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AVANT-PROPOS

L’émergence et 1’extension de la résistance aux dérivés de 1'artémisinine observées en Asie du
Sud-Est constituent un probléme de santé publique. L’efficacité des antipaludiques est

influencée par plusieurs facteurs dont I’état immunitaire du patient.

C’est dans ce cadre que ce travail de thése a été initié au laboratoire de pharmacodynamie-
Biochimique et au Département de Parasitologie-Mycologie de I’Institut Pasteur de Cote
d’Ivoire (IPCI). 11 s’inscrit dans le programme de recherche du Département de Parasitologie-
Mycologie de I'TPCI. L’objectif de ce présent travail est de contribuer a une meilleure prise en
charge du paludisme en Cote d’Ivoire a travers une meilleure connaissance de I’association
entre la réponse immune dirigée contre un panel d’antigenes et I’issue du traitement du
paludisme simple a P. falciparum avec les Combinaisons Thérapeutiques a base de derivés de

I’ Artemisinine.
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INTRODUCTION




Le paludisme est causé par un parasite intracellulaire obligatoire du genre Plasmodium. C’est
la maladie parasitaire la plus répandue dans le monde. L’espéce Plasmodium falciparum est la
plus redoutable parmi les cinq espéces infectant I’homme (Snow et al., 2005). Il est
responsable de 445 000 décés en 2017, majoritairement des enfants de moins de 5 ans. La
région OMS d’Afrique demeure la plus touchée avec environ 91% des cas de deces (WHO,
2017). En Cote d’Ivoire, le paludisme constitue 33 % des motifs de consultation et la
premiere cause d’hospitalisation dans les centres de santé. Les femmes enceintes et les enfants
de moins de cing ans sont les populations les plus atteints. En 2017, 3,5 millions de cas de
paludisme ont été enregistrés avec 3200 cas de déces (WHO, 2017). Suite au développement
et a ’augmentation de la résistance de P. falciparum a certaines molécules usuelles telles que
la chloroquine, la sulfadoxine péryméthamine, les Combinaisons Thérapeutiques a base
d'Artémisinine (CTA) ont été recommandées depuis 2001 par 1’Organisation Mondiale de la
Santé (OMS) comme traitement de premiére ligne contre le paludisme simple a Plasmodium
falciparum dans tous les pays endémiques (WHO, 2015). Ainsi, la Cote d’Ivoire a adopté
depuis 2005 les associations Artesunate + Amodiaquine (AS + AQ) et Artemether +
Lumefantrine (AL), pour le traitement du paludisme simple a P. falciparum en premiére
intention (PNLP, 2008). Les CTA et les autres mesures de préventions telles que les MILDA
(Moustiquaires Imprégnés a Longue Durées d’Actions) ont conduit a une réduction
significative de I'incidence du paludisme et de la mortalité, en particulier, en Afrique sub-
saharienne (WHO, 2014). Malheureusement, ces progres peuvent étre remis en cause par
I’émergence et I’extension de la résistance aux dérivés de l'artémisinine observées en Asie du
Sud-Est (Dondorp et al., 2011 ; Ashley et al., 2014). La cause prédominante de I'échec du
traitement est la résistance du parasite au principe actif du médicament, ou dans le cas d'une
thérapie combinée, une résistance a un ou plusieurs des composants actifs. Cependant, il
existe une importante variabilité interindividuelle dans le mecanisme de la clairance
parasitaire. L’efficacité des antipaludiques est influencée par des facteurs tels que le stade de
vie du parasite, le profil pharmacocinétique et les niveaux de réponses immunitaires du
patient (Nébié et al., 2008 ; White, 2011). Les résidents des régions d'endémie palustre
développent une immunité naturelle qui leur confere une protection partielle contre le
paludisme a P. falciparum. Cette immunité est lentement mise en place apres des infections
répétées (Bouharoun-Tayoun et al., 1990 ; Gongalves et al., 2014 ; Galatas et al., 2016).
Ces individus peuvent tolérer des parasitémies élevées. Dans les zones ou la transmission est
faible, le paludisme clinique a été associé a de faibles densités parasitaires (Gatton & Cheng,

2004). Il a été démontré que les mécanismes de I'immunité antiparasitaire sont différents chez
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des personnes vivant dans des zones a transmission différente (Reyburn et al., 2005 ; Boutlis
et al., 2006 ; Fowkes et al., 2016). La clairance parasitaire est plus lente en milieu de faible
transmission et relativement rapide dans les zones a forte transmission, ce qui suggere que
I'immunité acquise contribue a I'élimination des parasites (Stepniewska et al., 2010).
Cependant, I’association entre les niveaux des immunoglobulines (1gG) spécifiques a P.
falciparum et la réduction du risque d’infection du paludisme fait débat (Bejon et al., 2011 ;
Wilson et al., 2013 , Biswas et al., 2014). Les anticorps contre les antigénes de P.falciparum
ciblent le stade des sporozoites conduisant a une réduction subséquente de la transmission et
de I’infection. Dans ce cas, la multiplication des parasites est réduite de méme que les signes
cliniques du paludisme (Fowkes et al., 2010 ; Chan et al., 2014). L’efficacité du traitement
saméliore avec l'a4ge et lintensité de la transmission, suggérant que l'acquisition de
I’immunité peut jouer un role dans la détermination de I'efficacité du traitement antipaludique
(Staedke et al., 2004 ; Francis et al., 2006 ; Greenhouse et al., 2009). A ce sujet, des
travaux anterieurs réalisés en Afrique principalement dans les zones a forte transmission ont
noté des associations diverses entre I'immunité et I’efficacité du traitement avec la
sulfadoxine pyrimethamine, la chloroquine et les CTAs (Van Geertruyden et al., 2009 ;
Borrmann et al., 2011 ; Diarra et al., 2012).

Le génome de Plasmodium falciparum contient 14 chromosomes avec plus de 5000 genes qui
codent pour divers enzymes et protéines de transport, dont certaines ont été identifiées comme
candidat vaccin. Plus de 40 protéines de mérozoites impliquées dans 1’invasion ont été
identifiées, dont la plupart ont été considerés comme des cibles de l'immunité acquise
(Doolan, 2011). Le role des anticorps particulierement les immunoglobulines (IgG), dans la
protection contre I’infection palustre a été démontré par les expériences de transfert passif de
plasma provenant d’individus vivant en zone d’endémie a des personnes naives non exposées
(Bouharoun-Tayoun et al., 1990 ; Sarr et al., 2011).

L’infection palustre induit la production d’anticorps contre les antigénes candidats vaccins
comprenant les antigénes pré-érythrocytaires (CSP, LSA3, SALSA, etc.) et érythrocytaires
(AMA1, GLURP, Extrait total de schizonte 07/03). Plusieurs études séro-épidémiologiques
ont montré que les antigénes précités joueraient un role prépondérant dans 1’acquisition de
I’immunité protectrice contre le paludisme et ont été associés avec un risque réduit des signes
cliniques du paludisme (Polley et al., 2004 ; Osier et al., 2008 ; Diop et al., 2014 ; Adu et
al., 2016).



En Céte d’Ivoire, pays d’endémie palustre, la transmission est hétérogene avec des
caracteristiques épidémiologiques différentes d’une zone a une autre pouvant influencer la
réponse immune de I’hdte. A Man, la transmission est intense, pouvant présager d’un niveau
important d’anticorps produits par les patients. A Bouaké, la transmission est hétérogene et le
taux d’innoculation entomologique (0,05 p/h/n) faible trouvé dans le quartier Dar-Es-Salam
(Bouaké) contraste avec la prévalence élevée du paludisme dans cette zone (Anonyme-1,
2017) avec une incendence du paludisme de plus de 250 cas pour 1000 (Anonyme-2, 2015).
Les marqueurs sérologiques pourraient permettre de déterminer le niveau réel de transmission
du paludisme a Dar-es-Salam. L’apport de la réponse immune dans I’issue du traitement et
I’effet du faciés épidémiologique sur la réponse immune en Cote d’Ivoire méritent d’étre

analyses. Dans le cadre de ces travaux, les questions de recherche suivantes ont été abordées :

- La réponse immune contre les antigénes de P. falciparum favoriserait-elle 1’issue du

traitement du paludisme a P. falciparum avec les CTA ?

- Le niveau d’anticorps contre les antigénes de Plasmodium falciparum serait-t-il plus

important a Man (Ouest) qu’a Bouaké (Centre) de la Cote d’Ivoire ?
En rapport avec ces questions de recherche, les hypothéses suivantes ont été émises :
- Laréponse immune favoriserait une réponse rapide du traitement avec les CTA

- L’intensité de la réponse immune serait plus importante a Man (Ouest) qu’a Bouaké
(Centre) de la Cote d’Ivoire

L’objectif général de cette étude est de contribuer a une meilleure prise en charge du
paludisme en Cote d’Ivoire a travers une meilleure connaissance de I’association entre la
réponse immune dirigée contre un panel d’antigénes et I’issue du traitement du paludisme

simple a P. falciparum avec les CTA. Il s’agit plus spécifiqguement de :

-Comparer les réponses anticorps dirigées contre les antigenes de P. falciparum entre les
patients ayant une Réponse Clinique Parasitologique Adéquate (RCPA) et ceux présentant un
échec thérapeutique aux CTA d’une part et d’autre part en fonction de I’évolution de la

clairance parasitaire pendant le traitement avec les CTA

-Comparer les réponses anticorps dirigées contre les antigénes candidats vaccins de P.
falciparum chez des patients vivants dans deux facies épidémiologiques différents de la Cote

d’Ivoire (Man et Bouaké).



|- GENERALITES




I-1-Généralités sur le paludisme

I-1-1-Pathologie

I-1-1-1-Définition

Le paludisme (palud=marais) ou malaria (mauvais air) est une maladie fébrile provoquée par
un protozoaire du genre Plasmodium appartenant au phylum des Apicomplexa et transmis a

I’homme par la piqlre d’un moustique vecteur du genre Anopheles dont seule la femelle
transmet la maladie (Saye, 2006).

I-1-1-2-Historique de la maladie

Le paludisme est connu par ses manifestations cliniques depuis ’antiquité. Les termes italiens
Mal’aria « mauvais air » ou encore latin paludis, « marais » furent décrits, entre autres, par
Hippocrate (460-377 av JC), qui établit d’ailleurs une relation pertinente entre la date et le
lieu ou les malades vivent lorsqu’ils succombent. En Chine, dés le 1V° siécle, le Qinghaosu ou
Artemisia annua était connu pour ses vertus fébrifuges. En 1620, Don Francisco Lopez, pere
jésuite, reconnait les vertus curatives de la poudre d’écorce du quinquina (Rocco, 2006). En
1880, Alphonse Laveran, médecin militaire francais, observe en Algerie des éléments
cellulaires intra-érythrocytaires n’appartenant a aucune lignée hématologique ; 1’hématozoaire
du paludisme est découvert. En 1897, le britannique Sir Ronald Ross, médecin de I’armée des
Indes prouve le rdle des moustiques dans la transmission du paludisme aviaire, et Giovanni-
Battista Grassi en 1898 en Italie, démontre que I’anophéle est le vecteur du paludisme
humain. La phase de division dans le foie ne sera identifiée que bien plus tard en 1948 par
Short et Garnham. Ils permettent ainsi de compléter la connaissance du cycle du parasite et
d’expliquer les rechutes de la maladie observées dans certains cas. La seconde guerre
mondiale empéchant ’accés aux plantations indonésiennes de quinquina ouvrait la voie du
développement et de I’utilisation des premiers anti-malariques de synthese (amino-4-
quinoléines). La lutte contre le vecteur devenait possible grace a la découverte des
insecticides a action rémanente qui permirent I’éradication de I’affection dans des régions

d’Europe encore atteintes, et dans certaines iles. (Malvy et al., 2000).

I-1-1-3-Répartition géographie et épidémiologie du paludisme
Le paludisme sévit dans plus de 100 pays tropicaux et subtropicaux, notamment en Afrique

subsaharienne, en Asie, dans le Pacifique, en Amérique latine (figure 1). Les estimations font

état de 216 millions d’épisodes de paludisme dans le monde. Plus de 90 % des cas ont eu lieu

dans la région Afrique et 7 % dans la région Asie du Sud-Est (WHO, 2017). A I’échelle
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mondiale, 70 % des décés imputables au paludisme ont concerné des enfants de moins de 5
ans et 445 000 cas de déces ont été enregistrés. P. falciparum est ’espece la plus redoutable
avec 99% de déces qui lui sont attribués. La région OMS d’Afrique demeure la plus touchée
avec environ 91% des cas de déces (WHO, 2017).

I-1-2-Parasite et vecteur

I-1-2-1-Parasite

Il existe plus de 140 espéces de Plasmodium inféodées a diverses especes animales mais
seulement 4 espéces sont responsables du paludisme humain. Il s’agit de Plasmodium
falciparum (P. falciparum), Plasmodium malariae (P. malariae), Plasmodium ovale (P.
ovale) et Plasmodium vivax (P. vivax) qui different entre elles par des criteres biologiques,
cliniques, répartition géographique et leur capacité a développer des résistances aux
antipaludiques. Plasmodium knowlesi, généralement retrouvé dans la nature chez les singes
macaques, a été identifié comme étant la cinquiéeme espece de Plasmodium causant le
paludisme chez ’homme en Asie du Sud-Est (White, 2008 ; Bronner et al., 2009). Quatre-
vingt-quinze pourcent (95%) des cas de paludisme recensés a travers le monde sont dus a P.
falciparum et P. vivax. Les infections a P. falciparum sont trés répandues dans les grandes
régions de I'Afrique subsaharienne et dans les pays d'Asie de I'Est. Prés de 60 a 80 % des
acces palustres dans le monde sont dus a P. falciparum (Vangapandu et al., 2007 ; de
Gentile, 2008 ; Schlitzer, 2008 ; Hay et al., 2009). P. vivax et P. ovale, quant a eux, sont
responsables des rechutes tardives plusieurs mois et/ou années apres 1’épisode initial de la
maladie. De ces 5 espéces, P. falciparum est I’agent causal des formes cliniques
potentiellement mortelles du paludisme. C’est encore elle qui présente une résistance clinique
a la plupart des antipaludiques disponibles sur le marché (Pages et al., 2007 ; Das et al.,
2009). Toutefois, de plus en plus, P. vivax est impliqué dans des cas de paludisme grave
(Picot et al., 2009 ; Kochar et al., 2009) et de chimiorésistance (Barnadas et al., 2008 ;
Marfurt et al., 2008 ;Teka et al., 2008). Bien qu’une similitude élevée soit retrouvée entre
les génes fonctionnels de P. falciparum et de P. vivax, il existe cependant, plusieurs traits
caractéristiques distincts entre ces deux parasites (Das et al., 2009). Le contréle de ce fléau
mondial qu’est le paludisme, se heurte a la résistance du parasite a la plupart des
antipaludiques disponibles sur le marché, d’une part (Hayton et al., 2008 ; Plowe, 2009) et
du vecteur (anopheles femelle) aux insecticides, d’autre part (Brooke et al., 2008 ; Awolola
et al., 2009). Cette résistance des anophéles aux insecticides a profondément perturbé les

programmes nationaux et régionaux de lutte anti vectorielle (Talisuna et al., 2007 ; Hayton



et al., 2008 ; Plowe, 2009). L’apparition et la propagation des souches résistantes de
Plasmodium aux principaux antipaludiques a pour conséquence 1’augmentation notable de la
morbidité et de la mortalité palustre. Ces conséquences sont, en autres, les anémies séveres,
les faibles poids a la naissance et 1’accroissement du portage des gamétocytes
(Pongtavornpinyo et al., 2009 ; Rogers et al., 2009). Ainsi, la recherche de nouvelles

approches préventives et thérapeutiques est nécessaire.
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Figure 1 : Répartition géographique du paludisme dans le monde
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I-1-2-2-Vecteur du paludisme

Le vecteur du paludisme humain est I’anoph¢le femelle, moustique appartenant a 1’ordre des
Dipteres, a la famille des Culicidae, a la sous famille des Anophelinae et au genre Anopheles.
(Du grec « Andphelés », signifie « inutile » par la combinaison du « an » traduisant le privatif

et de « Bphelés » qui signifie « utile »).

La transmission de la maladie a ’homme se fait principalement par la piqlre infestante du
moustique pendant son repas sanguin. Seule la femelle est hématophage. L’étude du cycle
nocturne d’agressivité des moustiques montre des pics d’activité est situé entre 0 h-2 h pour
Cx. pipiens et 2 h- 4 h pour An. gambiae. Ces heures coincident avec la période ou’ I’homme
est profondément endormi. L’activité maximale de ces especes de moustiques a cette période
démontre a quel point ces especes sont inféodées aux habitudes de I’homme pour la recherche

de leur repas de sang (Ntonga et al., 2017).

Dans la littérature, environ 500 a 600 espéces d’anophéles sont décrites, mais seules 70 a 80
soit 10% d’entre elles sont vectrices de parasites (dont Plasmodium) a ’homme (Pages et al.,
2007 ; Boéte, 2009).

Les principaux vecteurs du paludisme sont, pour I'Afrique : Anopheles gambiae ss., An.
arabiensis, An. funestus, An. nili et A. moucheti. D’autres tels que : An. melas, An. merus, An.
paludis, An. pharoensis, An. hancocki sont des vecteurs d’importance locale, dits
"secondaires” (pour I'Afrique centrale). Pour la zone américaine : An. darlingi, An. albimanus,

An. pseudopunctipennis, An. quadrimaculatus.

Chacune de ces espéces a des exigences écologiques particuliéres. Par exemple, An. gambiae
se développe plutdt dans de petites collections d’eaux claires, ensoleillées et sans végétation
tandis qu’An. arabiensis, colonise les environnements plus secs jusqu’en bordure du Sahara.
Quant aux autres especes, An. funestus peuple les marais a végétation dressée ; An. nili se
développe sur les bords des rivieres a courant rapide et An. moucheti se développe dans les
fleuves a courant lent, dans le bloc forestier d’Afrique centrale. D’autres especes telles qu’An.
melas et An. merus, se développent dans les eaux saumatres des zones cotieres (Esnault et al.,
2008). Au Malawi, des observations cytogénétiques et moléculaires ont permis la mise en
évidence d’une nouvelle sous-espéce d’Anopheles giles, un des vecteurs majeurs de
paludisme en Afrique, provisoirement nommé funestus-like (Spillings et al., 2009). Le

développement, la longévité et la distribution des anopheles dépendent du climat et de la
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température avec un optimum entre 20 et 30°C pour une durée de vie de I’ordre de 30 jours
(Pascual et al., 2009). Les femelles s'accouplent généralement une seule fois au cours de leur
vie, contrairement aux males et conservent le sperme dans des spermathéques tout au long de
leur vie pour féconder tous les lots d’ceufs successifs. Pour cela, elles ont besoin d’un repas
sanguin (prélevé chez I’homme et certains mammiféres) tous les 2 a 3 jours pour la
maturation des ceufs et la ponte (cycle gonotrophique). Hormis ce besoin, les moustiques
adultes (males et femelles) se nourrissent principalement de nectar. La recherche de 1’hote se
fait a distance en remontant les émissions de gaz carboniques (CO.), puis a proximité en
fonction des odeurs corporelles. Elles représentent un hote définitif pour les parasites du genre
Plasmodium tandis que I’homme constitue 1’hote intermédiaire (Jason Pitts et al., 2006 ;
Pages et al., 2007).

