
partir de la souche E.coli BL21 avec le vecteur pET-28. Les protéines dénaturées
ont eté extraites des cellules en utilisant une solution composée d’hypochloride de
guanidine, 50mM Tris pH 8, 100mM NaCl, 5mM DTT. Le repliement a été fait par
la méthode de dilution rapide 400 mM L-arginine, 50mM Tris pH 8.0, 10 mM
EDTA, 0.1 mM PMSF, 2 mM de glutathione réduite, et 2mM glutathione oxydée.
La protéine RII repliée a été concentrée avec Amicon, puis purifiée par
chromatographie d’échange avec des colonnes monoS, puis par chromatographie

par filtration utilisant des colonnes superdex 200 16/60.

3.3.2. Tests immunologiques ELISA

Les plasmas ont été testés pour la présence d’anticorps anti EBA 175 RII, F-
segment et C-segment par Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Un

meélange de sérum de patients vivant en zone d’endémie, a volume égal est utilisé
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pour réaliser la courbe d’étalon, et des plasmas de sujets vivant a Boston comme
contrble négatif.

Les plaques de 96 puits ont été sensibilisées aux protéines recombinantes a la
concentration de 0,1 pg/ml pour RII, 0,3 pg/ml pour F-segment, C-segment et GST
dans du PBS et incubés pendant toute la nuit (environ 12 heures) a 4 °C. Les
plagues ont éte ensuite lavées trois fois avec du PBST (PBS 1x + 0,05 % Tween
20), puis les sites de fixation non specifiques ont ete satures avec une solution de
lait a 1% diluée dans du PBST et incubées pendant 2 heures a température
ambiante (25-30°C).

Les plaques ont été lavées trois fois avec du PBST et les plasmas des patients ont
été ajoutés individuellement et en double & une dilution de 1/800°™, puis incubées
a température ambiante pendant 2 heures. Aprés trois lavages avec du PBST,
I’anticorps secondaire qui est une IgG anti humaine provenant de la chevre et
conjugué a du HRP est rajouté aux plaques & une dilution de 1/8000°™,
I’incubation est faite pendant deux heures a température ambiante. Les plaques
sont lavées cing fois avec du PBST, puis 100 ul de Sureblue TMB substrate (KPL)
sont ajoutés a chaque puits, au bout de dix minutes la réaction est arrétée en
ajoutant un volume égal d’acide chlorhydrique 1N filtré, cette derniere étape est
réalisée dans la méme salle ou se trouve le lecteur ELISA ceci pour eviter la
prolongation de la réaction qui pourrait causer des précipitations. Les densités
optiques ont été lues a 450 nm avec un lecteur d’ELISA. Pour les protéines qui ont
été liées au GST (protéines recombinantes F et C), la densité optique du GST a été
soustraite de la DO de la protéine (ce qui donne une DO spécifique) pour I’analyse

des donnees. La densité optique (DO) est lue au spectrophotometre a 450nm.

Le Controle négatif est constitué de serum de sujets non exposés au paludisme,

vivant a Boston (USA) pour déterminer le seuil de positivité (toute réactivité
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inférieure ou égale a ce seuil est considéree comme négative, et positive si la

réactivité est supérieure a ce seuil).

3.3.3. Purification des anticorps de patients

Des plasmas provenant de 200 patients vivant a Vélingara qui est une zone
hyperendémique ont été groupés et utilisés pour purifier les anticorps anti RII, anti
F-segment et anti C-segment. La protéine RIl a été couplée aux colonnes CNBr.
Les proteines utilisées pour capturer ces anticorps sont couplées a des colonnes de
sépharose (sigma). La chromatographie a été réalisée avec les colonnes AktaFPLC
(GE Healthcare) en utilisant les techniques standards. Les sérums groupes ont été
dilués au 1/10°™ avec du PBS et chargés dans les colonnes a la vitesse de 1ml/min.
La colonne a été lavée avec du PBS jusqu'a ce que la densité optique lue a 280 nm
soit stable.

Les anticorps ont été élués avec 100 mM de glycine (pH 2, 5) en fractions de 500
ul dans des puits contenant 50 pl de Tris HCI (pH 8,0). Les fractions contenant des
pics sont groupées, dialysés dans du PBS 1X et concentrées. Des anticorps dirigés
contre les protéines recombinantes d’EBAL75 ont été testés pour I’enrichissement

et la spécificité par ELISA.

3.3.4. Tests d’invasion

Les expériences d’invasion ont éte realiseées comme décrites ultérieurement [49].
Des globules rouges parasités ont été incubés avec des globules rouges traités par
des enzymes dans un volume final de 50 pl a un hématocrite de 2 % et incubés
pendant environ 48 heures. Les érythrocytes ont été traités avec les enzymes

suivants: la neuraminidase (66.7mU/ml), la trypsine (1.0mg/ml), la chymotrypsine
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(2.0mg/ml), le mélange faible trypsine/chymotrypsine, et le mélange
neuraminidase-trypsine-chymotrypsine comme contréle négatif et des globules
rouges traités re-suspendus dans du milieu de culture RPMI comme contréle
positif. Aprés ré-invasion, les cultures sont lues par microscopie optique et par
cytometrie de flux utilisant le SYBR Green par la méthode déja décrite [18]. Les
données obtenues par cytométrie de flux ont été analysées avec le logiciel FlowJo
8.8.6 (Tree Star). Les criteres de réussite pour un test d’invasion sont un taux de
multiplication parasitaire (PMR ou Parasite Multiplication Rate) supérieur ou égal
a 1 et le contréle positif de I’invasion doit étre au moins deux fois supérieur au

contréle négatif (RPMI invasion/NTC invasion > 2).

3.3.5. Tests d’inhibition de I’invasion

Les anticorps purifiés par affinité ont été testés sur les souches de terrain isolées a
Thiés, ils ont été incubés avec des souches de terrain a une concentration finale de
10 ou 50 pg/ ml (ou de 0 a 200 pg/ml) pour un cycle d’invasion (48 H). Apres ré-
invasion la parasitémie est mesurée par cytometrie de flux. La parasitémie initiale
est comprise entre 0,7 et 1 %. L’expérience a été réalisée avec des globules rouges
normaux et aussi avec des globules rouges traités par la chymotrypsine. Les
globules rouges traités et non traités sont dilués a un hematocrite de 4 % et incubés
avec des érythrocytes infectés pour avoir une parasitémie comprise entre 0,3 et 0,5
% dans 25 pl par puits, en double. Les parasites ont été incubés pendant 48 H ou
jusqu’a ré-invasion (déterminée par lecture au microscope optique pour chaque

échantillon).
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3.4. Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été effectuées avec les logiciels SPSS 16.0, STATA
11.0 (College Corporation, Tx, USA) et GraphPadPrism 5. Les tests ont été
considéres significatifs si le P-value était inférieur a 0.05.

Les comparaisons de I’inhibition des anticorps anti RIl en fonction de la voie

d’invasion ont été faites en utilisant le Mann-Whitney U test.

Les comparaisons entre I’inhibition de I’invasion avec les globules rouges non
traités et les globules rouges traités par la chymotrypsine ont été réalisées avec le

test non parametrique apparié (non-parametric paired t-test).

Les corrélations entre les données de la microscopie et de la cytométrie de flux ont

été réalisées avec le coefficient de corrélation de Spearman.

4. Reésultats
4.1. Caractéristique de la population d’étude
- Etude génétique

Elle a inclus 129 patients atteints d’acces palustre simple a P. falciparum,
comprenant 38% de femmes avec un sexe ratio de 1, 78. Ces patients etaient ages
de 1 a 75 ans dont 85% agés de plus de 10 ans. La population d’étude a éte divisée
en deux classe d’age de < 10 ans et > 10 ans parce que la majorité des patients sont
adultes et que Thies est une zone hypoendémique. La répartition de la population

d’étude par classe d’age est présentée dans le tableau 1V.
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Tableau 1V: Distribution de la population d’étude selon I’age

Age Nombre Pourcentage
[0-10ans] 20 15,5

plus de 10 ans 109 84,5

Total 129 100,0

- Etudes immunologiques

La recherche d’anticorps par ELISA s’est faite sur 227 échantillons dont 133
provenant de Thies et 94 provenant de Thiés. Les tests d’invasion et d’inhibition de

I’invasion ont inclus 66 échantillons.

Les patients etaient agés de 1 a 66 ans avec un sexe ration de 1, 8 en faveur des
hommes. La moyenne d’age globale de 20, 3 ans alors qu’a Vélingara elle est 12, 7

ans et 24, 7 ans a Thies.

4.2. Etude génétique

4.2.1. Parasitémie et age

Les parasitémies ont été rapportées en pourcentage dans cette étude et varient entre
0,1 (4500 Parasites/ul) et 12,5 % (562.500 P/ul) avec une moyenne de 2,2+ 0,4
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(99.000 £ 18.000 P/ul). Une corrélation négative significative a été retrouvée entre
I’4ge et la parasitéemie (P = 0,011).

4.2.2. Prevalence des alleles et des groupes sanguins

Le génotypage a montré que 67,5% (n =129) des patients présentaient le segment

F, 27,9% le fragment C et 4,6% présentaient les deux segments (Figure 10).

70-
60-
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40~

20+
10+

Pourcentage (%)

Allele F Allele C Allele F+C

Figure 10: Distribution des alléles d’EBA-175

Parmi les patients (n = 122, pour les 7 patients restant les plasmas n’ont pas été

retrouvés) pour lesquels la détermination des groupes sanguins a été réalisée, 59,
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8% étaient du groupe O, 19,7% du groupe A, 17,2 du groupe B et 3,3% du groupe
AB (Figure 11).
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Figure 11: Distribution des groupes sanguins

4.2.3. Distribution des fragments F et C selon le groupe sanguin

La distribution des fragments F et C au sein des différents groupes sanguins a été
étudiée.
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Dans le groupe O, le fragment F d’EBA-175 est présent chez 67% des sujets,

tandis que 26% ont le fragment C et 6% les deux fragments.

Dans le groupe A, il est noté une prédominance du fragment F avec 63% et le

fragment C représente 37%, la présence des deux fragments n’est pas retrouvee.

Dans le groupe B, le fragment F est preésent avec 71 %, suivi du fragment C, 19 %
et de I’association 10 %. (Figure 12).

Dans le groupe AB le fragment F représente 75% et le fragment C 25 % et

I’association n’est pas retrouvee.
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Figure 12: Distribution des alleles d’EBA-175 selon les groups sanguins

72



4.2.4. Relation entre les alléles F/C et I’age

Le fragment F était predominant dans les deux groupes d’age, 80% chez les moins
de 10 ans et 70,6% chez les plus de 10 ans. Pour ce qui concerne I’allele C, les
moins de 10 ans représentent 20% et les plus de 10 ans 34,9% (Tableau V).

Les alleles du géne EBA 175 ne présentent aucune corrélation avec I’age. (p>
0,05).

Tableau V: Distribution du fragment F dans les classes d’age

Age Présence F Absence F Total p-value
<l1l0ans 80% (16) 20% (4) 100% (20)

>10ans  70,6% (77) 29,4% (32)  100% (109) 0,391
Total 72% (93) 27,9% (36)  100% (129)

4.2.5. Relation entre les alléles F/C et la température, parasitémie et sexe
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La température corporelle a été mesurée pour chaque patient a I’inclusion c’est a
dire a Jo et varie de 36,1°C a 41°C avec une moyenne de 38,8 £ 0,3. Aucune
corrélation avec la densité parasitaire n’a été notée (p=0,405 > 0,05 non
significatif).

I n y avait pas non plus de corrélation entre les alleles d’EBA-175 et le sexe ou la

température (Tableau V1).

Tableau VI: Relation entre les alléles F et C et le sexe, la DP et la température

Paramétres  Sexe/allele  Temp/allele DP/allele  Sexe/allele  Temp/allele  DP/alléle
F F F C C C

Pearson 0,347 0,455 0,989 0,685 0,161 0,659

correlation

4.3. Etude parasitologique

4.3.1. Concordance entre la microscopie optique et la cytométrie de flux

La souche de laboratoire HB3 a éte diluée en serie et la parasitemie mesurée par
cytométrie de flux. Une corrélation linéaire (R,= 0,99666, Figure 12A) a été
retrouvée dans la détermination de la parasitémie entre les deux méthodes, avec
une limite de détection de 0,2 % (Tableaux VII, VIII et IX).
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Figure 12 A: Corrélation entre la microscopie optique et la cytométrie de flux
Précision de la cytométrie de flux pour la détermination de la parasitémie durant le
premier cycle de développement du Plasmodium.

La cytométrie de flux fournit des déterminations précises de la parasitemie de P.
falciparum. Cette expérience montre une trés grande corrélation entre la
microscopie et la cytométrie de flux avec un R, = 0,99666 entre ces deux
meéthodes.

Les points individuels représentent la parasitemie moyenne des triplicata pour

chaque échantillon et les bars d’erreur I’écart-type.
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Tableau VII: Nombre de parasites par hématie lue par la microscopie optique
pour la souche HB3

Mono Double Triple Total
Microscopie 43 8 1 52
% Total 0,83 0,15 0,019 100

Tableau VIII: Nombre de parasites par hématie lue par la cytométrie de flux
pour la souche HB3

1% A 0,7 0,1 0,01 0,93

1% B 0,7 0,09 0,02 0,94

1% C 0,67 0,09 0,01 0,88
Moyenne 0,69 0,093333 0,013333 0,916667
% Total 0,752727 0,101818 0,014545
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Tableau 1X: Comparaison entre la microscopie et la cytométrie de flux (HB3)

Microscopie FACS Standard Déviation
1,000 0,916667 0,032146
0,500 0,403 0,025166

0,250 0,200 0,026458
0,125 0,097 0,005774

300

# Cells

100

Figure 12B : Mise en évidence des érythrocytes polyinfectés
La cytométrie de flux permet de compter les érythrocytes mono et polyinfectes.