I-1-2-3-Cycle biologique du parasite

Les plasmodies sont des parasites intracellulaires obligatoires des vertébrés transmis a
I’homme par la piqiire infestante d’un anophele femelle. Le cycle biologique de transmission
du Plasmodium est un processus complexe nécessitant 1’interaction entre 1’hote vertébré
(homme = hodte intermédiaire) hébergeant la multiplication asexuée (schizogonie), le
parasite, et le moustique vecteur (héte définitif) chez lequel se déroule la reproduction
sexuée (sporogonie) et un environnement propice. Selon Bousema & Drakeley (2011) ; on
peut résumer cette transmission en quatre phases cycliques :1) le développement du parasite
chez 'homme jusqu’au stade gamétocyte qui comprend deux cycles asexués dont le premier
se passe dans les cellules du foie (cycle schizogonique exo-érythrocytaire intra-hépatique) au
cours duquel on n’observe pas de manifestations cliniques (phase d’incubation) et I’autre,
intra-érythrocytaire (cycle schizogonique intra-érythrocytaire) correspondant a la phase de
manifestations cliniques, 2) la transmission du parasite de I’homme au moustique vecteur, 3)
le développement du parasite au sein du moustique vecteur (cycle sporogonique) et 4) la

transmission du moustique vecteur a ’homme (Figure 2).
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Figure 2 : Cycle de vie du Plasmodium falciparum

(Source : Bousema & Drakeley, 2011)

1) le développement du parasite chez I'hnomme
2) la transmission du parasite de I’homme au moustique vecteur
3) le développement du parasite au sein du moustique vecteur (cycle sporogonique)

4) la transmission du moustique vecteur a I’homme

12



Cycles asexués chez I'héte vertéebré (Homme)

Encore appelé phase asexuée ou schizogonie, le cycle chez I'homme comporte deux phases :
une phase tissulaire ou exo-érythrocytaire et une phase sanguine ou intra-érythrocytaire :

Phase tissulaire ou cycle exo-érythrocytaire ou Schizogonie pré-érythrocytaire

Pendant le repas sanguin, les moustiques du genre Anophéle femelles infestés inoculent a
I’homme des sporozoites dans un capillaire sanguin par leur salive (Prudéncio et al., 2006 ;
Rowe et al., 2009). Le nombre de sporozoites inoculés est estimé entre 20 et 200 (Yamauchi
et al., 2007). Ces sporozoites, formes extracellulaires issus d’un processus complexe de
développement chez le moustique et qui sont destinés a infecter les cellules du foie des
mammiféres (Aly et al., 2009), restent environ une demi-heure dans la peau, la lymphe et le
sang. Au cours de leur migration vers le foie, beaucoup sont détruits par les macrophages,
mais certains parviennent a gagner les cellules du foie. Dans les hépatocytes, les sporozoites
se multiplient et évoluent en schizontes pré-érythrocytaires ou « corps bleus » (formes
multinucléées) apres 1 a 2 semaines de maturation. Ces schizontes éclatent et libérent dans le
sang, des milliers de mérozoites variant selon 1’espece (40 000 pour P. falciparum, 15 000
pour P. ovale, 10 000 pour P. vivax et environ 2 000 pour P. malariae) qui initieront la phase
érythrocytaire. Il faut noter que la schizogonie hépatique est unique dans le cycle du fait que
les hépatocytes ne peuvent étre infectés que par des sporozoites (Prudéncio et al., 2006 ,
Tardieux et al., 2008). A I’image d’autres stades invasifs des Apicomplexa, les sporozoites
pénétrent activement dans les cellules hotes (Ménard et al., 2008). Des expériences indiquent
que les sporozoites passent d’abord par plusieurs cellules de I’hote (Tardieux et al., 2008) et
hépatocytes avant leur développement (Mota et al., 2004). L’invasion des hépatocytes se fait
soit a travers la membrane plasmique ou soit par la formation d’une vacuole essentielle a sa
différenciation (Silvie et al., 2004). Des travaux scientifiques montrent que cette invasion des
hépatocytes par des sporozoites est médiée par I’interaction entre la « Circumsporozoite
Protein » pour CSP (protéine majeure exprimée a la surface des sporozoites) ; la «
Thrombospondin — Related Anonymous Protein » pour TRAP ; exprimée également a la
surface des sporozoites ; les CD81 (tétraspanine) ; cell-traversal protein for ookinétes and
sporozoites (CelTOS), et (les glycosaminoglycanes (GAG) des sinusoides hépatiques) (Silvie
et al., 2008). Siau et al., (2008) ont montré in vitro qu’un changement de température est
nécessaire a I’infectiosité des hépatocytes par les sporozoites. De ces expériences, on peut

émettre I’hypothése que I’infectiosité des hépatocytes est favorisée entre autre, par le
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changement de température de I’anophéle femelle (< 37°C dans les glandes salivaires) a
I’hote vertébré (37°C).

Au cours de la phase hépatique, certains parasites restent quiescents dans les hépatocytes, sans
se transformer en corps bleu donnant ainsi naissance a des hypnozoites responsables des acces
de reviviscence tardifs a distance de la piqdre initiale dans les infections a P. vivax et P. ovale
(Prudéncio et al., 2006 ; De Gentile, 2008 ; Picot, 2009). Contrairement a P. ovale et P.
vivax, P. falciparum et P. malariae ne possédent pas de formes de persistance hépatique
(hypnozoites), I’évolution se faisant d’un seul tenant. Cette phase de multiplication est
asymptomatique (période d’incubation) et dure de 8 a 15 jours selon les espéces (de Gentile,

2008).
Phase sanguine ou cycle asexué intra-érythrocytaire

La phase érythrocytaire est initiée par I’invasion aléatoire des hématies saines par des
mérozoites (formes extracellulaires du parasite) libérés suite a la rupture des schizontes
hépatiques. C’est un processus complexe faisant intervenir de multiples interactions entre
ligands et récepteurs (Rayner et al., 2009 ; Tamez et al., 2009). L’invasion des hématies qui
se fait grace a un processus parasitaire actif (endocytose) dure environ 30 secondes et se passe
en cing phases : a)- la phase de contact entre le manteau glycoprotéique du mérozoite
(Merozoite Surface Protein 1 pour MSPI1) et la surface de I’hématie ; b)- une phase de
réorientation de la région apicale du mérozoite au contact de la membrane de 1’hématie ; ¢)- la
libération d’une sérine protéase « merozoite surface sheddase (MESH ; en vert sur le schéma)
suivie de I’amorce de I’invagination de 1’hématie; d)- 1’invagination avec détachement
progressif du manteau glycoprotéique et e)- I’endocytose avec formation de la vacuole
parasitophore (figure 3). Au sein de la vacuole parasitophore, le parasite se différencie en
trophozoite jeune, puis en trophozoite age, stade a partir duquel une intense phase réplicative
de PADN commence. Il donne alors naissance au schizonte érythrocytaire, ce dernier apres
segmentation montre une forme caractéristique de rosace, puis libére des mérozoites au
nombre de 16 a 32 pour P. falciparum ; 16 a 20 pour P. vivax ; 8 a 16 pour P. ovale et 6 a 12
pour P. malariae) qui rapidement réinfectent de nouvelles hématies saines. (O ‘Donnell et al.,
2005 ; Silvie et al., 2008 ; Rowe et al., 2009).

Spécifiquement linfection de I’érythrocyte humain par Plasmodium vivax nécessite
obligatoirement la présence d’un antigene a la surface des globules rouges ; appelé, « Duffy

Antigen Receptor for Chemokines (DARC). L’interaction entre P. vivax et 1’érythrocyte est
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médiée par une protéine de liaison ; le « Duffy — Binding Protein » (PvDBP) (Rayner, 2009).
Chaque cycle schizogonique (ou endoérythrocytaire) dure 48 heures (fiévre tierce) pour P.
falciparum, P. vivax et P. ovale ou 72 heures (fiévre quarte) pour P. malariae. Seule cette
phase sanguine est responsable des manifestations cliniques observées au cours du paludisme.
Apres plusieurs schizogonies, un petit pourcentage de mérozoites ne se multiplient pas apres
invasion des érythrocytes, mais plut6t, se différencient dans les hématies parasitées en formes
sexuees (gamétocytes). Ces gamétocytes (males et femelles) ne peuvent poursuivre leur
développement que s’ils sont ingérés au cours d’un repas sanguin par un anoph¢le femelle

(Prudéncio et al., 2006 ; Rowe et al., 2009).

Cycle chez I’Anophéle femelle (cycle sexué ou sporogonie)

La transmission de Plasmodium nécessite son développement chez le vecteur (Dinglasan et
al., 2007). De ce fait, le cycle sexué ou sporogonique ou le parasite passe par plusieurs stades
de développement successifs se déroule chez les femelles de certaines especes d’anopheles.
Lors d’un repas sanguin sur un individu infecté, I’anophele femelle ingere les différents stades
du parasite. Les €léments asexues (merozoites, trophozoites et schizontes) sont digéres dans
I’estomac du moustique. Seuls les gamétocytes males (microgamétocytes) et gamétocytes
femelles (macrogamétocytes) poursuivront leur développement. Ceux-ci parviennent dans
I’estomac du moustique et se transforment en gametes. Le gaméete male subit un processus
d’exflagellation, a la suite duquel les gamétes femelles sont fécondés. Il en résulte un zygote
appelé ookinete. Selon Hirai et al. (2009), I’étape de la fertilisation est considérée comme
¢tant le talon d’Achille du cycle représentant ainsi, une cible vaccinale. Environ 24 heures
aprés la formation du zygote, 1’ookinéte mature mobile traverse d’abord la matrice
péritrophique, puis I’épithélium stomacal avant de se différencier en oocystes. Cette phase
diploide est bréve et s’achéve par une division méiotique laquelle est suivie de plusieurs
mitoses aboutissant au développement de sporoblastes, puis de sporozoites apres une dizaine
de jours. L’éclatement de I’oocyste libere ces ¢léments haploides (5000 a 10000 sporozoites)
mobiles dans I’hémolymphe et gagnent préférentiellement les glandes salivaires de I’anophele
par leurs propres moyens d’ou ils pourront étre a nouveau injectés avec la salive lors d’une
nouvelle piqlre infestante. La reconnaissance et l’invasion des glandes salivaires du
moustique se fait a travers I’interaction entre les protéines de surface de ces glandes salivaires

et la TRAP exprimée a la surface des sporozoites (Vlachou et al., 2006 ; De Gentile 2008).
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(a) (b) (c)

Figure 3 : Invasion des érythrocytes par des mérozoites de Plasmodium falciparum
(O'Donnell et al., 2005).

(a) : phase de contact, (b) : phase de réorientation,
(c) : phase de libération d’une serine protéase,

(d) : phase d’invagination, (e) : phase d’endocytose.
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La durée du cycle sporogonique, le passage obligatoire pour la transmission du parasite d’un
hdte a un autre, varie de 10 a 40 jours en fonction de la température extérieure et de I’espéce
plasmodiale (Pages et al., 2007 ; Picot et al., 2009). Des expériences montrent que la

sporogonie peut étre interrompue si la charge parasitaire d’entrée est élevée (Dawes et al.,
2009).
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I-1-3-Manifestation clinique du paludisme

Les manifestations cliniques du paludisme sont diverses dans leur expression et leur gravité et
dépendent a la fois du parasite (espéce plasmodiale et densité parasitaire) et de son hote
(réceptivité genétique et état immunitaire). Elles vont de I’accés fébrile aigu en passant par un
paludisme sub-aigu a un paludisme chronique. Certains tableaux cliniques sont communs a
toutes les especes plasmodiales avec quelques nuances dans I’intensité des signes selon le
parasite en cause (par exemple le paludisme pernicieux, le paludisme viscéral évolutif et la
fievre bilieuse hémoglobinurique pour P. falciparum, la néphrite quartane pour P. malariae).
Ainsi, on observe des acces palustres simples qui comprennent la primo-invasion et les acces
de reviviscence schizogonique a fiévre périodique. Lorsque les Plasmodium commencent a
gagner le sang et a s'y multiplier, apparaissent des symptémes peu évocateurs avec, surtout,
une fievre généralement moderée (38°C a 38,5° C) sans périodicité particuliére, accompagnée
fréquemment de troubles digestifs a type d'embarras gastrique (Vangapandu et al., 2007 ; De
Gentile, 2008).

I-1-3-1-Acces palustre de primo-invasion a Plasmodium falciparum

L’acceés palustre de primo-invasion a P. falciparum, apparait chez un sujet neuf, non immun,
c'est-a-dire chez ’enfant de 4 mois a 4 ans autochtone d’une zone d’endémie, mais peut aussi

s’observer a tout age.

Incubation : elle correspond a la durée de la phase pré-érythrocytaire hépatique (7 a 12 jours
pour P. falciparum) aprés la piqlre infestante d’un anophéle femelle sans aucun trouble ; elle
est totalement asymptomatique. Les symptdmes commencent a apparaitre pendant la phase
érythrocytaire lorsque les Plasmodium gagnent le sang (hématies) et s’y multiplient. Aprés
une période d'incubation muette, apparait un tableau clinique qui n'évoque pas d'emblée un
paludisme. Le signe cardinal est marqué par I’apparition d’une fievre brutale, continue,
souvent accompagnée d’un malaise général avec myalgies, céphalées, et parfois troubles
digestifs (anorexie, douleurs abdominales, nausées, vomissements et méme parfois diarrhée).
On parle alors « d’embarras gastrique fébrile » (Vangapandu et al., 2007 ; De Gentile,
2008).

I-1-3-2-Invasion
La fievre sans périodicité réguliere est continue et associée a un malaise général, des
courbatures, des céphalées, des nausées ou des vomissements et parfois des diarrhées. A ce

stade, le diagnostic sera apporté par le frottis sanguin et la goutte épaisse qui montrent le
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Plasmodium. En I’absence de traitement, la fiévre persiste avec des rémissions et des
recrudescences pendant 8 a 15 jours. La fiévre peut devenir intermittente, tous les deux ou
trois jours accompagnée alors d’une splénomégalie. Le risque de passage a ’accés pernicieux

est permanent s’il s’agit d’un Plasmodium falciparum.

I-1-3-3-Acces palustre a fievre périodique

L’expression de cette forme clinique correspond a la triade symptomatique classique décrite
de I’accés palustre : frissons, chaleur, sueurs survenant tous les 2 jours (pour P. falciparum, P.
ovale et P. vivax) ou 3 jours (P. malariae). L’accés est souvent précédé d’une phase
prodromique, toujours identique chez un méme patient, qui associe lassitude et troubles
digestifs. L’acces débute classiquement le soir et dure une dizaine d’heures, associant

successivement :

Phase de frissons : elle dure environ une heure, le patient subit de violents frissons
correspondant & une élévation de température (> 37°C) accompagnée de splénomegalie et

d’hypotension artérielle.

Phase de chaleur : elle dure 2 a 4 heures, la température peut dépasser 40°C avec une peau
seche et brdlante. Le malade rejette ses draps. Cette phase s’accompagne de céphalées et de

douleurs abdominales.

Phase de sueurs : elle dure 2 a 4 heures et se caractérise par des sueurs profuses qui abaissent
la température corporelle (voire hypothermie parfois). Elles (sueurs) annoncent la fin de
l'acceés palustre et s'accompagnent d'une sensation de bien-étre et de délivrance. Le malade
émet des urines foncées avec une remontée de la pression artérielle (Roe et al., 2009 ; Kaur ,
2009 ; Soulama et al., 2009).

Le cycle érythrocytaire détermine le rythme des acces palustres. Ainsi, les acces survenant
tous les deux jours correspondant a une schizogonie de 48 heures (fievre tierce bénigne pour
P. vivax et ovale ou fiévre tierce maligne pour P. falciparum). De méme, la fiévre tierce
quarte est déterminée par la survenue des acces palustres tous les trois jours correspondant a

une schizogonie de 72 heures

I-1-3-4-Paludisme grave
La gravité du paludisme a P. falciparum varie d'une zone a l'autre et il est possible que des

parasites plus ou moins virulents puissent exister. Il n'existe pas, pour l'instant, de marqueur
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de virulence pouvant étre utilisé pour typer les isolats sauvages de parasites, mais plusieurs
associations entre certains génotypes MSP1 et MSP2 et des cas de paludisme grave ont été
décrits (Snounou & White, 2004).

Les complications graves du paludisme sont dues a P. falciparum chez un sujet non immun
(jeune enfant en zone d’endémie, femme enceinte, expatri¢, voyageur) et sont potentiellement
mortelles. Le déces, quand il survient, est secondaire a la défaillance aigué d’une ou de
plusieurs grandes fonctions, et ce, parfois méme si la mise en place d’un traitement
¢tiologique s’avere efficace. Seule I’instauration rapide d’une réanimation adaptée peut alors
sauver le malade. Par conséquent, la connaissance des criteres OMS, 2000 de gravité du
paludisme est d’une importance capitale pour I’identification des patients qui nécessitent une
hospitalisation en urgence ou dans une Unité de Soins Intensifs. Un paludisme grave peut
donc prendre différentes formes cliniques dont la plus importante est I’atteinte cerébrale

entrainant 10 a 30% de mortalité (WHO, 2009 ; WHO, 2013).

On regroupe sous le terme de neuropaludisme (cerebral malaria chez les anglo-saxons)
toutes les manifestations neurologiques, conséquences de D’atteinte cérébrale au cours de
I’acces palustre. Il associe des troubles de la conscience (pouvant aller jusqu’au coma),
prostration, convulsions avec des perturbations viscérales multiples (anémie sévere,

insuffisance rénale, oedéme pulmonaire...) (WHO, 2009).

Le syndrome du paludisme cérébral est complexe. Il est peu probable qu’une seule hypothése
soit responsable de la pathogenese. Les données actuelles indiquent I’implication des

hypothéses mécanique ou de séquestration, inflammatoire et d’hémostase.

I-1-3-5-Autres complications

Les complications graves du paludisme sont dues a P. falciparum :
Paludisme viscéral évolutif ou paludisme chronique

Le paludisme viscéral évolutif (PVE) s’observe chez les sujets mal prémunis exposés aux
réinfections. L'apparition de la chloroquino-résistance, l'inobservance fréquente de la
prophylaxie et l'automédication en zone d'endemie, sont a l’origine du paludisme viscéral
évolutif. Les signes cliniques sont généralement frustes et la gravité tient au retard
diagnostique. Les principaux symptdmes se constituent progressivement avec anémie clinique
avec paleur, souffle systolique fonctionnel, parfois cedéme des membres inférieurs, asthénie,

splénomégalie sensible souvent volumineuse et une fievre modérée inexpliquée. Un
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diagnostic précoce et le traitement permettent une sédation des symptomes et une
normalisation des paramétres biologiques sans séquelles. Les autres espéces plasmodiales
peuvent aussi provoquer, mais plus rarement, un paludisme chronique mais sans risque
d'aggravation mortelle. Non traité, le PVE évolue vers un état de cachexie palustre (Ouattara
et al., 2008).

Fiévre bilieuse hémoglobinurique

Peu fréquente, la fievre bilieuse hémoglobinurique est une complication du paludisme a P.
falciparum. Cliniquement, elle se caractérise par une fiévre, un ictere hémolytique grave
(mortalité  supérieure a 30%) d’origine immuno-allergique, une hémoglobinurie
macroscopique suite a une importante hémolyse intravasculaire donnant I’aspect d’urines
rouge, une anémie et une insuffisance rénale. Elle est déclenchée par la prise de quinine chez
certains individus sensibilisés (des cas ont été décrits aprés prise de méfloquine ou
d'halofantrine). Son traitement est surtout symptomatique visant a corriger l'anémie et

I'insuffisance rénale.

Plasmodium vivax et ovale sont caractérisés par la fréquence des accés de reviviscence
pendant deux a trois ans apres l'infestation. La fiévre périodique de ces acces a un rythme de

tierce.

Plasmodium malariae se distingue par le rythme de quarte des acces fébriles et ses rechutes
possibles a long terme (plus de 5 ans). Il est aussi responsable d'une complication rénale

sévere que I'on rencontre parfois chez I'enfant, la néphrite quartane (Oumar et al., 2007).

Quelques cas documentés de la fievre bilieuse hémoglobinurique sont rapportés : 1 en
Angleterre (Khan et al., 2009), 3 a Bamako (Mali) (Oumar et al., 2007), 1 en Guinée-Bissau
(Bouldouyre et al., 2006), 9 au Burundi (Gobbi et al., 2005), 41 en Céte d’Ivoire (Daubrey-
Potey et al., 2004), 3 a Dielmo (Sénégal) (Rogier et al., 2003) etc.

I-1-4-Familles antipaludiques

Dans la déclaration des chefs d’états et de gouvernement africains lors du sommet africain sur
I’ « Initiative Faire Reculer le Paludisme en Afrique » (Roll Back Malaria en anglo saxon)
tenu a Abuja le 25 avril 2000 ; I’objectif qu’au moins 60% des paludéens aient accés a un
traitement rapide, adéquat et abordable dans un délai de 24 heures aprés I’apparition des
symptomes a été fixé. Dans cette optique, des engagements ont été pris d’octroyer les
ressources nécessaires pour la mise en ceuvre durable des mesures prévues dans le cadre de
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I’Initiative Faire Reculer le Paludisme (WHO, 2000). En réponse a I’émergence de la
chimiorésistance de Plasmodium a la monothérapie, I’OMS recommande I’utilisation des
Combinaisons Thérapeutiques a base d’Artémisinine (CTA). Un guide thérapeutique a
I’attention des pays endémiques a été rédigé a cet effet, exposant les lignes directrices pour
aider a la formulation des politiques et protocoles de traitement des cas de paludisme simples
et compliqués en fonction des réalités épidémiologiques locales (WHO, 2006 ; WHO, 2009).
En accord avec les objectifs d’Abuja, la plupart des pays d’endémie palustre dispose d’un «
Programme National de Lutte contre le Paludisme » (PNLP) qui édicte les stratégies en
matiere de prévention et de prise en charge des cas de paludisme. Les pays non endémiques
ne sont pas en marge de cette mise a jour et ont pour la plupart révisé leur protocole de
prévention et de traitement du paludisme d’importation a I’image de la France qui a révis¢ le
document de consensus de 1999 en 2007 (Anonyme-2, 2008), des Etats-Unis d’Amérique
(Kevin etal., 2007), du Royaume-Uni (Lalloo et al., 2007) ; de I’ Australie (Leggat, 2008).

I-1-4-1-Traitement spécifique

Le traitement rapide et efficace des cas de paludisme est un élément fondamental de la lutte
antipaludique pour sauver des vies (surtout les enfants de moins de cing ans) en Afrique
subsaharienne ou, la plupart des infections paludéennes sont dues a P. falciparum et donc sont
potentiellement mortelles (Greenwood et al., 2005 ; WHO, 2006). Il implique des mesures
complémentaires aussi bien que des médicaments antipaludiques. Les patients infectés par P.
vivax, P. malariae et P. ovale peuvent étre traités en dehors des formations sanitaires en
externe. Il est important que les patients infectés par P. falciparum recoivent rapidement un
traitement antipaludique sans délai, et ils doivent étre admis généralement dans un hopital
pour étre observés afin de détecter d’éventuelles complications. Ceci est particulierement vrai
pour les enfants de moins de cing ans, les femmes enceintes et les sujets non-immuns

provenant de pays impaludés.

Le traitement du paludisme fait appel a différents antipaludiques qui possédent des
mécanismes d'action différents. L’arsenal thérapeutique utilis¢ dans le traitement du
paludisme est trés réduit a cause de la chimiorésistance. Par conséquent, le choix du
traitement est basé sur la fréquence des cas de résistances dans la zone considérée, et sur
I'importance d'éventuels effets indésirables provoqués par certains antipaludiques. Les
antipaludiques sont classés soit en fonction de leur origine (Tableau 1) : naturelle (quinine et

dérivés du ginghaosu issus des plantes) ou de synthése (notamment les amino-4-quinoléines).
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Ils peuvent également étre classés selon leur action sur diverses formes évolutives du parasite
chez I’homme. Parmi eux, on distingue les schizontocides, actifs sur les stades asexués intra-
érythrocytaires et les gamétocytocides (amino-8-quinoléines), actifs aussi bien sur les
gamétocytes sanguins que sur les stades intra-hépatiques (hypnozoites). Enfin, ils peuvent étre
classés suivant leur mode d’action rapide (quinines et amino-4-quinoléines) pour lesquels
I’apparition de la chimiorésistance est longue et les antipaludiques d’action lente (antifoliques
et antifoliniques) dont I'usage génére beaucoup plus vite la chimiorésistance rendant

inefficaces certains traitements (Pradines et al., 2003 ; Oliver et al., 2008).

En réponse a ’augmentation croissante de la résistance de P. falciparum principalement aux
antipaludiques, ’'OMS a recommandé aux pays d’endémie palustre qui observent une
résistance aux monothérapies classiques, telles la chloroquine (CQ), ’amodiaquine (AQ) ou
la sulfadoxine-pyriméthamine (SP), d’utiliser des combinaisons thérapeutiques (CT ou ACT
en anglais), de préférence celles qui contiennent des dérivés de I’artémisinine, contre le
paludisme a P. falciparum non compliqué (WHO, 2006 ; WHO, 2008). L’antipaludique a
associer aux dérivés de I’artémisinine doit avoir une efficacité thérapeutique en monothérapie
supérieure a 80% dans la zone cible. Les options thérapeutiques actuellement recommandées
par ’OMS sont les suivantes: artéméther-luméfantrine (AL); artésunate plus amodiaquine
(AS + AQ); artésunate plus sulfadoxine-pyriméthamine (AS + SP); artésunate plus
méfloquine (AS + MQ) ; dihydroartemisinine associée a la pipéraquine (DP). En outre, on
évoque la possibilit¢ d’association de I’artésunate a la primaquine en combinaison
thérapeutique (White, 2008). La standardisation a large échelle de cette association en zone
d’endémie palustre pourrait entrainer de graves effets secondaires compte tenu de la
prévalence élevée du déficit en G6PD (Nkhoma et al., 2009). Il est bien connu que le
paludisme aigu et chronique peut entrainer une anémie. De ce fait, le traitement d’un acceés
palustre simple avec cette association (AS + PQ ou AS + dapsone) sur terrain de déficit en
G6PD, peut conduire a la mort par anémie sévere et/ou insuffisance rénale (Petres et al.,
2009). La généralisation de telles combinaisons thérapeutiques, exigerait par mesure de
sécurité, la mise en place des moyens de détection efficaces et simples des déficits en G6PD

dans les pays d’endémie palustre.
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Tableau I: Médicaments antipaludiques
(Danis, 2003 ; Olivier et al., 2008)

Origine Dérivés Molécules Actions Sites d’action
Quinine
Alcaloides du quiquina Cinchonine sanguins (action rapide) J
Antipaludiques naturels Cinchonidine
. Artémisinine . .
Qinghaousu Artémether Schizontocides Vacuole digestive
(armoise) Artésunate sanguins (action rapide)
) L Chloroquine Schi id o
Amino-4-quinoléines Amodiaquine chizontocides Vacuole digestive
. sanguins (action rapide)
Aopyroquine
Aryl-Amino-Alcools Méfloquine Schizontocides Vacuole digestive

Antipaludigues de synthése

Halofantrine

sanguins (action rapide)

Sulfamides (sulfadoxine,
sulfaméthoxazole)

Schizontocides

Antifoligues et antifoliniques | Sulfones (dapsone) sanguins et Cytoplasme
. . sporontocides (action
Pyriméthamine lente)
Proguanil
) Schizontocides ) )
Naphtoquinone Atovaquone sanguins (action Mitochondrie

lente)

Antibiotiques et divers

Cyclines (tétracycline,
doxycycline)

Macrolides
Fluoroquinolones
Hydroxynaphtoguinones

Schizontocides
sanguins

Ribosome

Amino-8-quinoléine

Primaquine
Tafénoquine
Quinocide
Bulaquine
Pamaquine
Plasmocide

Gamétocytocides et
schizontocides
tissulaires

Mitochondrie
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Des études de sécurité et de tolérance de I’artéméther-luméfantrine menées aupreés des milliers
de patients n’ont révélé que des effets secondaires mineurs ou modérés, méme apres
administrations répétées (Sagara et al., 2008 ; Falade et al., 2009 ; Barnes et al., 2009 ;
Abdulla et al., 2009). Sa biodisponibilité est améliorée lorsqu’elle est administrée avec un
repas riche en lipides (Djimdé et al., 2009). Ces différentes études montrent I’innocuité de
I’association Arthémether-Luméfantrine (AL) chez les enfants. Une étude d’embryotoxicité
d’une dose des dérivés de I’artémisinine (artésunate, dihydroartémisinine, et artémether)
administrée aux rats et singes (12 mg/kg pendant 12 jours ou plus) dans la période
d’organogénése a entrainé des malformations et des morts d’embryons (Clarke, 2009). Chez
I’humain, 1’étude aupres de 62 femmes enceintes soudanaises ayant recu de ’artésunate au
cours du premier trimestre de la grossesse avec suivi prospectif de leurs enfants au cours de la
premiére année de naissance n’a rien révélé de particulier (Adam et al., 2009). Bien que ces
résultats soient encourageants, ils ne doivent pas étre extrapolés vu le nombre tres limité de

I’effectif de femmes suivies.

Comme dans la prise en charge des affections bactériennes, l'association médicamenteuse
d’antipaludiques vise a améliorer ’efficacité du traitement (dans certains cas, par synergie
potentialisatrice ou par effet additif de deux médicaments ou plus). La combinaison
thérapeutique reste en théorie, le moyen le plus satisfaisant pour retarder I'émergence des
résistances aux différentes composantes de 1’association. Les dérivés de l'artemisinine tels que
l'artésunate ont une demi-vie trés courte avec une activité antiplasmodiale trés rapide. D’ou,
I’importance de les protéger contre la résistance en les associant avec d'autres médicaments

antipaludiques (Pradines et al., 2003 ; WHO, 2006).

Idéalement le régime thérapeutique doit étre :

-Sir et bien toléré (pas d’effets secondaires sérieux, ni d’événements fatals adverses)

-Stable (pas de probléme de stockage en termes d’humidité et de température)

-Efficace (taux de guérison au moins égale a 75 a 90%)

-Etre administré par voie orale, rectale ou parentérale (régime utilisable en toute circonstance)

-Disponible en monodose (pour minimiser 1’inobservance du traitement, possibilité

d’administration par des illettrés a domicile, ou a défaut un régime simple court < 3 jours)

25



-Efficace contre tous les stades de développement du parasite (I’effet gamétocytocide pourrait

réduire la transmission si le médicament est utilisé a large spectre)

-Non susceptible d’induire la résistance (le médicament doit en tout cas minimiser le

développement ou le taux d’acquisition de la résistance par les parasites)

-Avoir un mode d’action indépendant et accessible a tous (cott et disponibilité géographique)

(WHO, 2006).

L’utilisation de I’artémisinine dans la prise en charge du paludisme simple offre un gain sur la
mortalité en empéchant la maturation des parasites, responsables de la cytoadhérence facteur
de gravité, par la destruction des formes jeunes (Dondorp, 2008).

I-1-5-Directives de traitement et de prévention du paludisme en Céte d’Ivoire
I-1-5-1-Traitement
» Paludisme simple

Le traitement de premiére intention du paludisme simple en Cote d’Ivoire se fait par :
-Les combinaisons artesunate + amodiaquine ou artémether + luméfantrine.

-En cas d’échec ou de contre-indication ou d’indisponibilit¢ de I'une ou lautre des

combinaisons ci-dessus, I’alternative est la quinine orale.

» Paludisme grave
Le traitement initial utilis¢é pendant le paludisme grave est I’artésunate injectable ou

artémether injectable ou la quinine injectable.

» Paludisme chez la femme enceinte
En raison du risque élevé de paludisme grave pendant la grossesse, le paludisme de la femme
enceinte est une urgence qui requiert une prise en charge rapide et efficace. Chez la femme
enceinte, seule la quinine est préconisée quel que soit le type de paludisme et quel que soit

I’age de la grossesse.

I-1-5-2-Prévention ou chimioprophylaxie antipaludique

La chimio prophylaxie antipaludique permet d’éviter l'infection en cas de pénétration du
parasite dans l'organisme, grace a l'utilisation de médicaments préventifs. Elle n’est pas
systématique et ne s’adresse qu’a des catégories de populations bien définies. En Cote
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d’Ivoire, comme dans tout autre pays endémique palustre, la chimioprophylaxie est indiquee
seulement pour les femmes enceintes et les personnes en provenance d’une zone sans

transmission de paludisme.

Chez la femme enceinte, en plus de la prise en charge de la grossesse, le régime
chimioprophylactique retenu est le traitement préventif intermittent (TPI) avec la
Sulfadoxine-Pyriméthamine (SP) administrée par voie orale a raison de 3 doses (une dose
=3 comprimés) pendant la grossesse au 2éme et au 3éme trimestre (PNLP, 2013).

La premiere dose est administrée a partir de la 16eme semaine de grossesse ou des
I’apparition des mouvements actifs foetaux. Les autres doses sont administrées a un mois
d’intervalle de la précédente. Chez la femme enceinte séropositive au VIH sous prophylaxie
au cotrimoxazole, il n’est pas recommandé d’administrer la SP en TPI, car le cotrimoxazole a
des effets anti-palustres prouvés. L’administration de la SP est déconseillée au premier

trimestre de la grossesse a cause du risque tératogene lié a la sulfadoxine.

Chez les sujets provenant des zones non impaludées : traitement préventif a base de
méfloquine ou d’atovaquone-proguanil ou de doxycycline 100 mg. Pour les séjours de moins
de 6 mois en zone d’endémie palustre, il est recommandé d’administrer un traitement

préventif a base Atovaquone+ Proguanil, Méfloquine ou Doxycycline (PNLP, 2013).

La principale intervention de lutte antivectorielle en Cote d'lIvoire est basee sur la distribution
de moustiquaires imprégnées d'insecticide a longue durée d’action (MILDA). Les MILDA
sont distribuées dans des campagnes de masse et également via des canaux de routine
(pendant les consultations prénatales et pendant les naissances). La couverture nette en Cote
d'Ivoire était de 67 % en 2012, mais la campagne de masse la plus récente en 2014/2015 avait
un taux de couverture autour de 76 % avec environ 60 % comme taux d’utilisation
(Anonyme-5, 2017).

I-2-Immunité antipaludique
La protection immune contre P. falciparum en zone d’endémie palustre résulte de I’exposition

répétée au parasite et augmente avec 1’age des sujets (Courtin et al., 2009 ; Dent et al., 2009
; Doolan et al., 2009). Elle baisse au contraire avec I’dge lorsque 1’exposition diminue
(O'Meara et al., 2008). Les conséquences d’une exposition répétée sont 1’atténuation de
I’impact clinique de la maladie. Le role de l'immunité se situerait a cheval entre les

manifestations du paludisme et leurs conséquences sur les différentes populations a risque.
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Dans les zones ou la transmission du paludisme est intense et pérenne, il s'établit
progressivement chez I’hote un état de tolérance a la présence du parasite se traduisant par
une faible parasitémie (immunité antiparasitaire), d’une part, et l'absence de symptdmes
(immunité clinique), d’autre part. Cet état est appelé «état d’immunité relative ou de
prémunition ». C’est un état équilibre de « paix armée » entre le parasite et son hote dont la
rupture bascule en faveur de I’'un ou de I’autre. Son acquisition est lente et semble dépendre
d'une pression réguliére du parasite sur le systeme immunitaire de I'ndte. Les individus
prémunis sont aussi identifiés par le terme « d'hyper-immuns » (Djimde et al., 2003 ; Biswas
et al., 2008).

En zone d’endémie palustre ; les enfants en bas age (6 mois a 5 ans) sont les plus touchés par

le paludisme.

L’absence de paludisme au cours des premiers mois de vie (paludisme congénital) est un
phénomeéne rare contrastant avec un taux ¢élevé d’infection placentaire. Cela s’explique par la
transmission transplacentaire d’anticorps anti palustre maternels, d’une part, (Duffy PE,
2007 ; Malthotra et al., 2009), et la présence de I’hémoglobine feetale (HbF) qui inhibe le
développement de P. falciparum dans les hematies, d’autre part, (Shear et al., 1998). On ne
connait que peu de choses sur les mécanismes effecteurs de la réponse immune chez I'hnomme,
et ceci parce qu'il est difficile de définir des criteres épidémiologiques, cliniques ou
parasitologiques simples susceptibles de caractériser cet état de prémunition et de définir
clairement quels sont les individus "protégés” (Baird et al., 2007). Outre les facteurs
immunologiques de résistance au paludisme, s’ajoutent des facteurs génétiques qui conférent
une protection contre le paludisme grave. Au nombre de ces facteurs, on peut citer des
facteurs érythrocytaires tels que le groupe sanguin O qui protege contre les formes séveres par
I’inhibition de la formation de rosettes (Rowe et al., 2007 ; Rowe et al., 2009), les
hémoglobinoses S, C, E (HbS, HbC, HbE) (May et al., 2007 ; Verra et al., 2007) ; les
thalassemies (modifications de synthese des chaines de globine) (Enevold et al., 2007) ; le
déficit en Glucose—6—-Phosphate Déshydrogénase (G6PD) (Guindo et al., 2007) ; I’absence de
I’antigene Duffy sur certains érythrocytes (Rayner et al., 2009) et des facteurs non
érythrocytaires : le groupe HLA (Zhang et al., 2009). S’agissant du role protecteur du groupe
sanguin O, une autre étude cas—témoin (cas = paludisme sévére et contrle = paludisme
simple et enfants non-malades) réalisée au aupres de 567 enfants Maliens a réveélé la présence
de 21% de rosettes dans le groupe sanguin O d’enfants atteints de paludisme sévere contre 44

a 45% dans le groupe contrdle (Rowe et al., 2007).
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Quoique non stérilisante, cette immunité confére aux enfants d’une région endémique une
protection clinique alors que chez I’adulte elle permet un contrdle de la charge parasitaire et
réduit de facon significative la susceptibilité a la maladie. L’immunité acquise contre le
paludisme est la résultante de deux composantes a savoir I’immunité cellulaire et I'immunité

humorale.

I-2-1-Immunité cellulaire
Les mécanismes immunitaires qui conduisent & la suppression des parasites impliquent

plusieurs types de cellules du systéme immunitaire. On y distingue principalement les
lymphocytes cytotoxiques CD8+ et CD4+ ainsi que les lymphocytes T gamma/delta (Tyd) et
NK (Natural Killer). Les cellules effectrices comme les macrophages et les monocytes CD4-

et CD8- interviennent également dans cette immunité.

Il a été démontré que les CD8+ cytotoxiques jouent un réle important dans I'immunité contre
les stades pré érythrocytaires grace aux molécules de classe | du complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (CMH). Ainsi, des études ont démontré I’existence d’une spécificité
entre lymphocytes T CD8+ et antigenes de stade pré-érythrocytaires et ont permis la
caractérisation d'épitopes T restreints aux molécules du CMH de classe | (Hill et al., 1992 ;
Aidoo et al., 2000). Les lymphocytes T CD8+ reconnaissent a cet effet les molécules
antigeniques parasitaires associées aux molécules de classe | du CMH présentes a la surface
des cellules hepatiques. Activés par les épitopes T parasitaire, les lymphocytes T CD8+
produisent de I’interféron gamma (IFN-y) lequel induit & son tour la production de monoxyde
d’azote (NO) par les hépatocytes et les macrophages conduisant a la lyse des hépatocytes
infectés par Plasmodium. De plus, le transfert de lymphocytes T CDS8+ d’une souris
immunisée a une souris naive a montré que I’immunité protectrice contre le paludisme

impliquait les cellules T CD8+ contre les stades pré-erythrocytaires (Weiss et al., 1988).

L’action cytotoxique directe des cellules T CD8+ sur les stades érythrocytaires est encore mal
connue et serait probablement limitée par I’absence de molécule du CMH de classe I a la
surface des globules rouges. Cependant, les lymphocytes CD8+ de phénotype T2 agiraient
comme des immunosuppresseurs ou en tant que cellules anti-inflammatoires par la production
de cytokines helper. Ainsi, chez des sujets immuns, des cellules T2 seraient impliquées dans
des mécanismes d’immuno-suppression (Mshana et al., 1993). D’autre part, Riley et

collaborateurs constatent en 1993, que des cellules T CD8+ restreintes a 1’haplo type HLADQ
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du CMH de classe Il proliféraient en présence de MSP1, une protéine a la surface du

mérozoite.