Apres coloration avec le SYBR Green I, 100.000 globules rouges ont été comptés
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et trois pics apparaissent correspondant a des érythrocytes mono, double et
triplement infectés.

o

o

"‘E; —@— Microscopie
g .
N Cytomeétrie
= sl de flux

1]

1]

=

1]

o

Nombre de parasites par
érythrocyte

Figure 12C: Expérience 1
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Figure 12D: Expérience 2
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Figure 12E: Expérience 3

Figure 12C, D et E: les érythrocytes mono, doublement et triplement infectés ont
été comptés par cytométrie de flux et par microscopie. La parasitémie calculée par
les deux methodes a montré une grande corrélation et une trés bonne

reproductibilité entre les expériences.

4.3.2. Résolution des erythrocytes multi-infectés par la cytométrie de flux

La grande concordance de la parasitétmie deéterminée par microscopie et par
cytometrie de flux pour différencier les érythrocytes polyinfectés, est attribuée a

I’habilité de résolution de la cytométrie de flux pour les érythrocytes mono,
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doublement et triplement infectés (12B). Comme cela a été demontré par les deux
méthodes, les érythrocytes poly-infectés sont beaucoup moins nombreux que les
érythrocytes mono-infectés. Les érythrocytes contenant plus de trois parasites
n’ont pas une bonne resolution avec la cytometrie de flux. Cependant, la
détermination par microscopie optique a montré que ce phénomeéne est rare avec
les souches de terrain, moins de 0,01% (Tableau X).

Nous avons compté le nombre d’érythrocytes mono et polyinfectés avec trois
expériences (Tableau XI). Toutes ces expériences ont montré une parasitémie

exacte des érythrocytes infectés aussi bien mono que polyinfectés (Fig 12C).

Tableau X: Parasitéemie déterminée par la microscopie optique

Parasitemia  Mono Double Triple Poly parasitemia
parasitemia parasitemia parasitemia

Th 114 0,52 0,53 048 0,38 0,036 0,14 0 0 0 0
Parasitémie
Initiale
Th114 RPMI 2,56 2,13 1,50 1,56 0,58 0,41 0,48 0,17 0,23 0,13
Th 116 0,66 0,66 0,59 0,63 0,069 003 O 0 0 0
Parasitémie
Initiale
Th116 RPMI 1,02 1,08 0,77 0,75 0,18 0,29 0,073 0033 0 0,033
Th133 0,93 1,11 0,89 1,04 0,03 0,07 0 0 0 0
Parasitémie
Initiale
Th133RPMI 2,03 2,14 1,39 1,56 0,50 041 0,14 0,17 0,03 0,03
Th148 0,36 0,33 0,36 0,33 0 0 0 0 0 0
Parasitémie
Initiale
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Th148 RPMI 1,26 1,26 0,84 0,76 0,35 0,36 0,07 0,14 0,03 0,03

Tableau XI: Parasitemie déterminée par la cytométrie de flux

Parasitemia  Mono Double Triple Poly
parasitemia parasitemia parasitemia parasitemia
Th 114
Parasitémie
Initiale 0,82 0,79
Th114 RPMI 294 29% 167 168 088 08 038 0,38 0,18 0,17
Th 116
Parasitémie
Initiale 1,04 0,87
Th116 RPMI 1,3 132 094 199 0,29 0,24 0,07 0,08 0 0
Th133
Parasitémie
Initiale 1,55 1,59
Th133RPMI 223 189 159 158 049 041 0,148 0,048 0 0
Th148
Parasitémie
Initiale 0,4 0,45
Th148 RPMI 1,03 141 064 089 0,30 0,39 0,087 0,127 0,004 0,046

4.3.3. Validation du protocole

La cytometrie de flux présente I’utilité de mesurer la parasitémie in vivo et ex vivo.
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Pour valider notre méthode basée sur la cytomérie de flux, nous avons évalue la
parasitémie d’échantillons provenant de patients senégalais ex vivo et des cultures
incubées pendant un cycle parasitaire c’est-a-dire 48 heures (Figure 13). Trois
souches provenant de patients atteints de paludisme simple a P. falciparum ont été

testées.

Nous avons trouve que la mesure de la parasitémie totale par cytométrie de flux
était reproductible, précise et en concordance avec la parasitémie calculée par
microscopie pour les expériences d’invasion ex vivo (Figure 13A). De plus, cette
méthode permet de détecter les différences entre la parasitémie in vivo c'est-a-dire
obtenu par comptage direct a partir du sang du malade et la parasitémie in vitro ou
ex vivo qui est obtenue par culture, et le nombre de parasites par érythrocyte infecté
(Figure 13B, D et F). En effet, alors que la plupart des parasitémies in vivo sont
constituées d’erythrocytes mono-infectés, la parasitémie ex vivo montre plusieurs
érythrocytes poly-infectés, de plus, on note plus d’infection multiple avec les
cultures ex vivo qu’avec les cultures in vitro d’adaptation au laboratoire (13C, E et
G). De plus, nous avons montré une bonne concordance entre les mesures des
multi-infections par microscopie et par flow pour les isolats ex vivo, ce qui est
similaire a ce qui a été noté pour les souches de laboratoire. Ces résultats
indiquent que notre méthode basée sur la cytométrie de flux est robuste et précise
pour la détermination des parasitémies lors des tests d’invasion erythrocytaire,
aussi bien pour les isolats adaptés en culture que pour les souches de terrain, cette
méthode est applicable pour la determination des parasitémies durant les etudes

d’invasion ou d’inhibition de I’invasion ex vivo.
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Figure 13 A: Comparaison entre la cytométrie et la microscopie optique
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4.4. Etudes immunologiques

4.4.1. Reconnaissance immune de la région Il d’EBA 175

Pour déterminer la réactivité immunitaire d’EBA-175, nous avons mesurée les
niveaux d’IgG contre une protéine recombinante pure et soluble de la région Il
(RIN) [Figure 14A]. Ces anticorps ont été déterminés chez 133 patients a Thieés et
94 provenant de Vélingara et nous avons trouvé un taux de positivité de 35 % dans
la population d’étude totale. Ensuite parce que les deux zones sont d’endémicité
différente, nous les avons analysées par zone et a Thies nous avons observé un taux
de positivité de 29, 32 %, eta Veélingara ce taux de positivité est légérement plus
élevé avec 30,85 % [Figure 14]. Nos résultats montrent que I’acquisition de ces
anticorps est age dépendante a Vélingara (Fisher Exact test, p<0.001) (Figure
14C), mais cette corrélation n’est pas retrouvée a Thies (Fisher Exact test,
p=0.133) (Figure 14B). De méme, les concentrations d’anticorps dirigés contre la
région Il n’augmentent pas significativement avec I’age a Thiés (Mann-Whitney
U-test, p=0.0894) (Figure 14D) alors qu’a Vélingara I’augmentation des titres
d’anticorps est significativement corrélée a I’age (Mann-Whitney U-test,
p=0.0001) (Figure 14E). Ces données démontrent la présence d’anticorps dirigés

contre les domaines d’EBA-175 au Sénégal.