Les cellules Thl produisent I’interleukine 2 (IL-2), PINF-y et de la lymphotoxine. Elles sont
les premiéres a déclencher la réponse immunitaire 2 médiation cellulaire et 1’activation des
macrophages. Les cellules Th2 produisent I'IL-4, I'IL-5, I'IL-6, I'IL-10 et I'IL-13. Celles-ci
stimulent la croissance des mastocytes et des éosinophiles et la production
d’immunoglobulines par les cellules B. Ainsi I’IL-4 stimule la production d’IgE (Finkelman
et al., 1990) et I'[L-10 la production d’IgG, d’IgM et d’IgA. A I’inverse des cellules CD8+,
les CD4+ agiraient a la fois contre les stades pré-érythrocytaires et érythrocytaires. La sous
population Thl reconnaitrait spécifiquement des épitopes T de la CSP (Plebanski et al.,
1997) et éliminerait les hépatocytes infectées par cytotoxicité dépendante de 'IFN-y et du
Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-a). De méme, il a eté démontré que le transfert de
lymphocytes Th1 a des souris leur conférait une protection a la réinfection par des sporozoites
de P. yoelii (Del Giudice et al., 1990) alors que I’immunisation de souris avec un peptide
synthétique correspondant a un épitope de la protéine SSP2 (TRAP) de P. yoelii induit une
immunité protectrice stérilisante médiée par les cellules T CD4+ et dépendante de I'IFN-y
(Wang et al., 1996). En outre, I’injection de cellules T CD4+ spécifiques de Plasmodium
chabaudi a des souris déficientes en T CD4+ et T CD8+ permet a ces dernieres de controler
I’infection par élimination des stades érythrocytaires grace a la production de NO (Gysin

1992).

Les cellules NK productrices d’IFN-y et les lymphocytes (Tyd) producteurs d’IFN-y et de
TNF-a jouent aussi un rOle dans les mécanismes anti-parasitaires. Les cellules NK
interviendraient comme cellules effectrices ou régulatrices de I'immunité contre le paludisme.
Chez des souris normales et déficientes en cellules NK, il a été démontré que le groupe

déficient développait des parasitémies plus élevées (Solomon et al., 1985).

Ainsi, les cellules NK activées par I'IL-12 seraient cytotoxiques contre les stades pré
érythrocytaires et érythrocytaires par 1’intervention directe ou non de I’'I[FN-y. Cependant, les

mécanismes impliquant les cellules tueuses NK ne sont pas encore clairement élucideés.

Quant aux cellules Tyd, elles augmenteraient en nombre considérable chez ’homme ou chez
le mod¢le animal lors d’infections par Plasmodium. Ces cellules proliferent en présence
d’antigénes parasitaires, secrétent le TNF-a, I'IFN-y et I’IL-1 (Goodier et al., 1993) et

activent les macrophages dans le méme but d’¢éliminer les parasites. In vitro, les cellules Tyd
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d'individus n’ayant jamais été exposés au parasite inhibent la réplication des stades
érythrocytaires de P. falciparum (Elloso et al., 1994). In vivo, leur transfert a des souris non

immunes inhibe le développement des stades pré érythrocytaires (Tsuji et al., 1995).

I-2-2-Immunité humorale

Cette immunité est de type non stérilisant, s’acquiert aprés plusieurs années d’exposition au
parasite en zone endémique et est dépendante de la souche plasmodiale en cause. Les
premiers types d’études pour comprendre le réle des anticorps dans la protection contre
I’infection furent les transferts passifs d’immunoglobulines. D’autres réalisés sur le modéele
murin ont clairement établi que les IgG controlaient la parasitémie et prévenaient la mort de
I’animal (Potocnjak et al., 1980). Par ailleurs, chez ’Homme, le transfert d’IgG purifiées a
partir d’adultes immuns africains a permis a des enfants thailandais non immuns souffrant
d’acces palustre de lutter efficacement contre les manifestations cliniques du paludisme et de

réduire sensiblement leur charges parasitaires (Bouharoun-Tayoun et al., 1990).

Par ailleurs, Holligdale et al. (1984) ont démontré que des anticorps dirigés contre les
sporozoites inhibent ou réduisent in vitro [Dinfectivité des sporozoites. Une étude
expérimentale réalisée par Egan et al. (1993) a démontré in vivo que des volontaires
immunisés avec des sporozoites irradiés (clone 3D7 de souche NF54) ont été protégés contre
I’infection a P. falciparum transmise par Anopheles stephensis infecté avec des souches de P.

falciparum homologues aussi bien qu’hétérologues.

Du point de vue de la relation spécifique entre anticorps et antigéne dans I’immunité
protectrice, des études ont démontré que des anticorps dirigés contre le Pf155/RESA, antigéne
parasitaire de la membrane érythrocytaire, sont efficaces dans I’inhibition de I’invasion du
globule rouge par le mérozoite (Wahlin et al., 1984) et protégent in vivo des singes Aotus
(Berzins et al., 1991). Cliniquement, des études ont confirmé I’action d’anticorps dirigés
contre les antigenes MSP3 et GLURP dans la protection contre les manifestations cliniques du
paludisme (Hogh et al., 1992 ; Dziegiel et al., 1993 ; Dodoo et al., 2000 ; Soe et al., 2004).

Sur le plan épidémiologique, une association négative entre charge parasitaire et 1gG a été
démontrée chez des enfants vivant en zone endémique au Liberia et au Burkina Faso
suggérant la capacité des anticorps d’individus vivant en région endémique a inhiber la
prolifération de Plasmodium (Hogh et al., 1992 ; Nébié et al., 2003). Les anticorps

antisporozoitiques sont détectés chez des individus vivant en région endémique, leur taux
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évoluant avec ’age (Nardin et al., 1982) et le niveau de transmission (Nébié et al., 2003 ;
Singer et al., 2003). Au Burkina Faso, Aucan et al. (2000) ont montré une association
négative entre le titre d’anticorps anti-RESA et anti-MSP2 avec des charges parasitaires
faibles évoquant une suppression parasitaire dépendante des immunoglobulines.

Une large gamme d’immunoglobulines participerait aux mécanismes de protection, les plus

importantes seraient les sous classes cytophiliques 1gG1 et 1gG3.

En effet, les sous classes non cytophiliques (1gG2, 1gG4 ou IgM) sont plus abondants chez des
individus cliniquement non protégés contre le paludisme alors qu’lgGl et principalement
IgG3 sont plus abondantes au sein d’individus protégés (Bouharoun-Tayoun & Druilhe
1992).

Cependant, les immunoglobulines n’agiraient pas toutes seules dans la neutralisation des
parasites, mais coopereraient avec des cellules immunitaires dont les monocytes ou autres
globules blancs s’activant comme cellules effectrices (Groux & Gysin 1990 ; Bouharoun-
Tayoun et al., 1990). Le meécanisme coopératif entre immunoglobulines et monocytes est le
principal mécanisme de neutralisation parasitaire quoique les anticorps soient, dans de rares
cas, capables eux-mémes d’étre des inhibiteurs comme dans le cas des anticorps anti-
Pf155/RESA et anti-Pf332 inhibant in vitro I’invasion érythrocytaire par le mérozoite
(Ahlborg et al., 1993). Les expeériences in vitro de I’ADCI (Antibody-Dependent Cellular
Inhibition) ont demontré que les anticorps cytophiliques dirigés contre les antigénes MSP3 et
GLURP ¢taient capables d’inhiber I'invasion de I’érythrocyte par le mérozoite ou de
neutraliser les parasites circulants en présence de monocytes (Bouharoun-Tayoun et al.,
1990). Ces mécanismes dépendent d’une étroite coopération entre les IgG cytophiliques et les
cellules effectrices, par I'intermédiaire des récepteurs FcgR. La neutralisation parasitaire dans
ce cas parait principalement soutenue par des facteurs solubles (TNF-a et NO) secrétés par les
monocytes. Ces facteurs solubles bloquent la division des parasites intra-érythrocytaires des
globules rouges avoisinant en agissant sur le parasite a son stade mononuclé (Bouharoun-
Tayoun et al., 1995). Les monocytes ont été également reconnus capables de phagocytose sur
des globules rouges infectés et opsonisés alors que les lymphocytes sont capables de tuer les
parasites via des anticorps spécifiques (Brown & Smalley, 1981). Cependant, la complexité
de cette réponse immune est telle qu’il existerait des immunoglobulines a effet non protecteur.
En effet, les 1gG2 et les IgG4 ont un effet inhibiteur sur I’opsonisation, ou sont

prépondérantes dans les préparations d’IgG ou elles inhibent I’ADCI (Groux & Gysin, 1990
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; Bouharoun-Tayoun & Druilhe, 1992). En outre, il a été démontré que les IgG1 anti-RESA
et anti-MSP-2, ainsi que les 1gG3 anti-exo antigénes augmentent, quant a elles, le risque de
survenue de manifestations cliniques du paludisme (Dubois et al., 1993 ; Chumpitazi et al.,
1996).

Il a été suggéré que la réponse immunitaire peut influencer le développement gamétocytaire
au niveau de ’'Homme (Piper et al., 1999) ou d’empécher le développement sporogonique au
niveau du vecteur (Rener et al., 1983 ; Vermeulen et al., 1985 ; Carter et al., 1990 ;
Roeffen et al., 1995 ; Gozar et al., 1998). L’immunité naturelle dirigée contre les stades
sexues contribue, par conséquent, au contrle de la transmission de la maladie en réduisant ou

en bloquant le transfert du parasite de ’Homme au vecteur.

I-3-Antigénes de stades asexués
La synthese antigénique chez Plasmodium est spécifique au stade de développement quoique

certaines protéines soient synthétisées de facon continue. Au cours du développement du
stade asexué intra-érythrocytaire, deux pics de synthese antigénique se produisent. Le premier
a lieu entre la 20°™ et la 28°™ heure au cours de la transition de la forme annulaire au
trophozoite. Le second pic se produit entre la 32¢™ et la 48°™ heure de la schizogonie. Des
antigeénes de stades hépatiques et érythrocytaires sont aujourd’hui mieux connus et constituent
des cibles potenticlles d’anticorps neutralisant. Parmi les plus importants (Figure 4), nous
pouvons citer des antigenes du sporozoite comme CSP (Circum sporozoite protein), TRAP
(Trombosponding Related Anonymous Protein), SSP (Infected Hepatocyte Sporozoite
Surface Protein), LSA (Liver Stage Antigen) certains de I’apex du mérozoite comme AMA-1
(Apical Membrane Antigen), EBA-175 (Erythrocyte Binding Antigen-175) et Pf155/RESA
(Plasmodium falciparum 155/Roseting Erythrocyte Surface Antigen). D’autres sont a la
surface du mérozoite comme MSP1, MSP2, MSP4 (Merozoite Surface Proteinl, 2, 4),
certains de la vacuole parasitophore tels que GLURP (Glutamat Rich Protein), MSP3
(Merozoite Surface Protein3), SERA (Serin-Rich-Antigen), ABRA (Acid Basic Repeat
Antigen) ou ceux a la surface de la membrane érythrocytaire tels que PFEMP1 (Plasmodium
falciparum Erythrocyte Membrane Protein 1) et Pf332 (Plasmodium falciparum 322). Six

antigenes ont été particulierement étudiés dans notre these.
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I-3-1-Antigénes pre-érytrocytaires

I-3-1-1-Circum sporozoite Protein

La Circum sporozoite Protein (CSP) et le Trombosponding Related Anynomous Protein
(TRAP) sont des protéines présentes dans les micronémes de 1’ookinéte et apparaissent
ultérieurement a la surface d’autres stades du parasite au cours desquels elles jouent un réle
fonctionnel dans I’invasion cellulaire (Cerami et al., 1992) grace a leurs domaines adhésifs.
Des expériences ont montré que la présence des deux protéines est essentielle pour la mobilité
de I’ookinéte, son passage a travers I’estomac et la transition a I’oocyste (Dessens et al., 1999

; Templeton et al., 2000).

I-3-1-2-Liver Stage Antigen 3

La Liver Stage Antigen 3 (LSA3) est un antigene exprimé au stade pré-érytrocytaire
(Daubersies et al., 2000). Elle est reconnue comme un antigene protecteur contre les
infections palustres chez les humains. Cet antigéne fortement conservé de 200 kDa est
exprime a la fois aux stades des sporozoites et hépatiques (Daubersies et al., 2000 ; Perlaza
et al., 2003). Elle possede un effet protecteur chez la souris et chez le chimpanzé en induisant
des réponses immunitaires contre les protéines parasitaires natives et qui se sont révélées

durables (jusqu'a 10 mois). (Benmohamed et al., 2000).

I-3-1-3-Sporozoite And Liver Stage Antigen

Le Sporozoite And Liver Stage Antigen (SALSA) est une proteine exprimée sur la surface de
la membrane des sporozoites et aussi pendant la phase hépatique de Plasmodium falciparum.
La syntese de SALSA augmente tout au long de la phase hépatique. Les études ont montré
que les anticorps dirigés contre 1’antigéne SALSA réduisent significativement 1’invasion des

sporozoites (Bottius et al., 1996 ; Pasquetto et al., 1997).

I-3-2-Antigénes erytrocytaires

I-3-2-1-Glutamate Rich Protein

La glutamate rich protein (GLURP) est présente dans la vacuole parasitophore du schizonte
hépatique, du schizonte érythrocytaire et du mérozoite (Borre et al., 1991). C’est une protéine
de 220-kD non transmembranaire (absence de séquence membranaire intégrale comme pour
la CS et MSP-1). Elle contient une région répétitive R2 (705-1178) reconnue par les cellules
T et B, une région répétitive R1 (489-705) et une non répétitive RO (94-489) dans sa région
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N-terminale. La forte prévalence d’anticorps anti-glurp en région endémique stipule que la

protéine est hautement immunogene (Borre et al., 1991).

I-3-2-2-Apical Membran Antigen 1

AMAL est une protéine membranaire de type 1 initialement localisée dans le micronéme
(organelle présente dans la région apicale du mérozoite). AMAL est exprimée essentiellement
pendant la phase asexuée ou sanguine de P. falciparum (Bannister et al., 2003 ; Silvie et al.,
2004b ; Remarque et al., 2008). AMAL1 est un polypeptide de 83 kDa qui est transformé par
une dégradation protéolytique en une molécule de 66 kDa avant d’étre exportée a la surface
du mérozoite lors de la rupture des schizontes (Narum et al., 1994 ; Howell et al., 2003). La
protéine se subdivise en trois domaines (DI, DIl et DIII) sur la base des ponts disulfures
(Hodder et al., 1996) et de sa structure cristalline (Pizarro et al, 2005). La protéine est
apprétée au stade tardif du mérozoite ou au cours de l'invasion érythrocytaire (Howell et al.,
2001). Elle jouerait un role lors de la réorientation du mérozoite au cours de laquelle, les
organites apicaux sont alignés sur la membrane des érythrocytes (Mitchell et al., 2004).
PfAMAL pourrait également étre impliqué dans l'invasion des hépatocytes (Sylvie et al.,
2004a). PFAMAL1 jouerait un role dans I’invasion érythrocytaire par 1’intermédiaire de son
domaine DIII (Kato et al., 2005). PFAMAL présente de nombreux polymorphismes dans ses
trois domaines DI, DIl et DIII.

I-3-3-Thérapie vaccinale

Un vaccin efficace contre le paludisme serait une avancée majeure pour 1’éradication de la
maladie. Cependant, sa mise au point s’avere trés compliquée. Ceci est en partie li€¢ aux
différentes formes que prend le parasite au cours de son cycle, et au polymorphisme observé
pour la plupart des antigenes (Mahajan et al. 2005). A ce jour, aucun vaccin efficace n’est
disponible mais plusieurs candidats vaccins ciblant des antigénes de différents stades
parasitaires sont en cours d’évaluation. La figure 4 répertorie et regroupe par stade parasitaire
les différents antigenes susceptibles de constituer des candidats vaccins (Thera et al., 2011)
Trois phases du développement parasitaire sont ainsi ciblées par les vaccins en cours

d’élaboration :

% La phase pre-érythrocytaire pour bloquer I’infection humaine par les moustiques
infectants ; parmi les candidats vaccins en cours d’évaluation, le vaccin RTS,S/AS basé
sur la protéine Surface Circumsporozoite (CSP) est le plus avancé. Des essais cliniques

ont été réalisés en 2014, en phase 3 sur 11 sites d’études dans 7 pays Africains : Kenya
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L)

(Kilifi, Siaya et Kombewa), Tanzanie (Bagamoyo et Korogwe), Malawi (Lilongwé),
Gabon (Lambarené), Mozambique (Manhica), Burkina Faso (Nanoro) et Ghana
(Kintampo et Agogo). Les premiers résultats révelent une efficacité de 57 % chez les
enfants de 5 a 17 mois (Agnandji et al., 2011 ; RTS,S ; 2015) et 35 % en moyenne chez
les nouveaux nés de 6 a 12 semaines (Agnandji et al., 2012). Ce vaccin induit une
réponse humorale et cellulaire avec un titre élevé d’anticorps qui peut bloquer I’infection

du parasite au niveau du foie.

La phase sanguine (mérozoite) pour €liminer les parasites et bloquer I’infection des
hématies ; un candidat vaccin, FMP2.1/AS02A, est une protéine recombinante, basée sur
I’antigeéne 1 de la membrane apicale (AMA-1). Ce vaccin fut I’objet d’un essai clinique en
phase 2 au centre du Mali, a Bandiagara. Les résultats de la phase 1 ont montré une bonne
immuno-tolérance et une immunogénécité chez les volontaires vaccinés. Les auteurs ont
également montré que ce vaccin ne protégait pas significativement les individus vaccinés
(48,4 % d’incidence du paludisme) par rapport aux témoins non vaccines (54,4 %
d’incidence du paludisme) (Thera et al., 2011).

La phase sexuée pour interrompre le cycle de transmission et limiter la propagation de la
maladie. Ces derniers sont appelés vaccins bloquant la transmission. Les antigénes
candidats vaccins sont entre autres : Pf25, Pf230, Pfs4548 et Pfs16.
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I1-1-Type et sites d’étude
Il s’agit d’une étude transversale réalisee au cours de deux essais cliniques évaluant

I’efficacité et la tolérance des associations Artésunate + Amodiaquine (AS+AQ) et
Artémether Luméfantrine (AL) sur les patients preséntant un paludisme simple a Plasmodium
faliciparum. Au cours de cette étude, un suivi clinique et parasitologique des patients a été
effectué pendant 42 jours aprés traitement. Le recrutement des patients s’est déroulé dans
deux centres de santé : Le Centre de Santé Urbain de Libreville (Man) et le Centre de Santé
Urbain de Dar-Es-Salam (Bouaké). Man et Bouaké sont deux villes de la Coéte d’Ivoire
présentant des caractéristiques éco-climatiques différents (Figure 5). Ces sites ont €té choisis
parcequ’ils enregistrent des données plus ou moins repertoriées de prévalence clinique du
paludisme en Coéte d’Ivoire. Man et Bouaké sont des sites d’essai clinique de 1’Unité de
Paludologie de I’Institut Pasteur de Cote d’Ivoire. Depuis plus d’une dizaine d’années, Man
est également 1'un des sites sentinelles du PNLP a I’instar de Yamoussoukro, Abengourou,
Korhogo, Abidjan et San-Pédro. Bouaké a été recemment identifiée avec d’autres villes que

sont : Daloa, Bouna, Odienné, Adzopé et Aboisso comme sites sentinelles du PNLP.
-Site Man

Man est située a 578 km d'Abidjan dans la zone forétiére avec un relief montagneux. La ville
de Man se trouve a 1’Ouest de la Cote d’Ivoire a 7 ° 24 'de latitude Nord, 7 ° 33 'de longitude
Ouest, avec une population d’environ 188 704 habitants (Anonyme-3, 2014). Elle est
relativement homogéne, composée majoritairement de Dan (Yacouba), de Wé (wobé, guéreé)
et Toura, et de populations venues d’autres régions du pays et des pays voisins (Guinée et
Libéria). La population est majoritairement jeune. La principale activité des populations est
I’agriculture surtout la culture du riz, du café et du cacao, dont la récolte et la traite se situent
de Décembre a Avril. La ville de Man compte plusieurs établissements sanitaires publics
notamment un centre antituberculeux, un centre hospitalier régional, un centre de protection
maternelle et infantile, un centre de santé intégre, deux centres sanitaires urbains et plusieurs
dispensaires. Le paludisme constitue la premiére cause de consultation et d’hospitalisation
dans les formations sanitaires de Man. La mortalité et la morbidité liées au paludisme y sont

importantes selon les données du PNLP.