Region Il  Region Il ™

A

F-seg
C-seg

Figure 14A: Différents domaines d’EBA-175
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Figure 14E: Densité optique des échantillons par ELISA (Vélingara)
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4.4.2. Inhibition de I’invasion des souches de terrain et de laboratoire par
les anticorps anti-R11

Les anticorps anti-RII purifiés par affinité ont montré un enrichissement de 1000
fois par rapport au mélange de sérum de patients provenant de Vélingara (Figure
15A). Ces anticorps sont utilisés pour tester leur inhibition sur I’invasion par des
souches de laboratoire utilisant des voies d’invasion alternatives (3D7 qui est acide
sialique indépendante et W2mef est acide sialique dépendante). Nous avons ensuite
teste I’inhibition spécifique en utilisant des souches dont le géne EBA-175 est
invalide (Knock Out line) comme controles. Pour limiter le répertoire des
récepteurs sur le globule rouge, nous avons realisé des essais d’invasion avec des
globules rouges traités avec la chymotrypsine qui clive plusieurs récepteurs, mais
laisse intacte la glycophorine A qui interagit avec EBA-175. Nous avons observé
une faible inhibition de I’invasion avec les globules rouges non traités pour la
souche sauvage 3D7 et les souches de laboratoire (3D7A175 et W2mefA175)
[Figure 15B]. Cependant le traitement avec la chymotrypsine a révelé une
inhibition des souches sauvages (62 % pour 3D7, 79 % pour W2mef) et une faible
concentration pour les souches dont le gene EBA-175 a été invalidé (127% de
pourcentage d’invasion pour 3D7A175, 120% pour W2mefA175) [Figure 15C].
Ces expériences ont été effectuées avec des concentrations physiologiques de 10 et
50 pg/ml d’anticorps RIl. A ces concentrations, W2mef et 3D7 ont présenté des
taux d’inhibition relativement semblables [Figures 15D et 15E] ce qui a été
observe dans d’autres etudes [76]. Ces résultats montrent que I’inhibition observée
est spécifique mais ne dépend pas nécessairement de la voie d’invasion utilisée
avec les souches de laboratoire. Puis nous avons testé I’inhibition de ces anticorps
a la concentration de 10 pg/ ml sur des souches de terrain provenant de patients

atteints de paludisme simple a P. falciparum.
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Figure 15A: Réactivité des anticorps anti-RI1 purifiés par ELISA
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Figure 15C: Inhibition de I’invasion des erythrocytes traités par
chymotrypsine (10 pg/mil)
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4.4.3. Association entre les voies d’invasion et I’inhibition des anticorps
anti-RI1
Pour déterminer le role des voies d’invasion dans I’inhibition des anticorps anti RII

nous avons élargi les expériences a un plus grand nombre d’échantillons ex vivo (n
= 66), qui ont eté collectés durant trois saisons de transmission (2009-2011).
Durant ces trois années 66 échantillons ont donné des résultats interprétables dont
les parasitémies ont été lues au microscope optique et par cytométrie de flux. La
répartition de ces échantillons par annee est faite comme suit: 27 en 2009, 22 en
2010 et 17 en 2011.

Les tests d’inhibition de I’invasion ont été effectués avec des globules rouges non
traités et des globules rouges traités par la chymotrypsine avec une concentration
d’anticorps anti-RIl de 10 pg/ml. Nous avons observé une variation de I’inhibition
avec le mélange d’immunoglobulines provenant de sérums de patients vivant a
Vélingara, cependant cette inhibition n’augmente pas significativement lorsque les
érythrocytes ont été traités avec la chymotrypsine (Paired t test, p = 0.2237)
[Figure 16A]. A I’opposé, une variation dans I’inhibition avec les anticorps purifiés
par affinité a été observée aussi bien avec les globules rouges non traités que ceux

traités avec la chymotrypsine (paired t test, p=0.0098) (Figure 16B).
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Figure 16A: Inhibition de I’invasion avec des 1gG provenant de Vélingara
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Ensuite nous avons cherché a savoir si les variations pouvaient étre dues aux voies
alternatives d’invasion en mesurant I’utilisation de la voie d’invasion apres
traitement enzymatique et en associant les niveaux d’invasion avec ceux de

I’inhibition des anticorps anti-RII (Figure 17 A).

Nous avons observé une variation des voies d’invasion utilisées par les souches de
terrain circulant a Thiés ce qui concorde avec les résultats d’études précédentes
[75; 90]. Cependant nous n’avons pas retrouve de différence significative de
I’utilisation des voies d’invasion au cours des années, ce qui suggéere que les voies
d’invasion utilisées dans une zone peuvent étre stables au cours du temps (Figure
17B).

Selon les resultats des tests d’invasion 60,6 % (n = 40) des souches sont acide
sialique dépendantes, déterminé par un taux d’invasion supérieur a 50 % avec les
globules rouges traités avec la neuraminidase (taux d’invasion mesuré par
microscopie optique). Lorsque nous avons comparé I’inhibition des anticorps anti-
RII des souches acide sialique dépendantes avec celle des souches acide sialique
indépendantes (en utilisant le seuil de 50 %), nous n’avons pas observé de
différence entre les taux d’inhibition (Mann whitney U-test, p = NS) [17C, 17D].
Pour déterminer s’il y a une différence entre les souches trés acide sialique
dépendantes et les souches faiblement acide dépendantes, nous avons divisé les
données en quartile et fixé le percentile 25" pour les souches dépendantes et 75™
pour les souches indépendantes, pour les niveaux d’inhibition des anticorps anti-
RIl. Avec des globules rouges non traités et traités par la chymotrypsine nous
n’avons pas observé de différence significative de I’inhibition de I’invasion des
anticorps anti RIl (Mann-Whitney U-test, p=0,1238).
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En 2011 nous avons testé des concentrations de 10ug/ ml et 50ug/ml, cependant,
méme avec 50pg/ml nous n’avons pas observé de différence d’inhibition des
anticorps anti RIl aussi bien avec les globules rouges non traités qu’avec les
globules rouges traités avec la chymotrypsine la taille de I’échantillon étant trop

faible, nous n’avons pas pu faire des analyses statistiques rigoureuses.
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Figure 17A: Pourcentage de I’invasion avec des érythrocytes traités par des

enzymes
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Figure 17C: Inhibition de I’invasion par les anti-RI1 par les erythrocytes
traités par neuraminidase
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Figure 17D: Inhibition de I’invasion par les anti-RI1 par les erythrocytes

traités par chymotrypsine

4.4.4. Association entre la réactivité des anticorps et I’inhibition des
anticorps anti-RII

Pour déterminer si les titres d’anticorps anti RIl des patients pris individuellement
sont correlés soit aux voies d’invasion utilisées ou a I’inhibition des anticorps anti
RII, nous avons mesuré la réactivité des anticorps par ELISA et comparé les DO
avec les pourcentages d’invasion et d’inhibition de I’invasion pour les patients
vivant a Thiés, pour lesquels ces donnees sont disponibles. Nous n’avons pas noté
d’association significative avec le test Spearman aussi bien pour les titres en
anticorps anti RII que pour les voies d’invasion (Neuraminidase ou chymotrypsine)

ou I’inhibition des anticorps anti RIl (données non présentées).
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5. Discussion