La prévalence du paludisme est élevée a Man avec une incidence qui est plus de 200 %,
(Deux cent pour mille) (Anonyme-2, 2015). Plasmodium falciparum est I’espece plasmodiale

la plus dominante avec plus de 95% des infections chez les enfants de moins de cing ans
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(Offianan et al., 2014). On y trouve plusieurs espéces anopheliennes telles que An. gambiae,
(espéce majoritaire avec plus de 76%), An. funestus (plus de 16 %), An. nili, An. pharoensis,
An. Anuoliris, etc. Le nombre de piglres par personne et par nuit (taux d'inoculation
entomologique, TIE) di a An. gambiae est de 4,21 p/p/n (Anonyme-1, 2017). Les stratégies
de lutte antipaludique sont fondées principalement sur les moustiquaires imprégnées
d'insecticide avec un niveau d’utilisation qui reste assez faible et le traitement des cas

cliniques.

-Site de Bouaké

Bouaké est la deuxiéme grande ville de la Cote d’Ivoire localisée dans la partie centrale du
pays. Les coordonnées géographiques sont : 7°44'N latitude, 5°41'W longitude. La population
de la ville de Bouaké est estimée a environ 608 138 habitants (Anonyme-3, 2014). La
température moyenne journaliére varie entre 23,7 et 33,8 °C et la pluviométrie annuelle est
estimée a environ 1334 mm/an. Le climat est tropical et humide caractérisé par deux
saisons bien définies : une saison séche allant de Novembre a Février et une longue saison des
pluies de Mars a Octobre. Bouake est situé dans la zone pré-forestiere (zone transitoire de la
savane du Nord et de la forét du Sud) (Diakité et al., 2010). La transmission du paludisme est
comparable a celle du Nord (6 a 8 mois) (Koffi et al., 2009). La ville de Bouaké compte
plusieurs établissements sanitaires publics, notamment un centre antituberculeux, un centre
hospitalier universitaire, plusieurs centres sanitaires urbains et plusieurs dispensaires. La
population de Bouaké est caractérisée par une grande hétérogénéité. Deux grands groupes
ethniques se partagent la ville, les Baoulés autochtones et les Malinkés venus du Nord du
pays. De par sa situation centrale dans le pays et de son importance économique, on retrouve
a Bouaké des populations venues des autres régions et des ressortissants de plusieurs Etats
d’Afrique de I’Ouest. Les espéces anophéliennes rencontrées a Bouaké sont : An. gambiae,
(espece majoritaire avec plus de 80%), An. funestus (> 16 %°), An. Pharoensis, An. anuoliris,
An. nilli etc. Le nombre de piqlres par personne et par nuit (taux d'inoculation

entomologique, TIE) dd a An. gambiae a Dar-Es-Salam est de 0,05 p/p/n (Anonyme-1, 2017).

Plasmodium falciparum est 1’espéce plasmodiale la plus dominante avec plus de 95% des

infections chez les enfants de moins de cing ans (Anonyme-2, 2015).

Comme a Man, le paludisme constitue la premiére cause de consultation et d’hospitalisation

dans les formations sanitaires de Bouaké avec une incidence qui est plus de 250 %, (Deux
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cinquante pour mille) (Anonyme-2, 2015). La mortalité et la morbidité liées au paludisme y
sont importantes selon les données du PNLP.

11-2-Période d’étude

Le récrutement des patients s’est déroulé I'un de Janvier a Mai 2016 dans le Centre de Santé
Urbain de Libreville (CSUL) de Man et ’autre d’Avril a Juin 2016 dans le Centre de Santé de
Dar-Es-Salam. L’étude immunologique S’est déroulée dans les Départements de
Parasitologie-Mycologie et des Virus Epidémiques de I’Institut Pasteur de Cote d’Ivoire de
Juillet & Septembre 2016.

11-3-Population d’étude
L’étude se rapportant a ’association entre le niveau de réponse anticorps dirigée contre les
antigenes de P. faliciparum et I’issue du traitement aux CTA a inclus les patients de 1’essai

clinique conduit a Man.

Pour I’étude de comparaison des niveaux de réponses anticorps dans deux (2) facies
épidemiologiques, les patients inclus provenaient de deux essais cliniques portant sur les deux
CTA conduits a Man et a Bouake. Les patients inclus dans notre étude sont constitués
d’adultes et d’enfants recus en consultation et présentant un paludisme simple a Plasmodium
falciparum sur chaque site d’étude. De plus, chaque patient inclus a répondu aux critéres
suivants selon les directives du traitement du paludisme (protocole des études efficacité
thérapeutique des antipaludiques de 42 jours de ’'OMS) (WHO, 2009) :

- un age supérieur 6 mois avec une température corporelle > 37,5 °C,

- une infection mono-spécifique a P. falciparum, confirmée par une goutte épaisse (GE) et un
frottis sanguin (FS) avec une densité parasitaire initiale comprise entre 2 000 et 200 000

parasites asexués/ uL,
- un taux de ’hémoglobine > 8g/dL,
- la capacité de prendre les médicaments par voie orale.

Enfin un consentement éclairé a été obtenu aupres de chaque patient ou du parent/tuteur légal

apres avoir été informés du déroulement de I’étude par les investigateurs.
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I1-3-1-Taille de ’échantillon
Le calcul de la taille de notre échantillon (n) a été fait sur la base des paramétres suivants :

- un taux d’échec thérapeutique attendu (p) inférieur a 15%,
- une précision souhaitée (i) de 10%

- un risque d’erreur alpha (o) de 5% ce qui correspond a un intervalle de confiance (IC) de

95% et un écart centré réduit (z) de 1,96.

G_22xpl-p) _196x0151-0,5)
i2 0,12

=50

La taille de I’échantillon a été d’au moins 50 patients dans chaque bras. Mais, en considérant
un taux de perdu de vue et d’exclu de 10%, notre échantillon a été ramené a 60 patients par
bras. Au total 120 patients par site ont été recrutes pour les études d’essais cliniques.

11-3-2-Traitement des patients
Chaque patient inclus dans I’étude était randomisé dans chaque groupe thérapeutique

(AS+AQ ; Winthrop, Sanofi Aventis et AL ; Coartem®, Novartis) de facon aléatoire par
tirage au sort. Les médicaments ont été administrés en fonction du poids corporel des patients,

pendant 3 jours consécutifs, comme suit :

Dans le groupe AS + AQ

5a<9kg, 1 comprimé de 25/ 67,5 mg
9a<18Kg, 1 comprimé de 50 / 135 mg
18 a < 36 kg, 1 comprimé de 100 / 270 mg
> 36 kg, 2 comprimés 100 / 270 mg

Dans le groupe AL (les comprimés étaient de 20/ 120 mg)

5a9Kkg, 1 comprimé par dose et par jour
10 a 14kg, 1 comprimé par dose, 2 fois/ jour
15-24 kg, 2 comprimés par dose, 2 fois/ jour
25-34 kg, 3 comprimés par dose, 2 fois/ jour
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> 35 kg, 4 comprimes par dose et 2 fois/ jour

I1-4-Procédures biologiques

11-4-1-Goutte Epaisse et Frottis Sanguin

Les prélevements de sang veineux ont été éffectués pour la réalisation de la goutte épaisse et
du frottis sanguin (GE/FS) a I’inclusion pour la mise en évidence de la biomasse parasitaire et
de I’espece plasmodiale et a J7 aprés le traitement pour évaluer la qualité de ce traitement.
Aux jours 1, 2, 3, 14, 21, 28, 35 et 42, la goutte épaisse et le frottis sanguin ont été réalisés a
partir du sang capillaire. Avant la réalisation de la goutte épaisse (GE) et du frottis sanguin
(FS) au bout du doigt, une lame propre est étiquetée. La pulpe du doigt majeur gauche du
patient est désinfectée a I’aide d’un tampon alcoolisé. Apres le séchage de I’alcool, le doigt
est légerement massé dans le sens terminal pour ramener le sang au niveau de la pulpe du
doigt sans toucher a la partie désinfectée. A 1’aide du vaccinostyle, la partie de la pulpe du
doigt désinfecté est piquée sur le cOté, puis le sang est recueilli. Le doigt est depose
délicatement sur la lame étiquetée. Cette premiere goutte a servi de réaliser la goutte épaisse ;
une seconde goutte sur la méme lame a été nécessaire pour réaliser le frottis sanguin mince.
Les gouttes épaisses et les frottis minces sont bien séches, puis avec un crayon le code
anonyme, la date, le jour du suivi et I’heure de prélévement sont notés sur la lame du patient.
Les lames sont ensuite plongées pendant 20 a 30 minutes dans une solution de Giemsa 10%
préparée extemporanement chaque jour. Elle est ensuite examinée pour le comptage des
plasmodies a la GE et I’identification de 1’espéce plasmodiale au frottis sanguin mince. Les
gouttes épaisses et frottis sanguin ont été examinés a immersion au grossissement X1000 pour
identifier les especes. La densité parasitaire (DP) est calculée selon la formule ci-dessous : DP
(uL) = N x 8.000 / X

DP : densité parasitaire ;
N : nombre de parasites comptés ;
X : nombre de leucocytes comptés.

L’étalement est considéré comme négatif lorsque I’examen de 1000 leucocytes ou 100
champs contenant au moins 10 globules blancs par champ ne met en évidence aucune forme
asexuee de plasmodies (OMS, 2003).
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Il faut noter que deux lectures des lames ont été effectuées par un personnel qualifié,
expérimenté et dans le cas ou il y’a une discordance de 20% de différence pour la densité

parasitaire, un troisiéme lecteur intervient pour une veérification.

La clairance parasitaire a été évaluée a partir de la densité parasitaire. Elle s’est effectuée par

jour de suivi.

I1-4-2- Biologie Moléculaire (PCR)

La PCR a été réalisee a partir de confettis faits aux jours d’inclusion et d’échec (repositivation
de la goutte épaisse) avec les échantillons de sang total provenant des participants. Cette
technique a permis de faire la distinction entre une réinfestation et une recrudescence de
I’infestation initiale (Offianan et al., 2014). Le géne msp2 (Merozoit Surface Protein 2) a été
utilisé. Les profils génétiques ont été (électrophorégramme) entre le jour d’inclusion (JO) des
patients et le jour de la répositivation pour les deux sous-familles alléliques 3D7 et FC27 du
gene msp2. En cas de profils identiques, on parle de recrudescence. En cas de profils non

identiques (différents), il s’agit de réinfestation. La méthode s’est déroulée en trois étapes :
Confection des confettis :

Environ 5 mL de sang veineux ont prelevés chez les patients et recueillis dans un tube EDTA,
aux jours d’inclusion et d’échec chez les patients inclus dans I’étude présentant un échec au

traitement.

Pour la confection des confettis, 3 gouttes de 20 a 50 ul (chacune) de sang parasité ont été
déposes sur un papier filtre Whatman 3MM®. Le sang est séché a la température ambiante
pendant 40 minutes. A 1’aide d’un stylo a bille, les inscriptions se référant a I’individu sont
mentionnées sur un bord du papier filtre. Chaque confetti est mis dans un étui stérile

contenant du gel silicate et conservé a I’abri de I’humidité.

L’extraction de ’ADN de P. falciparum a été réalisée au kit Qiagen selon la procédure du

fabrigquant a partir du papier-filtre Whatman. La méthode s’est déroulée en trois étapes:

Premiere étape : Phase de lyse cellulaire. Les confettis découpés sont placés dans un tube
Eppendorf 1,5 mL auquel sont ajoutés 180 uL de tampon ATL (tampon de lyse cellulaire) et
20 pL de protéinase K. Aprés homogénéisation du tube au vortex pendant quelques secondes,
il est placé sur un mixeur a 56° C pendant une heure a 900 tr/min. Au cours de cette période

d’une heure, le tube est vortexé pendant quelques secondes par intervalle de 10 min. Il est
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ensuite sorti du mixeur et centrifugé pendant 10 secondes pour permettre le mélange des
gouttelettes d’eau déposées sur le couvercle du tube au reste du contenu du tube. Un volume
de 200 pL du tampon AL (Tampon de lyse) est ajouté au tube dont le contenu est
homogénéisé a la main pendant quelques secondes. La solution est ensuite placée sur le
mixeur & 70° C pendant 10 min a 900 trs/min avec homogénéisation au vortex toutes les 3
min. Cette phase s’est terminée par une seconde centrifugation pendant 10 secondes dans le
but d’obtenir un mélange homogene. Le lysat est transféré avec prudence sans mouiller le
bord du tube dans une colonne fermée, puis centrifugé a 8000 trs/min pendant 1min. La
colonne est placée dans un tube a collection de 2 mL.

Deuxiéme étape : Phase de lavage. Un volume de 500 puL de Buffer AW1 (Tampon de
lavage 1) est mis dans la microcolonne, puis centrifugé a 8000 trs/min pendant 1min. Ensuite,
la colonne est placée dans un tube a collection de 2 mL, puis 500 puL de Buffer AW2
(Tampon de lavage 2) sont ajoutés, puis centrifugé a nouveau a 8000 trs/min pendant 1min.
Une deuxieme centrifugation a 14000 trs/min pendant 3min a été nécessaire afin de secher la

membrane de la colonne dont le filtre permet de retenir I’ADN.

Troisieme étape : Phase d’élution. La colonne est placée dans un tube Eppendorf de 1,5 mL
stérile et le tube a collection contenant I’impureté est jetée. Un volume de 100 pL de Buffer
AE est ajouté au centre de la membrane et incubé. Le tube est incubé a la température
ambiante (15-25° C) pendant 1 min. Parfois, le Buffer AE (Tampon) a été remplacé par de
I’eau distillée. Dans ce cas, le temps d’incubation a été de 5 min. Aprés I’incubation, la
solution est centrifugée a 14000 trs/min pendant 1min. et a permis d’¢luer ’ADN qui est

récupéré dans le tube Eppendorfde 1,5 mL. Les extraits d’ADN sont conservés a -20 ° C.
Amplification de géne msp2

La PCR a été réalisé a partir d’un volume réactionnel de 25 uL par microtube. Ce milieu
comporte un couple d’amorces a une concentration initiale de 10 uM chacune, de ’eau stérile,
5ul de kit “ SolisBiodyne “ d’amplification HotPFMMasterMix 5X (contenant la polymérase,
les bases azotées, le MgCI2 et le tampon) et 5 pL d’ADN (Tableaux II, IV et V). Le
programme de polymérisation (Tableau I11) a été effectué dans un thermocycleur de type

Applied BioSystem.

Electrophorése des produits d’amplification d’ADN
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Une électrophorése a été réalisée avec un gel a 2 % d’agarose contenant du SyberSafe. A cet
effet, 8uL de chaque produit d’amplification ont été mélangés a 2ul. de tampon de charge. Ce
mélange a été deéposé dans les puits de migration du gel. La migration des produits
d’amplification a été réalisée simultanément avec celle d’un marqueur de poids moléculaire
(SmartLadder 100-1000pb), d’un témoin positif et d’un témoin négatif. Cette migration s’est
faite & 135 volts pendant 20 min. A la fin de 1’¢lectrophorése, le gel d’agarose a été placé dans
un lecteur de gel et la taille de I’amplicon a été comprise entre 300 et 800 pb. Il faut noter que
pour la PCR, les tests ont été repris trois fois afin de confirmer les résultats obtenus.
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Tableau I1: Séquences des amorces des PCR

Géne Amorces Séquence (5>— 3°) Taille (pb)
ATGAAGGTAATTAAAACATTGTCTATT | 30
M2-OF
ATA
MSP2
M2-OR CTTTGTTACCATCGGTACATTCTT 24
M2-FCF AATACTAAGAGTGTAGGTGCARATGCT | 30
CCA
3D7
M2-ECR TTTTATTTGGTGCATTGCCAGAACTTG | 29
AAC
M2-ICF AGFAGTATGGCAGAAAGTAAKCCTYCT | 30
ACT
FC27
M2-1CE GATTGTAATTCGGGGGATTCAGTTTGT | 30

TCG
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Tableau I11: Composition du milieu réactionnel de la PCR

Volume/Echantillon (ul)

Réactifs PCR 1 PCR 2 - 3D7 PCR 2 - FC27
Eau de Biologie moléculaire 10 13 13
Amorce M2-OF (10 pM) 2,5
AmorceM2-OR (10 pM) 2,5
Amorce M2-FCF (10 uM) 2,5
Amorce M2-FCR (10 uM) 2,5
Amorce M2-ICF (10 pM) 2,5
Amorce M2-ICF (10 pM) 2,5
5X FIREPol Master Mix 5 5 5
Volume Mix 20 23 23
ADN/Amplicons 5 2 2
Volume Total 25 25 25
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Tableau IV : Programme d’amplification de la PCR 1

CYCLES T°C Temps
Dénaturation initiale 94 5 min
Dénaturation 94 15s
Hybridation 61 90s
Elongation 72 2 min
Elongation finale 72 10 mn

Tableau V: Programme d’amplification de la PCR 2

CYCLES T°C Temps
Dénaturation initiale 94 5 min
Dénaturation 94 30s
Hybridation 58 30s
Elongation 70 1 min

Elongation finale 72 7 mn




La classification de la réponse thérapeutique a été faite selon les criteres de ’'OMS (WHO,
2009) (Tableau VI)

Tableau VI: Description de l'issue des antipaludiques selon 'OMS

Issue du traitement

antipaludique

Descriptions

Eches
Thérapeutiques

Echec
Thérapeutique
Précoce
(ETP)

Apparition des signes du paludisme grave aux jours 1, 2,
3

DP a J2 > DP a JO quelle que soit la température
Présence de parasites a J3 avec T°> 37, 5°C

DPalJ3>25%delaDPalo

Echec Clinique
Tardif

Apparition des signes du paludisme grave aprés J3 avec

une parasitémie sans qu’aucun critére d’ETP n’ait été

(ECT)
satisfait auparavant
Présence de parasites avec une Température > 37,5°C
entre J4 et J42 sans qu’aucun critere d’ETP n’ait été
satisfait auparavant

Echec Présence de parasites entre J7 et J42, avec une

Parasitologique
Tardif

Température > 37,5°C sans qu’aucun critére d’ETP ou

(EPT) d’ECT n’ait été satisfait auparavant.

Réponse Absence de parasite a J42 quelle que soit la température
C"”"?“e . axillaire, sans qu’aucun critére d’ETP, d’ECT ou d’EPT
Parasitologique

Adéquate n’ait été satisfait auparavant.

(RCPA)
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Tableau V11 : Séquences des peptides utilisés et lieu de sécrétion

Peptides Séquence N-terminal & C-terminal g /mol | Etape du cycle de | Espece reférences
vie plasmodiale

CSP ANPNANPNANPNANPNVDPNVDPC 2557,67 | sporozoite P. falciparum | (Greenwood

et al., 2005)

LSA3 VLEESQVNDDIFNSLVKSVQQEQQHNVC 3230,53 | Phase hepatique | P. falciparum

SALSA SAEKKDEKEASEQGEESHKKENSQESAC 3123,24 | sporozoite et
phase hepatique

GLURP EDKNEKGQHEIVEVEEILC 2241,47 | trophozoite

AMA1 YKDEIKKEIERESKRIKLNDNDDEGNKKIIAPRIFISDDKDSLC trophozoite P. falciparum
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I1-4-3-Technique immuno-enzymatique ELISA
Pour ce présent travail, environ 500 pL d’échantillons de sérum de chaque participant ont été

collectés au jour 0 avant le traitement et au 7°™ jour aprés le traitement. Ces échantillons de
sérum ont été conservés dans des microtubes puis conservés a -20°C jusqu’a la réalisation des
tests ELISA.

Le matériel technique était composé de chaine d’ELISA classique (Annexe). Le réatif était
essentillement constitu¢ d’antigénes parasitaires : SALSA, LSA3, AMAL, GLURP, CSP et
I’Extrait total de schizonte 07/03. Ils ont été fournis par I'Institut Pasteur de Dakar. Les

séquences d’antigénes utilisées sont réportés dans le tableau VII.

11-4-3-1-Principe
La technique ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) est un test immuno-
enzymatique utilisé pour la mesure quantitative d'une protéine cible dans des échantillons

biologiques tels que le serum, le plasma, le surnageant d’une culture cellulaire.

11-4-3-2-Préparation de la solution de lavage

La solution de lavage est composée de Phosphate Buffered Saline (PBS) obtenue a partir de
pastilles et de I’eau distilléee (2 pastilles dans 1 litre d’eau distillée). Un millilitre de la
solution de Tween® 20 est mis dans 1 L de PBS 1 X. La solution obtenue est la solution de
lavage (PBS1X 0,1% Tween 20).

11-4-3-3-Préparation de la solution de saturation

La solution de saturation a été obtenue a partir de la solution de lavage (PBS 1X 0,1% Tween
20) et du BSA (Bovine Serum Albumin). A cette solution (50 mL), on y ajoute 0,5 gramme
du BSA. La solution de saturation est composee donc de PBS 1X 0,1% Tween 1% BSA.

Le test d’ELISA a été réalise avec les plaques 96 puits Maxisorp®, Nunc sur lesquelles sont
notées le type d’antigéne et la date de la manipulation. Sur chaque plaque, ont été utilisés
systématiquement les sérums d’individus naifs comme témoins negatifs et le sérum hyper
immun comme témoin positif. La reéalisation du test est passée par plusieurs étapes
successives. Tous les échantillons ont été testés en duplicata. Les différentes étapes du test
sont :

Fixation des antigénes dans les plaques : 100 uL/puits de chaque antigéne candidat vaccin

de P falciparum, ont été dilués a 1ug/mL dans du tampon de carbonate a pH = 9,6. Quant a
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I’Extrait total de schizonte 07/03, il a été dilué a une concentration 1uL/1,2 mL. Les plaques
ont été incubées a 4°C pendant une nuit.

Lavages des plaques : Apres avoir sorti les plaques du réfrigérateur, 3 lavages ont été
effectués avec 180 uL PBS 1X 0,1% Tween 20/puits pour éliminer ’excés d’antigénes. Les

plaques sont ensuite vidées et tapotées sur du papier absorbant pour les sécher.

Saturation des plaques : Les sites non spécifiques ont été saturés avec 110 L de la solution
PBS 1X 0,1% Tween 1% BSA. Les plaques saturées ont été recouvertes avec des papiers
adhésifs et incubées a 37°C pendant 1 heure. Aprés cette incubation, les plaques sont retirées,
vidées et lavées avec du Tampon PBS 1X 0,1% Tween 20. Trois lavages ont été nécessaires.

Incubation des sérums : Les échantillons de sérum a tester, les témoins positifs et négatifs
ont été dilués aux 1/100 et 1/200 a partir de la solution de saturation (PBS 1X 0,1% Tween 20
1% BSA). Cent (100) pL de chaque échantillon dilué et les témoins positifs et négatifs ont été
distribués dans les puits en duplicata. Le tout est mis en incubation a 37°C pendant 1 heure.

Les plaques sont lavées (4 lavages) apres leur retrait de I’incubateur.

Incubation du conjugué (anti-immunoglobuline G couplée a la péroxydase) : Aprés ces
lavages, 100 pL de I’anti-human 1gG dilué & 1/7000°™ dans PBS 1X 0,1% Tween 1% BSA
sont distribués dans chaque puits. Les plagues ont été ensuite incubées a nouveau a 37°C

pendant 30 minutes.

Révelateur : Apres cette incubation, 4 lavages sont faits avec 180 pL/puits de PBS 1X 0,1%
Tween 20. Un melange a volume égal de chaque solution du TetraMéthylBenzidine (TMB
Eurobio®) ; (peroxidase substrate & peroxidase substrate =solution B) a été effectué dans un
tube falcon stérile. Dans chaque puits, sont transférés 100 pL de cette solution de TMB ainsi
préparée. L’apparition d’une coloration bleue est stoppée par I’ajout de 100 pL/puits de
I’acide ortho phosphorique (H3PO4) a 1M (solution d’arrét).

Lecture et analyses des résultats: Les densités optiqgues (DO) mesurées par
spectrophotométrie a 450 nm avec 620 nm comme référence ont servi a 1’expression des
résultats sous forme de ratio DO (rtDO) qui correspond au rapport de la DO de 1’échantillon

sur celle d’un témoin négatif systématique.

Un pool de sérums recueillis chez les sujets hyper-immuns vivants dans le village Dielmo
(Sénégal) choisi pour sa forte spécificité en anticorps anti-P. falciparum (Aribot et al., 1996 ;

Perraut et al., 2003 ; Koffi et al., 2015) a été utilisé comme témoin positif et a permis la
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validation inter-essais des résultats. Les patients ayant des rtDO > 2 ont été considerés comme
répondeurs, ce qui correspond a la moyenne des contr6les naifs additionnée de 2 écarts types
soit une positivité de plus de 95 %.

Il faut noter que les tests ont été repris trois fois afin de confirmer les résultats obtenus pour la
réproductibilité du test.

I1-5-Considérations éthiques et réglementaires
Cette étude a eu I’approbation du Comité National d’Ethique et de Recherche (CNER), N°

049/MSRS/CNER-dkn. Elle a été réalisée conformément a la déclaration d’Helsinki. Les
enfants qui ne sont pas majeurs et qui savent lire et écrire, un assentiment leur a été démandé
en plus du consentement d’un parent ou d’un representant légal. Par ailleurs lors de la
signature des consentements, il a été demandé a tous les participants de ces études, un accord
pour I'utilisation ultérieure de leurs échantillons. La prise en charge médicale des participants

était entierement gratuite et ’anonymat a été garanti durant toutes les analyses de laboratoire.

11-6-Analyses statistiques
Le logiciel GraphPad Prism 5 a été utilisé pour les analyses.

Les moyennes géométriques, les standards de déviations et les intervalles de confiances a
95% ont eté déterminés. L’age des patients a été catégorisé en tranche d’age : [0 - 5[ans, [5-15

[ans et > 15 ans.
Test de Mann Whitney (t Test, données non paramétriques et non appariées).

Ce Test a éte utilisé dans plusieurs cas dans notre étude pour les comparaisons des moyennes

ci-dessous :

> Les moyennes des niveaux de réponses entre les patients RCPA versus ceux ayant fait

échecs aux traitements.

> Les moyennes des niveaux de reponses entre les patients ayant une clairance
parasitaire de 24 heures versus ceux ayant une clairance parasitaire de plus de 24

heures.

» Les moyennes des niveaux de réponses entre les patients provenant de Man versus

ceux provenant de Bouaké.
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> Les moyennes des niveaux de réponses dirigés contre chaque antigéne par sexe et par

site d’étude.

> Les moyennes des niveaux de réponses des patients de la méme tranche d’age par site

d’étude.

Comparaison des moyennnes des niveaux de réponses moyens a JO et a J7 des patients

inclus a Man.

Les différences entre les niveaux moyens de réponse des patients a Man a JO et a J7 ont été
estimées en utilisant le Test de Wilcoxon (données non paramétriques et appariés).

Le Test de kruskall Wallis a été utilisé, d’une part, pour comparer les niveaux moyens de
réponses par tranches d’ages et, d’autre part, pour la comparaison du niveau moyen de
réponse spécifique a chaque antigéne par site d’étude (données non paramétriques ;

comparaisons de plus de deux moyennes).
Comparaison des proportions de répondeurs a chaque antigéne entre JO et J7.

Le Test de Chi2 (échantillons appariés) : si le nombre de paires discordantes > 10 : test de Mac
Nemar avec la fonction mcnemar ou si n < 10 :test Mac Nemar avec correction de

continuité avec la fonction mcnemar.test a été utilisé.

Comparaison des proportions de répondeurs a chaque antigene entre les deux sites
d’éude (Man et Bouaké).

Le test du X2 (Chi?) sans correction de continuité (Correction de Yates) pour n > 5 et avec
correction de Yates pour n < 5 a été utilisé pour déterminer si les proportions des répondeurs a
chaque antigéne entre les deux sites d’éude (Man et Bouaké) peuvent étre considérées comme
étant égales (hypothese nulle HO) ou si les proportions des repondeurs a chaque antigene sont

différentes selon le site d’étude.
Corrélation entre les réponses anticorps, la densité parasitaire et I’age

Le test de Sperman a éte utilisé pour établir la corrélation entre les réponses anticorps

antigenes, la densité parasitaire et I’age. Le seuil de significativité a été fixe a 5 %.
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[11- RESULTATS




Pour une meilleure clarté, les résultats sont scindés en deux parties :

- la premiére partie a concerné I’évaluation de la rélation entre les réponses anticorps dirigées
contre les antigenes de P. falciparum et I’issue du traitement aux Combinaisons
Thérapeutiques a base d’ Artémisinine,

- la deuxiéme partie s’est intéressée a la comparaison de la réponse immune humorale dirigée
contre les antigénes candidat vaccin de P falciparum chez des patients vivants dans deux

facies épidémiologiques différents (Man et Bouake).

I11-1-Association entre les réponses d’anticorps dirigées contre les antigenes et I’issue du
traitement aux Combinaisons Thérapeutiques a base d’Artémisinine a Man

I11-1-1- Caractéristiques des patients a I’inclusion
Sur un total de 843 sujets fébriles recus en consultation a Man, 120 ont été inclus et

randomisés. En définitive, 59 patients ont été suivis jusqu’a J42 dans le bras AS+AQ contre
58 dans le bras AL. Les examens biologiques a JO et les contrdles a J7 ont permis de retenir
56 et 55 sérums disponibles pour la réalisation des analyses immunologiques dans le bras
AS+AQ et AL, respectivement (Figure 6). L’age moyen des 120 sujets inclus était de 6,8 et
12,14 ans respectivement dans le bras AS+AQ et dans le bras AL (p = 0,001). La température
corporelle moyenne était 38,42 (°C) + 0,4710 et 38,31 * 0,4446 respectivement dans le bras
AS+AQ et dans le bras AL. La densité parasitaire moyenne était plus élevée dans le bras
AS+AQ (37935 + 6271 parasites asexués/pL de sang) que dans le bras AL (16031 + 3058
parasites asexués/uL de sang).

Sur un total de 601 sujets fébriles recus en consultation a Bouaké, 120 ont été inclus et
randomisés. En définitive, 55 patients ont été suivis jusqu’a J42 dans le bras AS+AQ contre
58 dans le bras AL. Les examens biologiques a JO et les contrdles a J7 ont permis de retenir
19 et 21 sérums disponibles pour la réalisation des analyses immunologiques dans le bras
AS+AQ et AL, respectivement (Figure 7).
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Patients fébriles recus en
consultation : 843

A

Patients inclus et randomisés : 120

y

Artésunate/amodiaquine
n =60

l

Retrait de consentement
n=1

\4

Artemether/lumefantrine

n=:60

Perdusdevus: n=2

v

Patients suivis a J42
n=>59

Patients suivis a J42

n=>58

A 4

!

n=>56

Sérums disponible
aJo et J7

Sérums disponible
aJoetJ7

n=>55

Figure 6 : Profil de I’essai clinique des patients de Man
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Patients fébriles recus en
consultation : 601

A

Patients inclus et randomisés : 120

y

l

Artésunate/amodiaquine
n =60

Artemether/lumefantrine
n= 60

Retrait de consentement

n=>5

\4

Perdusdevus:n=2

v

Patients suivis a J42
n=>55

Patients suivis a J42
n=>58

\ 4

!

Sérums disponible
aJoetJ7
n=19

Sérums disponible
aJoetJ7
n=21

Figure 7 : Profil de I’essai clinique des patients de Bouaké
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Tableau V111 : Caractéristiques des patients a I'inclusion

PARAMETRES Antipaludiques
AS+AQ AL p-value | Chi? ddl
Age moyen (années) 6,8 12,14 0,0018
Nombre de sujets inclus 60 60
6 mois a 5 ans 34 20 0,01 6,59 1
5ans a 15 ans 21 22 0,84" 0,03 1
> 15 ans 5 18 0,004" 9,09 1
Genre (H/F) 32/28 29/31
Hommes [n (%)] 32 (53,33) 29 (48,33)
Femmes [n (%)] 28 (46,67) 31 (51,67)
Poids moyen 23,76 32,47 0,298
Temperature corporelle [°C, moy. (SD)] 38,42 +0,4710 | 38,31 +0,4446 | 0,608
(Min-Max) (38,20-38,43) | (38,30-38,55)
Densité Parasitaire [parasite/uL, moy. (SD)] |37 935+ 6271 |16031 + 3058 |0,00928
(Min-Max) (2100-177866) | 2013-156230)

“ Tests de chi 2 sans correction de continuité (Correction de Yates) pour n > 5 et avec correction de Yates pour n < 5 a été utilisé, 3 Test de Man
Whitney ont été utilisé respectivement pour la comparaison des proportions et des moyennes, significatifs pour p <0,05
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I11-1-2-Comparaison de la proportion des répondeurs entre JO et J7

La proportion des répondeurs a été supérieure a 50% pour tous les antigénes testés, aussi bien
a JO qu’a J7 a I’exception de I’antigéne LSA3 a J7. Ces proportions ont vari¢ de 53,1% (Ac-
SALSA) a 74,7 % (Ac-AMAL) a JO, puis de 44,1% (LSA3) a 76,5% pour Ac-Sch 07/03
(Tableau 1X). Toutefois, les proportions des répondeurs des antigénes GLURP et AMAL1 ont
été plus élevée a JO qu’a J7 (p = 0,0001 ; Chi? = 10,33 pour GLURP et p < 0,00001 ; Chi® =
20,5 pour AMAL). Pour I’Extrait total sch 07/03, la proportion des répondeurs a été plus élevé
aJ7 qu’a JO (p < 0,0001 ; Chi? = 18,88). Par contre, avec les antigénes CSP cette proportion
est restée la méme entre JO et J7 (p = 0,2926 ; Chi? = 3,37). Il en va de méme avec LSA3 (p =
0,0699 ; Chi? = 0,01), SALSA (p = 0,111 ; Chi? = 2,13).
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Tableau IX : Proportions des répondeurs aux jours 0 et 7

Proportion des répondeurs (%)

i Jour 0 Jour 7
Antigene p-Value Chi2 ddl
S n (%) n (%)
CSP 67/111 (60,3) |63/111 (56,7) 0,06 3,37 1
Pré- 59/111 (53,1) |68/111 (61,2) 0,14 2,13 1
erythrocytaire | SALSA
LSA3  |61/111(54,9) |49/111 (44,1) 0,91 0,01 1
GLURP |80/111(72,0) |62/111 (55,8) 0,001 10,33 1
Erytrocytaire |AMAL | 83/111 (74,7) | 73/111 (65,7) <0,00001 |213 1
Extrait
Sch 74/111 (66,6) |85/111 (76,5) < 0,0001 20,05 1
07/03

Le Test de Chi2 (échantillons appariés) : si le nombre de paires discordantes > 10 : test de Mac

Nemar avec la fonction mcnemar ou si n < 10

continuité avec la fonction mcnemar.test a €té utilisé, significatif pour p < 0,05.

:test Mac Nemar avec correction de
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111-1-3-Distribution de la réponse moyenne spécifique a chaque antigene en fonction du
temps de clairance parasitaire

Chez 36,03% des sujets suivis une clairance parasitaire a été obtenue en 24 h contre 63,97%
chez qui cette clairance a été obtenue en 48 ou 72 h aprés le traitement (Tableau VI). La
parasitémie a été moins importante chez les patients ayant eu une clairance parasitaire en 24 h
par rapport aux patients dont le temps de la clairance parasitaire a été supérieure ou égale a 48
h (p <0,0001). Les niveaux moyens d’anticorps dirigés contre les antigenes AMAL (3,74 vs
2,85 p = 0,0067), GLURP (7,95 vs 4,13 ; p = 0,0036), LSA (2,71 vs 2,19 ; p = 0,0086), et
SALSA (2,90 vs 2,04 ; p = 0,0110) sont plus élevés chez les patients ayant une clairance
parasitaire en 24 h (Tableau X).

I11-1-4-Relation entre I’4dge et le niveau d’anticorps moyen spécifique a chaque antigene

aJo

La relation entre le niveau d’anticorps et ’age a été évaluée en catégorisant la population
d’étude par tranche d’age. Les niveaux moyens de reponse spécifiques aux antigenes étaient
plus élevés chez les patients avec un age supérieur ou égal a 15 ans compare aux enfants de
moins de 5 ans. Pour GLURRP, il etait de 9,64 vs 3,43 ; pour CSP, 3,93 vs 2,37 ; pour SALSA,
2,92 vs 2,35. En définitive, Il a été remarqué que les niveaux moyens d’anticorps specifiques
aux antigéenes CSP (p = 0,0241), GLURP (p = 0,0009) et SALSA (p = 0,0025) augmentent

significativement avec ’age (Tableau XI).
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Tableau X : Distribution de la réponse moyenne spécifique a chaque antigéne en fonction du
temps de clairance parasitaire

Temps de clairance parasitaire p-value
de JOaJ3
24 heures > 24 heures
Effectifs de patients | 40 (36,03%) 71 (63,97%) -
CSP 2,62 +£0,51 2,85+ 0,58 0,1384
SALSA 2,90 + 0,57 2,04 £0,21 0,0110
Pré-erythrocytaire
LSA3 2,71 +0,67 2,19 £0,37 0,0086
GLURP 7,95+2,93 4,13+1,91 0,0036
AMA1 3,74 £ 0,69 2,85+ 0,37 0,0064
Erythrocytaire
Extrait Sch 07/03 2,35+0,31 2,33+0,14 0,5187
Moy. Géo. DP (Min- 4977 (3937- 18 270 (13460- | < 0,0001
Max) 6291) 24798)

(parasites asexués/pL
de sang)

Test de Mann Whitney a éte utilisé, significatif pour p < 0,05

Moy. Géo. DP (Min-Max) : Moyenne Géométrique de la densité parasitaire (Minimum —

Maximum)
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Tableau XI : Relation entre I'age et le niveau d'anticorps spécifique a chaque antigéne

Antigene Groupe Effectifs RtDO (JO) p-value
d’age Moy. Géo. (95% IC)
(Années)
[0-5[ 56 2,37 (1,94 — 2,90)
CSP [5- 15[ 33 2,83 (2,20 - 3,65) 0,0241
> 15 22 3,93 (2,77 — 5,58)
Pré- [0-5] 56 1,91 (1,67 —2,18)
erythrocytaire | SALSA [5 - 15[ 33 2,74 (2,13 — 3,52) 0,0025
>15 22 2,92 (2,19 — 3,91)
[0-5] 56 2,35 (1,92 — 2,86)
LSA3 [5-15] 33 2,34 (1,88 —2,90)
>15 22 2,45 (1,59 - 3,79) 0,9115
[0-5] 56 3,50 (2,92 — 4,19)
AMAL1 [5 - 15[ 33 2,96 (2,18 — 4,02) 0,1716
>15 22 2,61 (1,80 — 3,77)
Erythrocytaire [0- 5[ 56 3,43 (2,54 — 4,62)
GLURP [5 - 15] 33 7,11 (4,66 — 10,86) 0,0009
>15 22 9,64 (15,49 — 16,92)
[0-5[ 56 2,20 (1,97 — 2,45)
Extrait [5-15[ 33 2,55 (2,26 — 2,88) 0,3096
sch07/03 >15 22 2,40 (1,80 — 3,18)

Le Test de Kruskal Wallis a été utilisé (comparaison de plus de deux moyennes), significatif

pour p < 0,05

RtDO (JO) : ratio de la densité optique a JO

Moy. Géo. : Moyenne Géométrique
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I11-1-5-Analyse du profil des anticorps spéficiques aux antigénes a JO et & J7

Il en ressort que les réponses anticorps diminuent significativement a J7 pour les antigénes
GLURP (5,232a2,82; p=0,0013), AMA1 (3,142 2,68 ; p=0,0002) et LSA (32,372 1,84 ;p
< 0,0001). A Iinverse, les niveaux moyens de réponse spécifiques aux antigenes SALSA
(2,32 a 2,53; p = 0,0152) et Extrait total de schizonte 07/03 (2,34 a 2,76 ; p < 0,0001)

augmentent significativement a J7 (Tableau XI1).
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Tableau XI1 : Niveau moyen de réponse anticorps spécifiques aux antigénes avant et apres le
traitement
Moyenne Géométrique des niveaux moyens
d’anticorps (IC 95%)
Antigénes | Effectifs a Jour 0 Jour 7 P-value
JoetaJ7
CSP 11 2,7(24-32)| 2,5(2,2-2,9) 0,1235
Pré- SALSA . 2,3(20-26) |25 (2,2-2,9) 0,0152
erythrocytaire
LSA3 . 2,3(2,0-2,7)(1,8(1,6-2,1) <0,0001
GLURP . 5,2 (4,1-6,6) | 2.8 (2,2—3,6) 0,0013
2,7 (2,3
Erythrocytaire AMA1 11 3,1(2,7-3,6) 3,09) 0,0002
Sch 07/03 11 2,3(2,1-2,6) 2,7 (2,5-3,0) <0,0001

Le Test de Wilcoxon a été utilisé, significatif pour p < 0,05.
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I11-1-6-Corrélation entre les réponses anticorps, I’dge et la densité parasitaire des
patients a ’inclusion

Les niveaux moyens de réponses dirigées contre les CSP (rho = 0,302 ; p < 0,05), GLURP
(rho = 0,342 ; p < 0,05) et SALSA (rho = 0,268 ; p < 0,05) a I'inclusion étaient positivement
corrélés avec 1’age (faible corrélation) (Tableau XIII).