Dans le but de détecter les alleles d’EBA-175 (F-fragment, C-fragment) et
déterminer leur prévalence a Thiés une PCR nichée a été effectuée. Les resultats
ont montré la présence de ces alleles avec une prédominance de I’allele F
(67,45 %). Nos résultats concordent avec ce qui a été retrouvé a Bakoumba, au
Gabon, avec une étude réalisée chez les enfants ou, le fragment F était prédominant
[61]. La méme tendance a été decrite au Nigeéria, en Gambie, au Gabon et en
Afrique du Sud [10]. En dehors de I’Afrique, dans le nord du Laos, I’alléle F était
prédominant [157 ; 21].

Cependant, au Soudan, le fragment C était prédominant et a Attapeu, dans le sud
du Laos, une etude a montré une distribution egale des deux fragments [10 ; 157].
De maniére surprenante, notre étude est différente de ce qui a été décrit dans deux
études au Séneégal [44 ; 67], cependant notre étude a utilisé un plus grand nombre
d’échantillons, en effet une étude a montré qu’a Thiés et Pikine I’allele F est
prédominant alors qu’a Kaolack et Passy I’allele C est prédominant [4], une autre
étude a montre une légere prédominance de I’allele F a Kaolack [146]. Une étude
conduite au Ghana a montre chez des enfants atteints de paludisme sévere une
prédominance de I’alléle F [36], et il a été noté que le fragment C était associé de
maniéere significative a la severité de la maladie. Ces résultats ont montré que la
distribution des alleles d’EBA-175 est différente selon les zones geographiques.
Selon Binks et al, des différences génétiques selon les populations humaines
peuvent étre la raison de la sélection de ces alleles [21], alors qu’Okenu et al ont
montré que les anticorps dirigés contre les alleles F ou C peuvent étre hétérologues
ou homologues [111]. L’interaction entre le mérozoite et le globule rouge est
nécessaire pour I’invasion érythrocytaire. Plusieurs couples ligands/récepteurs ont

été découverts. Le systeme ABO est le plus connu en pratiqgue médicale et est le
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plus mystérieux des polymorphismes génétiques chez les humains. La relation
entre le systeme ABO et les maladies a fait I’objet d’études depuis plusieurs
années spécialement, celle entre le paludisme et les groupes sanguins, ceci du fait
de I’interaction entre Plasmodium et les groupes sanguins. Les sujets du groupe O
representent 59, 8% de notre population d’étude. Dans I’hémisphére Sud la
distribution des groupes A et O est généralement la méme que celle du paludisme
en milieu tropicale [39].

En effet, au Sénégal, dans la population genérale, nous avons noté une
prédominance du groupe O.

On pense que la distribution des alleles des groupes sanguins ABO, a été faite sous
la pression de Plasmodium. En effet la distribution des groupes sanguins a montré
que le groupe O est relativement plus représenté dans les zones ou le paludisme est
prévalent. Dans les régions ou la maladie est ou était endémique, le groupe O
represente la majorité, comme dans le Sud-Est du Nigéria, au Kenya/Kiyuki et
dans la zone Amérique centrale / Bassin de I’Amazonie, ou les prévalences sont
respectivement de 87, 60 % et 90 % [39].

Par contre dans les zones indemnes de paludisme, telles que la Suede (62%), la
Suisse (60%), la République Tcheque (70%) et le Portugal (65%), les groupes non
O représentent la majorité [39]. En Asie la prévalence du groupe O augmente chez
les populations lorsque I’on s’approche de I’Equateur. En effet, en Chine Beijing,
(qui est une zone froide) la prévalence du groupe O est de 29% par contre a Canton
(une zone tropicale), le groupe O représente 46 % [39]. Plusieurs études se sont
focalisées sur I’association entre le paludisme et les groupes sanguins et ont montré
que les sujets du groupe O sont protégés contre les formes séveres [128 ; 27 ; 160 ;
129 ; 74 ; 42]. Ainsi, si la survie est associee au groupe O, alors la distribution
mondiale des groupes ABO est cohérente avec la pression de sélection exercée par

le paludisme.
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La répartition des alleles d’EBA-175 selon le groupe sanguin a montré une
prédominance du genotype F dans chaque groupe sanguin. Des infections mixtes
ont éte notées dans les groupes O et B. Dans le groupe AB, il n y a pas d’infections
mixtes, mais la faible représentation pourrait en étre la raison (< 5 %). Notre
population d’étude est composée de patients souffrant de paludisme simple a P.
falciparum, ce qui fait qu’on n’a pas pu rechercher une corrélation entre la séverité
de I’infection et les alleles ou les groupes sanguins.

Il ny a pas eu de corrélation entre les alleles EBA-175 et le sexe, la parasitémie, la
température ou I’age, cependant il a été rapporté une corrélation entre I’allele C et
la gravité de I’affection [36].

Dans notre site d’étude (Thiés) la transmission du paludisme est modérée avec des
fluctuations saisonniéres. Nos résultats montrent une corrélation négative avec
I’age (P= 0.011<0.05). En zone d’endémie, la plupart des individus développent
une réponse immunitaire qui contrdle le développement du parasite, mais ne
I’élimine pas de la circulation sanguine. En zone de transmission stable I’'immunité
augmente en fonction de I’age et la morbidité diminue en fonction de I’age. Cette
immunité est acquise naturellement (i), est efficace chez les adultes aprés une
exposition ininterrompue et intense (ii), est perdue aprés une interruption de
I’exposition (iii) est spécifique de I’espéce (iv) et un peu du stade et (v) est acquise
a un taux dépendant du degré d’exposition.

Cette etude a montré une prédominance de Iallele F dans une zone
hypoendémique du Sénegal aussi, il serait intéressant de déterminer leur
prévalence dans d’autres zones d’endémicité différente et surtout chez des patients
présentant un paludisme grave et rechercher leur relation avec les antigénes
érythrocytaires pouvant servir de récepteurs dans I’invasion érythrocytaire, ceci

pour mieux cerner le role de ces alleles dans la pathogénie du paludisme.
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Apres avoir déterminé la prévalence des alléles de la région 111 d’EBA-175, nous
avons mis au point un protocole de mesure de la parasitémie par cytométrie de
flux, ce travail est presenté dans chapitre suivant.

Nous avons mis au point une méthode utilisant la cytométrie de flux pour mesurer
les déterminants de la virulence de P. falciparum a savoir le PMR et le SI. Cette
méthode utilisant la SYBR Green permet de mesurer avec precision la parasitémie
et de distinguer les érythrocytes mono, doublement et triplement infectés. Les
valeurs obtenues sont comparables a celles de la microscopie optique, tout en
faisant gagner du temps, et réduit la subjectivité liece au manipulateur. Le SYBR
Green est directement ajouté aux érythrocytes infectés, avec peu de manipulations,
et il n y a pas d’étape de fixation qui est requise pour le propidium iodide. SYBR
Green | emet une fluorescence sur le canal isothiocyanate de fluorescéine (FITC).
Il se fixe préférentiellement sur I’ADN double brin, avec une affinité 11 fois plus
élevée que pour I’ADN simple brin [169], et a une faible affinité pour I’ARN. Les
réticulocytes contiennent de I’ARN, alors que les érythrocytes sont dépourvus
d’ADN et d’ARN [104]. Puisque le SYBR Green | se fixement uniquement sur

I”’ADN double brin, toute fluorescence détectée est due a I’ADN du Plasmodium.

La précision avec laquelle la cytométrie de flux donne une résolution des pics des
érythrocytes multi-infectés, nécessite que les cultures soient au stade d’anneaux
(rings). Puisque dans les cultures au cours de la transition anneaux agés a
trophozoites nouvellement formés, le parasite commence a reproduire son ADN.
La cytométrie de flux est incapable de faire la distinction entre la fluorescence d’un
érythrocyte contenant trois parasites au stade ring et celle d’un érythrocyte
contenant un trophozoite nouvellement formeé. L’exigence d’avoir des stades
anneau peut facilement étre obtenue pour les souches de laboratoire en culture in

vitro par synchronisation avec du sorbitol [87]. Cependant les parasites ex vivo sont
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presque toujours au stade d’anneau puisque les trophozoites agés et les schizontes
sont sequestrés in vivo et le sang collecté chez les patients est constitué

exclusivement de parasites au stade anneau.

Un des défis pour I’adaptation de cette méthode pour les essais ex vivo avec des
isolats non cultivés est que certaines souches ne se développent pas de maniére
synchrone comme les souches de laboratoire adaptées en culture durant le premier
cycle d’invasion. Une petite proportion de parasites ne compléte pas son cycle de
ré-invasion comme stade anneau et vont au contraire s’arréter aux stades
trophozoite et schizonte. Ces parasites peuvent facilement étre éliminés de
I’analyse en séparant les érythrocytes infectés du donneur des érythrocytes

accepteurs en marquant ces derniers avec un colorant tel que le FITC [88].

Mesurer le nombre total de mérozoites qui envahit de maniere efficace plutot que
le nombre total d’érythrocytes parasités fournit des données plus compréhensibles
sur la nature de I’invasion érythrocytaire. Comme le PMR, des connaissances sur
le nombre d’érythrocytes multi-infectés permet une estimation du SI, qui est

I’index mesurant la préférence des parasites pour les érythrocytes.
D’autres applications ex vivo de cette méthode incluent mesurer:

- L’inhibition de I’invasion érythrocytaire par des anticorps
- La capacité de Plasmodium a envahir les érythrocytes d’ages différents en
faisant un co-marquage avec des marqueurs permettant de déterminer I’age

des erythrocytes tels que CD71 et la phosphatidyl sérine (PS) [6 ; 81].

En mesurant les érythrocytes nouvellement parasités au stade d’anneau, notre
méthode peut séparer les parasites nouvellement formés et les parasites en cours

de croissance. Ceci n’est pas possible avec les autres méthodes permettant une
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analyse a haut débit, qui dépendent de marqueurs metaboliques telles que la

meéthode standard utilisant I’hypoxhantine tritié.

Le temps mis par la cytométrie de flux pour déterminer la parasitémie et les
érythrocytes multi-infectés présente des avantages par rapport a la microscopie
optique qui prend beaucoup de temps, spécialement pour les cultures avec des
parasitémies faibles, ce qui est souvent le cas pour les isolats de terrain durant le
premier cycle de ré-invasion. La facilité, la spécificité et la commodité présentees
par notre méthode utilisant la cytométrie de flux et le SYBR Green I, la rend
adaptee non seulement au laboratoire, mais aussi sur le terrain. Le développement
futur de cette méthode dans une expérience utilisant des plaques de 96 puits va

encore accroitre I’utilisation de la méthode.

Apres avoir mis au point ce protocole, qui nous permet de déterminer la
parasitémie dans un delai plus court et moins fastidieux que la microscopie, nous
avons étudié la capacité des anticorps dirigés contre EBA-175 a inhiber I’invasion

érythrocytaire.

Dans cette étude nous avons trouve que les anticorps dirigés contre la région Il
d’EBA-175 sont acquis aussi bien par les sujets vivant en zone hypoendémique
gue ceux vivant en zone hyperendémique et que I’acquisition de ces 1gG est age
dépendante a Vélingara.

A Thies, la majorité des patients sont adultes avec une moyenne d’age de 21 ans
alors qu’a Vélingara elle est de 12 ans. A Vélingara I’acquisition de ces anticorps
est faite beaucoup plutdt et est plus intense qu’a Thies, ce qui est tout a fait normal
vu I’intensité de I’exposition (TIE a Thiés < 5 a Vélingara ~ 100). Malgré la
différence d’endémicité le niveau de positivité n’est pas trés variable entre ces

deux régions, ce qui est différent de ce qui a été retrouvé par d’autres études [111 ;
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110]. En effet, une étude faite dans une région holoendémique au Kenya a trouvé
un taux de positivité des anticorps RIl de 98,7% [110], alors qu’une étude faite en
Gambie chez les enfants et au Nigéria chez les adultes a montré un taux de
positivité de 43 et environ 70 % respectivement [111]. Nos résultats montrent une
prévalence des anticorps plus faible dans les deux zones (35 %), ce qui pourrait
s’expliquer par une diminution de la prévalence du paludisme au Sénégal, mais
aussi par le fait que notre population d’étude soit constituée de patients présentant
un syndrome palustre simple et non des patients asymptomatiques. Quelques fois,
les différences dans la réactivité des anticorps peuvent étre dues a la qualité de la
protéine utilisee par ELISA, le repliement de la protéine exprimée chez la bactérie
peut mettre en évidence des épitopes qui physiologiquement ne sont pas
intéressants mais peuvent conduire a des réactivites élevées lors de leur dosage par
ELISA. Cependant la protéine RIl que nous avons utilisée a été validée et présente
un repliement correct comme I’a montré la structure en crystal de la protéine RII
d’EBA-175[14 ; 95].