La corrélation entre les niveaux de réponses spécifiques a chaque antigéne et la densité
parasitaire a I’inclusion n’était pas significative (P > 0,05). Toutefois, I’anticorps spécifique a
I’antigéne GLURP et I’dge ont été négativement corrélés avec la densité parasitaire
respectivement (rho= - 0,265 ; rho = - 0,245) ; (p < 0,05).

L’inter relation entre les anticorps dirigés contre les antigénes a montré une corrélation entre
certaines réponses dirigées contre certains antigénes a I’inclusion des patients. La réponse
anticorps dirigée contre I’antigéne CSP était positivement corrélée avec les niveaux de
réponses dirigées contre les antigenes AMAL (rho = 0,268), GLURP (rho = 0,262) et SALSA
(rho = 0,261); p < 0,05). Le niveau de réponse dirigée contre 1’antigene AMAL était
positivement corrélé avec les niveaux de réponses specifiques aux antigenes LSA3 (rho =
0,263) ; SALSA (rho = 0,269) et notamment avec CSP (rho = 0,268) ; (p < 0,05). L anticorps
spécifique a I’antigene SALSA était positivement corrélé avec les anticorps spécifiques aux
antigenes GLURP (rho = 0,378), LSA3 (rho = 0,191), CSP (rho = 0,261) et AMA1 (rho =
0,269) ; (p < 0,05). Le niveau moyen d’anticorps spécifique a I’antigene LSA3 était
positivement correlé avec les anticorps spécifiques aux antigénes AMAL, SALSA et Sch07/03
(Tableau XII1).
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Tableau X111 : Corrélation entre les anticorps spécifiques aux antigenes, I'age et la densité parasitaire a I'inclusion

Age (Années)| DP 0 |Rt AMAL O|Rt CSP_0|Rt Glurp_0|Rt LSA3 0] Rt 07/03 0 |Rt SALSA_0
)
-0.245
DPM_0 p 0.00951
0302 - 0.268
Rt_CSP _0 P 0.00126 - 0.00449
0342 20.265 - 0.262
Rt_Glurp_0 P 0.00024 70,00493 . 0.00549
- - 0.263 - -
Rt LSA3 0 - - 56055 - -
o - - - - - 0312
Rt_Sch 07/03 0 [ - - - - - 5 o66E
RLSALSA 0 0,268 - 0,269 0,261 0378 0.101 -
P 0.00446 - 0.00426 1 0.00565 | 0,00004 0.0444 .

Le Test de corrélation de Sperman a été utilisé. Significatif, p < 0,05
p =rho
DPM : Densité parasitaire moyenne

Rt : Ratio de la densité optique



I11-1-7- Association entre le niveau de réponse anticorps spécifique aux antigénes et
I’issue du traitement

Pour analyser la relation entre 1’issue du traitement et la réponse spécifique aux antigeénes, les
niveaux moyens d’anticorps contre chaque antigéne a JO et J7 en fonction de I’efficacité du
traitement pour chaque CTA ont été comparés. Les patients ont été catégorisés en deux
groupes selon I’issue du traitement : les patients ayant une réponse clinique parasitologique

adéquate (RCPA) et ceux présentant un échec au traitement au cours du suivi.

Dans le bras de traitement AL, seul le niveau moyen de réponse dirigée contre CSP a JO était
significativement plus élevé chez les patients ayant une RCPA que chez les patients
présentant un ET (2,76 vs 1,17 ; p = 0,0097) (Tableau XV).

Par contre dans le bras AS+AQ, a J7, ’analyse a montré que le niveau moyen de réponse
dirigée contre GLURP est plus élevé chez les patients avec une RCPA que chez les patients
présentant un ET (p = 0,0259). Le niveau moyen d’anticorps spécifique a ’Ag LSA3 a JO a
été plus important chez les patients présentant un ET que celui produit par les patients ayant
une RCPA (p =0,0079) ((Tableau XVI).

I11-1-8-Réponse thérapeutique a J42 dans les deux bras de traitement

La RCPA a J42 a été de 91,7% et 90,00% sans correction PCR respectivement dans les bras
AS+ AQ et AL et de 96,7% apres correction PCR en intention de traiter (ITT) dans les deux
bras (Tableau XIV).

Dans I’analyse per protocole, la RCPA était de 93,2% sans correction PCR dans les deux bras
et de 98,3% et 100% respectivement dans les bras AS + AQ et AL apres correction PCR.

Au total, 8 patients ont présenté un ET dont 4 patients (6,8%) et 4 patients (6,9%)
respectivement dans le bras ASAQ et AL. Dans le bras ASAQ, les patients ont tous présenté
un Echec Clinique Tardif (ECT) dont 3 échecs a J35 et un échec a J28. Dans le bras AL, un
Echec Parasitologique Tardif (EPT) a J14, 3 Echecs Cliniques Tardifs dont 2 cas a J28 et un
cas a J35 (Tableau XI1V).
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Tableau X1V : Réponse thérapeutique dans les deux bras de traitement (AS+AQ et AL)

Sujets inclus et suivis ASAQ (%) AL (%) prvalue | ©hi2 «
Analyse en intention de Traiter

Patients enrdlés 60 60

Patients vus a J42 59/60 (98,3) 58/60 (96,7) | 0,55 0,34 1
PDV, Violation, RC 01/60 (1,7) 02/60 (03,3) |1 0 1
ET aJ42 05/60 (08,3) 06/60 (10) 0,75 0,10 1
RCPA 4 J42 55/60 (91,7) | 54/60 (90) 0,75 0,10 1
ET aJ42 aprés PCR 02/60 (3,3) 02/60 (3,3) 1 0 1
RCPA a J42 aprés PCR 58/60 (96,7) 58/60 (96,7) |1 0 1

Analyse en per-protocole

Patients vus a J42 59 58

ET aJ42 04/59 (06,8) 04/58 (06,8) |1 0 1
RCPA a J42 55/59 (93,2) 54/58 (93,2) | 0,98 0,0006 |1
ET aJ42 aprés PCR 01/59 (1,7) 00/58 (0) 1 0 1
RCPA a J42 aprés PCR 58/59 (98,3) 58/58 (100) | 0,31 0,99 1

RCPA : réponse clinique et parasitologique adéquate

ET : échec thérapeutique

PDV : perdus de vue

RC : rétrait de consentément

ddl : Dégré de Liberté

Le Test de Chi 2 sans correction de continuité (Correction de Yates) pour n> 5 et avec
correction de Yates pour n < 5 a été utilisé, significatif pour p < 0,05.
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Tableau XV : Comparaison des réponses des anticorps des patients traités a 1’artéméther-
luméfantrine et ayant une réponse clinique et parasitologique adéquate ou un échec

thérapeutique

Artéméther-luméfantrine

Antigenes ET RCPA p-Value
N=4 N =52

Ac-AMAL1 a JO 3,81 (1,15-12,60) | 2,82 (2,21-3,60) 0,2571
Ac-AMAL a J7 2,80 (0,93-8,41) 2,79 (2,25-3,45) 0,4494
Ac-CSP a JO 1,17 (1,03-1,33) 2,76 (2,24-3,40) 0,0097
Ac-CSP a J7 1,75 (0,74-4,07) 3,10 (2,46-3,86) 0,0807
Ac-LSA3 a J0 2,42 (0,54-10,69) | 2,11 (1,72-2,60) 0,4431
Ac-LSA3 a J7 2,08 (0,47-9,15) 1,74 (1,37-2,21) 0,3572
Ac-GLURP a JO 3,93 (0,30-52,18) | 6,92(4,68-10,22) 0,1865
Ac-GLURP J7 1,39 (0,70-2,74) | 2,09 (1,40-3,13) 0,2728
Ac-Extrait 07/03aJ0 | 2,33 (1,37-3,96) 2,58 (2,24-2,96) 0,3995
Ac-Extrait 07/03 2 J7 | 3,17 (1,21-826) | 3,00 (2,62-3,44) 0,3632
Ac-SALSA a J0 2,42 (1,17-5,01) 2,48 (2,08-2,96) 0,4620
Ac-SALSA a J7 2,08 (1,20-3,63) | 2,40 (1,97-2,94 0,3513
Moy. Géo de I’aAge | 2,38 (0,41-13,17) | 8,97 (6,63-11,61) 0,1250
(Min-Max)

Moy. Géo. (Min-Max) | 12908 (1384- | 8256 (6169-11049) | 0,4375

De la
parsitaire a JO
(Pa/uL de sang)

densité

120374)

Test de Mann Whitney a été utilisé, significatif pour P < 0,05

RCPA : réponse clinique et parasitologique adquate

ET : échec thérapeutique

Pa : parasites asexués par pL

Moy. Géo. : Moyenne Géometrique
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Tableau XVI : Comparaison des réponses des anticorps des patients traités a artésunate-
amodiaquine et ayant une réponse clinique et parasitologique adéquate ou un

échec thérapeutique

Antigénes

Artésunate -amodiaquine

ET RCPA p-Value

N =4 N =51
Ac-AMAL1 & JO 3,46 (1,23-9,74) 3,44 (2,9-4,13) 0,4871
Ac-AMAL & J7 2,21 (1,01 4,81) 2,62 (2,15-3,18) 0,3020
Ac-CSP a Jo 2,40 (0,7-8,28) 3,00 (2,40-4,82) 0,5595
Ac-CSP a J7 2,82 (0,55-14,57) | 2,1 (1,67-2,63) 0,5380
Ac-LSA32a J0 5,6 (4,67-6,71) 2,49 (2,01-3,07) 0,0079
Ac-LSA3 a J7 2,13 (0,80-0,71) 1,90 (1,58-2,29) 0,3075
Ac-GLURP & JO 1,92(0,48-7,77) 4,35 (3,30-5,73) 0,0659
Ac-GLURP & J7 1,25 (0,85-1,84) 4,33 (3,14-5,97) 0,0259
Ac-Extrait 07/03 a JO 2,67(2,06-3,47) 2,11 (1,88-2,356) 0,0561
Ac-Extrait 07/03 a J7 2,82 (2,12-3,74) 2,51 (2,49-2,80) 0,1424
Ac-SALSA a J0 1,73 (1,13-2,65) 2,21 (1,85-2,64) 0,2743
Ac-SALSA a J7 1,88 (0,46-7,43) 2,78 (2,22-3,47) 0,1574
Moy. Géo. de ’age 3,66 (1,65-8,10) 3,92 (2,94-5,23) 0,3125
moyen (ans ; Min-Max)
Moy. Géo. de la densité | 11127 (1377- 15820 (10566-23686) | 0,1250

parasitaire JO (Min-
Max)
(Pa/uL de sang)

89942)

Test de Mann Whitney a été utilisé, significatif pour P < 0,05

RCPA : réponse clinique et parasitologique adéquate

ET : échec thérapeutique

Pa : parasites asexués par pL




I11-2-Comparaison du niveau de réponse spécifique dirigée contre les antigénes candidat
vaccin de Plasmodium falciparum dans deux faciées épidémiologiques différents

I11-2-1-Caractéristiques de la population d’étude

Sur 240 patients inclus dans les deux essais cliniques (Man et Bouake), 151 patients ont fait
I’objet de I’étude immunologique, 111 sujets (73,50 %) a Man et 40 patients (26,50 %) a
Bouaké ont donné leur accord a participer a 1’étude. Il faut noter qu’a Bouaké, certains
partients ayant donné leur accord a participer a I’étude immunologique, ont eu une mauvaise
qualité de leur sérum. Ainsi, les échantillons de sérum de ces patients ont été rétirés dans le
but de ne pas biaiser les résultats. Le sexe ratio est de 0,88 (71/80) en faveur des femmes.
L’age moyen des patients était de 5,92 (5,05 — 6,92) ans et il était similaire dans les deux sites
d’étude. 1l en va de méme des proportions des patients 4gés de moins de 5 ans sur les deux
sites (p = 0,05 ; chi 2 = 3,84 et ddl = 1). Ces patients représentent 45,69% (69/151) de la
population d’étude (Tableau XVII).

La densité parasitaire moyenne de la population d’étude était de 18321 (14604 —22984)
parasites asexues /uL de sang. Elle était significativement plus élevee a Bouaké qu’a Man (p
< 0,0001) respectivement 67786 (51336 —89507) et 11434 (8984 — 14553) parasites asexués
/UL de sang (Tableau XVII).
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Tableau XVII: Caractéristiques de la population d’étude

Sites d’étude Total p- Chi2 | ddi
Caractéristiques Man BoUAKE value
Nombre de patients (%) 111 (73,50) 40 ¥ (26,50) 151
Nombre d’enfants < 5 ans 56 (52,28%) 13 (32,50%) 69 (45,69 %) 0,05" 3,84 1
Moy. Géo. DP (Pa/uL de sang) | 11434 67782 18321 <
(Min — Max) (8984 — 14553) | (51336-89507) (14604 —22984) | 0,00018
Sexe ratio (M/F) 58/53 13/27 71/80
Moy. Géo. Age (ans ; Min- | 5,60 (4,57-6,86) | 6,93 (5,55-8,66) | 5,92 (5,05-6,95) | 0,0984%
Max)
Patients sous AL 56 21 77
Patients sous AS + AQ 55 19 74

AL : Artéméther luméfantrine ; AS+AQ : Artésunate amodiaquine ; ddl : Dégré de liberté
Moy. Géo. DP Moy : Moyenne Geométrique de la densité parasitaire ; Pa/L : parasites asexues par microlitre
¥ Nombre de participant a 1’étude immunologique faible a cause de la qualité de certains échantillons de sérum et au réfus de participer de
certains patients a 1’étude
* Test de chi 2 sans correction de continuité (Correction de Yates) pour n> 5 et avec correction de Yates pour n < 5 utilisé pour la comparaison
des proportions, significatif pour P < 0,05
§ Test de Mann Whitney utilisé pour la comparaison des moyennes, significatif pour P < 0,05
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I11-2-2-Proportion des répondeurs aux différents antigenes a Man et Bouaké

Il en ressort que la proportion des répondeurs a été supérieure a 50% pour tous les antigénes
testés, aussi bien a Man qu’a Bouaké. A Man, elle variait de 53,1% (Ac-SALSA) a 74,7 %
(Ac-AMAL). Quant a Bouake, elle oscillait entre 55% (Ac-LSA3) et 95 %. (Ac-GLURP). Les
proportions ont été plus élevées a Bouaké qu’a Man pour les antigenes GLURP (p = 0,002;
chi 2 = 9,05) et I’Extrait total de schizonte (p = 0,001 ; Chi 2 = 10,07). Aucune différence
significative n’a été observée entre les deux groupes de patients (Bouaké et Man) pour les
antigénes CSP (p = 0,81 ; Chi 2 = 0,05), AMAL (p = 0,32 ; Chi 2 = 0,98), LSA3 (p = 0,99 ;
Chi 2 =0), SALSA (p = 0,11 ; Chi 2 = 2,46). (Tableau XVII1).

111-2-3-Comparaison du niveau moyen de réponse spécifique a chaque antigéne en

fonction des sites d’étude

Il ressort de cette analyse que les niveaux moyens de reponses spécifiques a GLURP et a
I’Extrait total étaient plus élevés a Bouaké qu’a Man respectivement 9,68 (IC 95 % : 6,88 —
13,61) vs 5,25 (IC 95 % : 4,14 — 6,60) ; p = 0,034 ; 2,90 (IC 95 % : 2,61 — 3,21) vs 2,34 (IC
95 % : 2,15 — 2,54) ; p = 0,0019. Par contre, aucune différence significative n’a été observée
entre les deux sites pour les antigenes AMAL (p = 0,080), CSP (p = 0,2641), LSA3 (p =
0,3906), SALSA, (p = 0,1901) (Tableau XIX).
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Tableau XVIII : Proportions des répondeurs a chaque antigene sur les deux sites

Répondeurs | Répondeurs | p- Chi2 | ddl
(Man) (Bouaké) value
n (%) n (%)
CSP 67/111 (60,40) | 25/40 (62,50) | 0,81 | 0,05 1
Pré- SALSA 59/111 (53,15) | 27/40 (67,50) | 0,11 | 2,46 1
erythrocytaire
LSA3 61/111 (54,95) | 22/40 (55,00) { 0,99 |0 1
GLURP 80/111 (72,07) | 38/40 (95,00) | 0,002 | 9,05 1
Erythrocytaire | AMA1 83/111 (74,77) | 33/40 (82,50) | 0,32 | 0,92 1
Sch 07/03 74/111 (66,66) | 37/40 (92,50) | 0,001 | 10,07 |1

La Séropositivité a été définie par rtDO > 2

Le Test de chi 2 sans correction de continuité (Correction de Yates) pour n> 5 et avec
correction de Yates pour n <5 a été utilisé, significatif pour p < 0,05




Tableau XIX : Niveau moyen d'anticorps spécifique a chaque antigéne en fonction du site

d'étude

Moyenne Géométrique des niveaux moyens
d’anticorps (95 % IC)

Antigénes (Min-Max)
Bouaké Man P-value

CSP 2,55 (2,05 - 3,16) 2,76 (2,72- 3,63) |0,2641

SALSA 2,54 (2,16 —2,99) 2,31(2.2-2,9) 0,1901
Pré-erythrocytaire

LSA3 2,84 (2,10 - 3,85) 2,36 (2,05- 2,73) |0,3906

GLURP 9,68 (6,88 —13,61) |5,25 (4,14 -6,60) |0,034
Erythrocytaire AMAL1 3,97 (3,18 — 4,95) 3,14(2,72 - 3,63) |0,080

Sch 07/03 2,90 (2,61 — 3,21) 2,34 (2,06 — 2,66) |0,0019

Test de Mann Whitney a éte utilisé, significatif pour p < 0,05
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I11-2-4-Distribution globale des réponses moyennes spécifiques a chaque antigéne a JO et
J7 par site d’étude

A Bouaké, les niveaux moyens de réponse spécifiques aux antigénes a JO étaient de 9,68 pour
GLURP, 2,55 pour CSP, 2,84 pour LSA3, 2,90 pour I’extrait total de schizonte 07/03 et de
2,54 pour I’antigéne SALSA.