Puisque les vaccins sont congus pour protéger les individus contre les souches de
terrain, il est impératif d’évaluer I’efficacité de I’invasion chez les souches de
terrain en présence d’anticorps anti EBA-175RI1 présents chez les sujets vivant en
zone d’endémie. Alors qu’un petit nombre d’études se sont focalisées sur des
anticorps purifiés par affinité pour tester I’inhibition de I’invasion éerythrocytaire,
notre étude s’est intéressée aux anticorps anti-R11 avec lesquels nous avons testé ex
vivo des souches de terrain provenant de patients symptomatiques. Dans cette
étude, les souches ont été testées avec des concentrations de 10ug/ml et 50ug/ml
qui correspondent a des concentrations physiologiques dont I’intervalle est compris
entre 10 et 100 pg/ml [52]. D’autres ont utilisé des anticorps humains purifiés par
affinite qu’ils ont testés sur d’autres ligands d’invasion a des concentrations

similaires et ont observé des degrés d’inhibition variables. Nous avons montré pour
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la premiéere fois une inhibition élevée des souches de terrain lorsque le répertoire
des ligands de I’invasion est réduit. Ceci supporte I’hypothése selon laquelle
I’interruption de I’interaction entre EBA-175 et la glycophorine A en conjonction
avec les autres voies d’invasion peut étre une stratégie viable pour inhiber de
maniére significative le déeveloppement des stades sanguins [76 ; 96 ; 114 ; 117].
Nous avons trouve que les voies d’invasion utilisées par les souches isolées a Thiés
sont stables durant les trois années. De plus la dépendance a I’acide sialique des
souches de terrain associee a la voie EBA-175/GPA n’est pas correlée avec
I’inhibition fonctionnelle par les anticorps anti-RII. Ceci semble étre du au fait que
cette voie est un phénotype complexe résultant de la contribution de plusieurs
interactions ligands récepteurs, ce qui remet en question le fait que le couple EBA-
175/GPA soit considérée comme la principale voie d’invasion [15]. D’autres ont
observée un manque de corrélation entre la voie d’invasion et I’inhibition lors
d’études utilisant des concentrations élevées d’anticorps et des souches de
laboratoire [76 ; 96 ; 107]. Nous avons retrouvé des niveaux similaires d’inhibition
des souches de laboratoire 3D7 et W2mef avec les anticorps anti-RIl avec les
globules rouges dont le nombre de récepteurs est reduit par traitement avec la
chymotrypsine (Figure 16C).

Il est impératif de mettre au point un vaccin anti paludique efficace contre toutes
les souches de P. falciparum. Le vaccin le plus avancé actuellement est le RTS,S
qui est dirige contre le stade sporozoite et en phase Il d’essais cliniques. Dans une
étude récente effectuée chez les enfants ce vaccin a montre une efficacité de 30%
dans une analyse a visee thérapeutique [3]. Bien que de tels résultats soient
prometteurs, le but d’atteindre I’immunité protectrice stérile est loin d’étre atteint.
Devant un tel défi, il y a un regain d’intérét pour le développement de vaccins
dirigés contre les stades erythrocytaires spécialement qui transcendent les souches

et sera basé sur la combinaison d’antigenes des stades érythrocytaires [117 ; 127].
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Bien qu’un vaccin recombinant de la région 11 d’EBA-175 soit en phase | d’essais
cliniques [53] peu de candidats vaccins du stade érythrocytaire ont dépassé la
phase | des essais cliniques, ce qui est largement du aux faibles niveaux de
protection et I'immunité specifique des alleles [127 ; 154 ; 165 ; 145 ; 147 ; 148].

Dans cette étude nous avons montré que les anticorps acquis naturellement par les
sujets vivant en zone d’endemie contre la région Il d’EBA-175 peuvent inhiber
I’invasion érythrocytaire des souches de terrain de P. falciparum a des degrés
variables cependant cette inhibition n’est pas complete. Alors que nous avons
conclu que la différence dans I’utilisation des voies d’invasion n’est pas la raison
primaire de la difféerence d’inhibition, il sera important de déterminer si la variation
d’expression des protéines de I’invasion ou des sequences de RII de ces isolats
cliniques ou alors d’autres facteurs peuvent influencer I’activité fonctionnelle des
anticorps anti-RIIl. A notre connaissance, c’est la premiere fois qu’il est rapporté
une inhibition de I’invasion érythrocytaire par des anticorps acquis naturellement
contre EBA-175 ex vivo sur des souches de terrain. Nos résultats suggerent que
des anticorps sont produits contre la region 11 d’EBA-175 chez les sujets vivant en
zone d’endémie et que cette région peut étre un antigene efficace s’il est utilisé en

association avec d’autres antigénes dans un vaccin [120 ; 76 ; 96 ; 117].
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Le moyen le plus efficace, pour lutter contre une maladie infectieuse, est la
vaccination, cependant a ce jour il n’existe aucun vaccin efficace contre le
paludisme. Ceci est di a I’existence de plusieurs stades parasitaires et donc a
plusieurs antigénes difficile a identifier. Chaque stade de développement du
Plasmodium comprend plusieurs antigenes dont certains sont en cours d’études

pour leur utilisation en temps que vaccin.

Nous nous sommes intéressés a un antigene du stade mérozoite qui intervient dans
I’invasion érythrocytaire et qui fait I’objet de plusieurs études ces derniéres années

dans le but de son développement en tant que vaccin antipaludique.

Plusieurs protéines de ce géne sont immunogenes chez les sujets vivant en zone
d’endémie, parmi elles la region 111 qui est dimorphique et la région Il qui est le

ligand de la gylcophorine A.

En vue de déterminer la prévalence des alleles de la région Il du gene EBA-175,
un genotypage a été réalisé sur 129 échantillons composés d’hommes et de femmes
agés de 1 a 79 ans et les résultats ont montré la présence des deux alléles a Thies.
D’aprés nos résultats, la répartition des alleles de la région I11 est variable selon les
régions, dans notre étude nous avons trouvé une prévalence plus élevée pour
I’alléle F a Thiés (67, 5%) qui est zone hypoendémique, et cette tendance a été
retrouvée par d’autres études a Pikine (62%) et a Thies (76 %) alors que dans deux
zones hyperendemiques (Velingara 51% et Passy 53 %) I’allele C qui a été
retrouvé associé a la sévérité du paludisme est prédominant. La prévalence de ces
alléles est différente selon les pays et les régions et semble stable dans une zone au

cours des années.
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Les facteurs qui influencent la sélection de ces alléles sont inconnus a ce jour et
plusieurs hypothéses ont été proposees; I’intensité de la transmission, le statut
immunitaire, ou alors les spécificités génétiques de I’hote. Les fonctions de la
région Il restent inconnues a ce jour, et le role de cette région dans I’invasion
érythrocytaire n’est pas encore bien établi. Avec I’hypothése selon laquelle le
dimorphisme est dd a une sélection diversifiée; le polymorphisme pourrait étre une
stratégie pour échapper au systeme immunitaire. Parmi les facteurs chez I’hote
pouvant sélectionner ces alléles les antigenes des groupes sanguins pourraient
jouer un réle important étant donné les interactions entre les mérozoites et les
globules rouges, ainsi il serait intéressant d’étudier la distribution de ces alleles
chez les patients de groupes différents et la séveérité des symptomes.

Nous avons aussi recherché une relation entre les alléles de la région Il et les
groupes sanguins sur la méme population d’étude et nos résultats n’ont pas montré
d’association entre les groupes sanguins et la prévalence des alleles mais notre
population d’étude était constituée de patients atteints de paludisme simple a P.
falciparum, il serait intéressant de mener cette étude chez des patients atteints de
paludisme simple et de paludisme sévere.

Afin d’améliorer et de faciliter la détermination du taux d’érythrocytes infectés par
P. falciparum chez les patients et lors des expériences d’invasion et d’inhibition de
I’invasion nous avons mis au point un protocole de lecture par la cytométrie de
flux et utilisant comme colorant le SYBR-Green I, ceci dans le but de réduire le
temps passé lors de la lecture et la subjectivité lors de la détermination de la
parasitémie par microscopie optique. Nos résultats ont montré une bonne
concordance avec la microscopie optique et nous a permis de passer a notre
troisieme projet d’étude. D’autres méthodes de détermination de la parasitémie
sont necessaires pour améliorer la lecture et determiner la parasitemie dans un

délai plus court, parce que cette méthode bien que plus rapide que la microscopie,
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le temps passé a la cytométrie de flux est assez long surtout lorsque le nombre

d’échantillons a lire est considérable.

Nous avons recherché I’inhibition de I’invasion érythrocytaire par les anticorps
dirigés contre la région Il d’Erythrocyte Binding Antigen 175de P. falciparum.
Pour cela, nous avons realisé des expériences d’invasion et d’inhibition de

I’invasion ex vivo.

Nos resultats ont montré une faible prévalence de ces anticorps dans notre
population d’étude (zones hypoendémique et hyperendémique) et une inhibition
de I’invasion érythrocytaire par ces anticorps mais qui ne dépend pas de la voie

acide sialique.

Le faible taux de positivité (~ 35%) peut s’expliquer par le fait que les sujets chez
qui nous avons dosé les anticorps sont symptomatiques donc a priori ne presentent
pas assez d’immunité pour avoir une protection clinique contre le paludisme.
Cependant nous avons retrouve une acquisition de ces anticorps qui est dépendante
de I’4ge a Vélingara qui est une zone hyperendémique et pas a Thiés qui est une
zone hypoendémique. Lorsque la transmission est intense, I’immunité est acquise
plus rapidement du fait de I’exposition plus fréquente et a plusieurs souches de

Plasmodium.

D’aprés notre étude, les voies d’invasion ne semblent pas étre la cause primaire
des différences dans les taux d’invasion notes avec les souches de terrain, donc il
est possible que le polymorphisme dans la région RII soit responsable de ces
différences. Il est nécessaire de faire des études fonctionnelles avec des souches
différentes pour confirmer cette hypothese.

Cette étude a montré la présence des deux alleles de la région 111 d’EBA-175 a

Thiés avec une prédominance de I’allele F.
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Nous avons egalement retrouvé des anticorps dirigés contre la région Il d’EBA-
175 aussi bien en zone hypoendémique qu’en zone hyperendémique et que ces
anticorps peuvent inhiber I’invasion érythrocytaire, donc cette région peut étre
utilisée en association avec d’autres antigenes dans un vaccin contre le paludisme.

La recherche vaccinale bien qu’intense est actuellement loin d’atteindre I’objectif
qui est de mettre au point un vaccin efficace contre le paludisme, et doit
certainement se tourner vers I’association d’antigenes pour atteindre une efficacité
requise. Le fait que des vaccins soient en phase d’essais cliniques avances laisse
présager que le plus dur du travail a été fait et que I’espoir est permis dans ce

domaine.
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Résumé

Le paludisme continue de causer un probleme de santé publique en Afrique. La prise en charge repose sur un diagnostic rapide et
un traitement efficace. Malgré une recherche intense, un vaccin n’est toujours pas disponible. Un grand nombre d’antigenes sont
des candidats vaccins, parmi lesquels, ceux du stade sanguin.

Plusieurs antigénes du stade asexué sont des candidats vaccins, parmi lesquels on retrouve les ligands parasitaires intervenant
dans le processus d’invasion, dont Erythrocyte Binding Antigen 175 (EBA-175) qui est la principale voie d’invasion acide
sialique dépendante. La région Il de cet antigéne présente des alléles dimorphiques appelés alléles F et C et leur association avec
la sévérité de la symptomatologie a été décrite. Cependant, le réle de ce dimorphisme dans les interactions hote-parasite, telle que
Iefficacité de I’invasion érythrocytaire en fonction du génotype reste inconnu a ce jour. La région Il de cet antigéne est un
candidat vaccin majeur et des anticorps sont acquis par les sujets vivant en zone d’endémie, mais leur présence ne signifie pas
qu’ils sont protecteurs.

C’est dans ce contexte que nous nous sommes fixés comme objectifs de: 1) Déterminer la prévalence des alleles de la région Il
(RINN) d’EBA-175 de P. falciparum et des antigenes ABO du systéme sanguin humain en fonction de ces alléles. 3) Faire une
étude comparative de la détermination du taux d’érythrocytes infectés entre la cytométrie de flux et la microscopie optique. 4)
Rechercher I’inhibition de I'invasion érythrocytaire de Plasmodium falciparum par les anticorps dirigés contre la région Il
d’EBA-175 chez I’lhomme.

Les anticorps ont été recherchés par ELISA, le génotypage par PCR nichée, les tests d’invasion et d’inhibition de I’invasion ont
été réalisés par culture et la lecture par microspcopie et par cytométrie de flux.

Le génotypage de la région 11l a montré une prévalence de 67,45 % pour I'alléle F, 27,90 % pour I'allele C et 4,65 % présentaient
a la fois les deux alleles. La distribution des groupes sanguins se présentaient comme suit, 59,8% pour le groupe O, 19,7% pour
le groupe A, 17,2% pour le groupe B and 3,3% pour le groupe AB. Aucune corrélation n’a été retrouvée entre les alléles de la
région 11l d” EBA-175 et les groupes sanguins ou la parasitémie. Aucune corrélation n’a été retrouvée entre les alleles de la
région 11l d” EBA-175 et les groupes sanguins ou la parasitémie. Une étude plus étendue incluant plusieurs zones du Sénégal
avec différente endémicité est nécessaire pour déterminer la prévalence des alleles de cette région Ill.

La mise au point d’un protocole de lecture de la parasitémie par cytométrie flux pour rendre la lecture de la parasitémie apres les
tests d’invasion et d’inhibition de I’invasion plus aisée et moins subjectifs que la lecture par microscopie a montré une bonne
concordance entre ces deux méthodes

Nos résultats ont montré que les anticorps dirigés contre la région RII de P. falciparum inhibent de maniére significative
I’invasion érythrocytaire des souches de terrain, mais cette inhibition n’est pas dépendante de la voie d’invasion utilisant I’acide
sialique. Cette étude est la premiére réalisée avec des souches de terrain et cherchant un lien entre Iinhibition et la voie
d’invasion utilisée par Plasmodium.

Nos travaux indiquent qu’EBA-175 peut étre utilisé comme vaccin du stade érythrocytaire chez I’homme, mais en association
avec d’autres antigénes en raison de I’existence des voies alternatives d’invasion.
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