A Man, les réponses spécifiques aux antigénes étaient a JO de 5,23 pour GLURP ; 2,76 pour
CSP ; 2,36 pour LSA3 ; 2,34 pour I’extrait total de schizonte 07/03 et 2,31 pour SALSA.

En définitive, le niveau moyen de réponse dirigée contre GLURP a été significativement plus
élevé que les anticorps spécifiques aux antigenes CSP, LSA3, Extrait total de schizonte 07/03,
et SALSA a JO (p < 0,05 ; Test de Kruskal-Wallis, Dunn’s comparaison multiple) aussi bien a
Man qu’a Bouaké (Figure 8).

A Bouake, les niveaux moyens de réponse spécifiques aux antigénes a J7 étaient de 10,42
pour GLURP, 2,43 pour CSP, 3,05 pour LSA3, 2,89 pour I’extrait total de schizonte 07/03 et
de 2,59 pour I’antigéne SALSA.

A Man, les réponses spécifiques aux antigénes étaient a J7 de 2,82 pour GLURP ; 2,52 pour
CSP ; 1,83 pour LSA3 ; 2,76 pour I’extrait total de schizonte 07/03 et 2,59 pour SALSA.

En définitive, le niveau moyen de réponse dirigée contre GLURP a été significativement plus
élevé que les anticorps spécifiques aux antigenes CSP, LSA3, Extrait total de schizonte 07/03,
et SALSA a J7 a Bouaké (p < 0,05 Test de Kruskal-Wallis, Dunn’s comparaison multiple),
mais a Man le niveau moyen de réponse dirigé I’antigéne GLURP a été plus éleve que
I’anticorps spécifique a I’antigéne LSA (p >0,05 Test de Kruskal-Wallis, Dunn’s comparaison
multiple (Figure 9).

Aucune différence statistique n’a été observée entre les niveaux moyens de réponses
spécifiques aux antigenes AMAL et GLURP au niveau de chaque site (Man et Bouaké) (p >
0,05).
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Figure 8: Réponses spécifiques a chaque antigéne avant le traitement (JO) sur les deux sites

Test de Kruskall Wallis utilisé pour la comparaison des niveaux moyens de réponses
specifiques a chaque antigene par site, significatif pour p <0,05.
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Figure 9 : Réponses spécifiques a chaque antigene apres le traitement (J7) sur les deux sites

Test de Kruskall Wallis utilisé pour la comparaison des niveaux moyens de réponses
spécifiques a chaque antigene par site d’étude, significatif pour p < 0,05.
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I11-2-5-Niveau moyen d’anticorps spécifique a chaque antigene stratifié par le sexe et
par site d’étude

La population masculine était de 52,25 % a Man contre 32,50 % a Bouaké. 47,75 % de la
population féminine ont été recrutés a Man contre 67,50 % a Bouaké. L’age des patients était
similaire & Man et Bouaké selon le sexe (p > 0,05) (Tableau XX).

Le niveau moyen d’anticorps spécifique a I’antigéne SALSA produit par les femmes était plus
élevé que celui des hommes a Man respectivement 2,65 (IC 95% : 2,17 — 3,19) vs 2,06 (IC :
1,79 — 2,36) ; p = 0,0326. Les niveaux moyens d’anticorps spécifiques aux antigenes GLURP
et Extrait total produits par les femmes de Bouaké étaient significativement plus élevés que
ceux induits par celles a Man respectivement 10,87 (IC 95 % : 7,20 -16,42) vs 5,76 (1C 95 % :
4,16 —7,91) ; p = 0,0079 et 2,84 (IC 95% : 2,51 — 3,21) vs 2,36 (2,10 — 2,65) ; p = 0,0076
(Tableau XX).
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Tableau XX : Niveau moyen d'anticorps spécifique & chaque antigene stratifié par le sexe et par site d’étude

Test Mann Whitney

MAN BOUAKE (Moyenne Géométrique a 95% IC)
Sexe H (A) F (B) H (C) F (D) p(AvsB) |p(CvsD) |[p(AvsC) |p((BvsD)
Effectif (%) | 58 (52,25) 53 (47,75) 13 (32,50) 27 (67,50)
Age moyen | 8,73+1,33 10,64 £1,34 6,84 +1,04 9,72+1,64 0,1850 0,1387 0,2931 0,1689
(Moy. Géo
ans = SD)
CSP 2,75 (2,21 —3,42) | 2,77 (2,28 - 3,37) | 2,65 (1,54 — 4,56) | 2,50 (1,93—4,18) | 0,3952 0,3428 0,4059 0,2508
AMAL1 2,96 (2,41 -3,63) | 3,35(2,72—4,14) | 3,84 (2,56 —5,76) | 4,03 (3,03—-5,35) | 0,2686 0,4426 0,1782 0,2048
LSA3 2,34 (1,95-2,80) | 2,40 (1,91-3,01) | 2,84 (1,63—-4,95) | 2,85(1,93-4,18) | 0,8943 0,4942 0,2961 0,2606
GLURP 4,78 (3,40-6,71) | 5,76 (4,16 —7,91) | 2,65 (2,16 — 3,25) | 10,87 (7,20 -16,42) | 0,1606 0,2220 0.0892 0,0079
SALSA 2,06 (1,79-2,36) | 2,63 (2,17-3,19) | 2,65 (2,16 —3,25) | 2,49 (1,98-3,12) | 0,0326 0,1665 0,0235 0,4134
57x/tor§1it 2,32 (2,05-2,63) |2,36(2,10-2,65) |3,03(2,44-321) |2,84(251-321) |0,4576 0,3752 0,0619 0,0076

Test de Mannv Whitney a été utilisé, significatif, p < 0,05

H (A) : Homme a Man ; F (B) : Femme a Man H (C) : Homme a Bouaké ; F (D) : Femme a Bouaké
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I11-2-6-Niveau moyen de réponse anticorps spécifique a chaque antigéne en fonction des

sites stratifié par tranche d’age

Cette analyse a montré que les niveaux moyens d’anticorps Spécifiques aux antigenes
GLURP, SALSA et Extrait total de schizonte 07/03 produits par les enfants les moins agés (0
a 5 ans) de Bouaké, sont significativement plus élevés que ceux produits par leurs
homologues de Man respectivement 7,99 (3,91-16,33) vs 3,45 (2,54-4,62) ; p = 0,0106 ; 2,49
(1,94-3,20) vs 1,91 (1,67-2,18) ; p = 0,0165 ; 2,91 (2,38-3,56) vs 2,20 (1,97-2,45), p = 0,0121
(Tableau XXI).

Pour la tranche d’age de 5 a 15 ans, seul le niveau d’anticorps spécifique a 1’extrait 07/03
produit par les enfants de Bouaké sont significativement plus élevé que celui produit par ceux
de Man 2,88 (2,52-3,29) vs 2,55 (2,26-2,88), p = 0,0453. Aucune différence n’a été observée
entre les réponses spécificiques a chaque antigene produit par les enfants les plus ages (> 15
ans) sur les deux sites (Tableau XXI).
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Tableau XXI : Distribution du niveau moyen de réponse spécifique a chaque antigene par site en fonction des groupes d'age

[0a5[ ans [5-15[ans > 15 ans
Sites Bouaké Man p Bouaké Man p Bouaké Man P
Effectif 13 56 24 33 3 22
g?;g?s)n 3,75+1,48 2,78+1,38 0,0149 | 9,58+2,76 9,24+2 91 0,2867 | 34,50+16,23 27,77+12,06 0,3349
CSP 2,89 (1,67-5,02) 2,37 (1,94-2,90) 0,3217 | 2,28(1,89-2,76) | 2,83 (2,19-3,65) 0,1375 | 3,86 (2,97-5,02) | 3,93 (2,77-5,58) 0,4144
AMAL1 3,11 (2,32-4,15) 3,50 (2,92-4,19) 0,2450 | 4,56 (3,31-6,30) | 2,96 (2,17-4,02) 0,0695 | 4,07 (2,90-5,84) | 2,61 (1,80-3,77) 0,7545
LSA3 2,96 (1,70-5,15) 2,35 (1,92-2,86) 0,3035 | 2,70 (1,79-4,07) | 2,34 (1,88-2,90) 0,4073 | 4,06 (1,67-9,83) | 2,45 (1,59-3,79) 0,44
GLURP 7,99 (3,91-16,33) | 3,45 (2,54-4,62) 0,0106 | 11,29 (7,48-17,06) | 7,11 (4,66-10,86) | 0,0643 | 5,78 (2,08-6,07) | 9,64 (5,49-16,92) | 0,053
SALSA 2,49 (1,94-3,20) 1,91 (1,67-2,18) 0,0165 | 2,49 (1,98-3,12) | 2,74(2,13-3,52) 0,4167 | 3,72 (2,65-4,76) | 2,92 (2,19-3,91) 0,8347
Extrait 0,4674
07/03 2,91 (2,38-3,56) 2,20 (1,97-2,45) 0,0121 | 2,88(2,52-3,29) | 2,55 (2,26-2,88) 0,0453 | 2,97 (1,63-9,83) | 2,39 (1,80-3,18)

Test de Mann Whitney a éte utilisé, significatif pour p < 0,05
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IV - DISCUSSION




La premiére partie de notre étude avait pour but d’évaluer la contribution des réponses
anticorps dirigées contre un panel d’antigénes dans la réponse aux Combinaisons
Thérapeutiques a base d’Artéminisine chez des patients atteints du paludisme simple a P.
falciparum a Man. La densité parasitaire moyenne obtenue au cours de notre étude a été de
26337+3698 parasites asexués/UL de sang a I’inclusion. Les résultats obtenus indiquent que
les enfants de moins de 5 ans ont été majoritairement atteints du paludisme. En zone
d’endémicité palustre, la mise en place de I’'immunité labile se fait avec I’age c’est-a-dire que
les plus jeunes sont moins bien protégés que les grands enfants ou les adultes (Grobusch et
al., 2005). Ces plus jeunes enfants acquiérent cette immunité au cours des différents épisodes
palustres (Gupta et al., 1999).

L’étude indique, en effet, que les réponses spécifiques aux antigénes CSP, GLURP et SALSA
augmentent avec 1’age (Greehouse et al., 2011). Cela du fait de la répétition des infections du
paludisme a P. falciparum (Gupta et al., 1999). Les études de Diarra et al. (2012) et de
Mbengue et al. (2016) ont montré que les enfants agés de plus de 10 ans répondent mieux
aux antigenes GLURP, MSP1-19 et MSP3 que les plus jeunes enfants.

En outre, les données suggerent qu’a I’inclusion des patients (JO), au contraire des antigénes
CSP, LSA3, SALSA et I’Extrait total de schizonte 07/03, I’antigéne GLURP a été capable
d’induire une réponse au cours de I’infection palustre. L’accés palustre avec la présence du
parasite au stade de trophozoites dans le sang au moment du recrutement de nos patients,
I’absence des protéines pré érythrocytaires ou hépatiques (CSP, LSA3, SALSA) et la présence
d’antigene tel que GLURP (antigene érythrocytaire) justifieraient les variations des niveaux
d’anticorps entre les antigénes testés. Cette variation pourrait étre due a I’expression
différente des antigénes testés au cours du cycle de Plasmodium falciparum (Barry et al.,
2014 ; Theisen et al., 2014). En I’absence des parasites a J7, le niveau de réponse spécifique a
I’antigéene GLURP était faiblement élevé par rapport aux niveaux de réponse spécifique aux
autres antigénes. L’antigéne GLURP est décrit comme étant trés immunogene. Les résultats
obtenus concordent avec ceux de Mbengue et al. (2016) qui ont montré que I’antigéne
GLURP était le plus immunogene au cours du paludisme urbain a Dakar (Sénégal). La
clairance parasitaire a été obtenue en 24h pour 36,03 % des patients contre 63,96 % des
patients qui ont eu une clairance parasitaire qui a excédé 24h (48 a 72h). Aucun des patients

de notre étude n’a présenté des parasites a J3 et la clairance parasitaire était en moyenne 48h.
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Il faut noter que le retard de la clairance parasitiaire a J3 est un indicateur de la résistance aux
dérivés de I’artémisinine. C’est cet indicateur qui a permis de mettre en évidence 1’émergence
de la résistance aux dérivés de ’artémisinine en Asie du Sud-Est et de suivre son expension
(WHO, 2011 ; Kheang et al., 2017). Celle trouvée dans notre travail est bien inférieure a
celle observée en Asie du Sud-Est. Les niveaux moyens de réponses dirigées contre les
antigenes AMA1, GLURP, LSA3, et SALSA ont été plus importants avec le temps de
clairance parasitaire de 24 h. Les données suggéraient que le temps de clairance parasitaire au
cours du traitement avec les CTA serait associé avec un niveau élevé des réponses dirigées
principalement contre les antigenes AMA1, GLURP, LSA3, et SALSA. Nos résultats
montrent clairement une contribution positive de la réponse immune humorale dans
I’élimination rapide des parasites au cours du traitement avec les CTAs. Les travaux de Koffi
et al. (2015) ont montré que les réponses dirigées contre les antigénes LSA3, PmCSP, AMAL,
MSP4, SALSA sont associées a un temps de clairance parasitaire plus rapide.

Les niveaux moyens d’anticorps spécifiques aux antigenes GLURP, AMA1 et LSA3
diminuent significativement au 7°™ jour de suivi démontrant leur contribution a 1’¢limination
des parasites au cours du traitement avec les CTA. Ces antigénes auraient donc un effet

protecteur dans la population d’étude.

Dans cette présente étude, 8 patients ont présenté un échec au traitement dont 4 dans chaque
bras de traitement. Aprées correction par PCR, 1 seul cas de recrudescence a eté observé dans
le bras AS + AQ ; les autres étant des cas de reinfestation. Pour investiguer si le niveau
d’anticorps spécifiqgue a chaque antigéne était associé a 1’échec au traitement (AS+AQ ou
AL), nous avons comparé les niveaux d’anticorps spécifiques a chaque antigene a JO et J7
chez les patients ayant fait un échec au traitement par rapport a ceux ayant présenté une
réponse clinique parasitologique adéquate (RCPA). Les résultats ont montré qu’avec
I’association AL, seul le niveau d’anticorps specifiques a I’antigéne CSP a JO était élevé chez
les patients ayant présenté une réponse clinique parasitologique adéquate comparé au groupe
de patient ayant fait un échec au traitement. Dans le bras AS + AQ, a J7 une différence
significative a été marquée avec la réponse dirigée contre I’antigéne GLURP entre ces deux
groupes de patients. Mieux a JO, le niveau d’anticorps spécifique a 1’antigéne GLURP était
plus éleve chez les patients ayant une RCPA comparés a ceux ayant présenté un échec. Ces
résultats suggéraient que les anticorps spécifiques aux antigénes CSP et GLURP agiraient en

synergie et seraient donc associés avec un faible risque d’échec thérapeutique au cours du
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traitement du paludisme avec ces deux CTA. Ces anticorps auraient un effet protecteur contre
les échecs aux traitements aux CTA. Plusieurs études en zone d’endémicité palustre en
Afrique ont abouti a la méme conclusion. Les travaux d’Enevold et al. (2007) et de Diarra et
al. (2012) ont montré que I’anticorps anti-GLURP serait associé avec un risque d’échec
thérapeutique au cours du traitement du paludisme avec la sulfadoxine-pyriméthamine ou
I’amodiaquine. Il jouerait par conséquent un réle protecteur. Adu et al. (2016) ont montré
dans leur étude que le niveau d’anticorps dirigé contre I’antigéne GLURP-R2 serait associé a
la protection contre le paludisme. Cependant, nos résultats different de ceux de Keh et al.
(2012) qui ont montré que seul le niveau de réponse spécifique a 1’antigene AMAL protégerait
contre les échecs au traitement parmi huit antigenes testés au cours du traitement du
paludisme avec les molécules Amodiaquine et Sulfadoxine-pyriméthamine. Les travaux
respectifs de Pinder et al. (2006) et d’Aubouy et al. (2007) ont montré que le niveau de
réponse dirigée contre I’antigéne MSP1-19 protegerait contre les échecs aux traitements avec
la chloroquine. La différence entre nos résultats et les leurs pourrait étre attribuée au régime
thérapeutique différent utilise pour les traitements pendant ces études, a la pharmacocinetique
des molécules. En plus de la susceptibilité intrinséque du médicament au parasite, de la
réponse immune, il existe d’autres facteurs pouvant également influencer I’issue du

traitement. On peut citer entre autres :

Les facteurs génétiques, la densité parasitaire initiale élevée, la pharmacocinétique et la
pharmacodynamie du médicament, des facteurs intrinseéques de I’hdte et de certaines maladies

chroniques, les antigenes des leucocytes humains (HLA).

Dans les pays ou la transmission du paludisme est endémique et intense telle que la Cote
d’Ivoire, le développement et ’acquisition de I’'immunité antipalustre sont graduellement mis
en place aprés plusieurs années suivant la répétition de I’infection palustre et cette immunité
anti plasmodiale augmente avec 1’age (Crompton et al., 2010). Le niveau de transmission est
souvent déterminé par les analyses parasitologiques ou entomologiques, notamment en
utilisant la goutte épaisse et la PCR, mais aussi les marqueurs sérologiques. L’acquisition de
I’immunité anti-palustre varie en fonction du niveau de transmission. Ainsi, la deuxiéme
partie de notre these, avait pour but de cartographier le niveau de réponse dirigée contre les
antigenes de P. falciparum chez des patients atteints du paludisme simple dans deux faciés

épidémiologiques différents (Man et Bouaké).
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Il est demontré que la transmission du paludisme est intense a Man, cette derniere est souvent
hétérogéne a Bouakeé situé au centre du pays a la lisiére entre la zone forestiére et la savane. Il
pourrait exister des microfacies & Bouaké ou la transmission est intense comme a Man. Les
précédents travaux de I’institut Pierre Richet de Bouaké non encore publiés montrent un taux
d’inoculation entomologique bas a Bouaké (Dar-Es-Salam) contrastant avec la prévalence du
paludisme a Dar-Es-Salam, quartier Ouest de Bouaké (Anonyme 1, 2017).

Les marqueurs sérologiques peuvent permettre d’évaluer le niveau de transmission du
paludisme dans une région donnée. lls seraient plus déterminants que les examens
parasitologiques ou entomologiques. Ces marqueurs pourraient nous aider a déterminer le
niveau réel de transmission du paludisme dans le quartier de Dar Es Salam. Les résultats
obtenus montrent que les proportions des répondeurs aux antigenes GLURP et 1’extrait total
de schizonte 07/03 ont été plus eleves chez les patients de Bouaké que chez les malades de
Man. De méme, les niveaux moyens de réponses spécifiques aux antigenes GLURP et Extrait
total de sch 07/03 ont été significativement plus élevées a Bouaké qu’a Man. Les variations de
la production du niveau d’anticorps anti-GLURP et anti-Extrait total de schizonte 07/03
observées chez les individus peuvent refleter un certain nombre de facteurs comme par
exemple, les niveaux d'expositions et d’intensité de transmission a travers les zones d'étude.
En effet, le risque de faire le paludisme est éleve chez les populations vivants dans les zones a
forte intensité de transmission (Rono et al., 2015) et est faible dans les zones a faible intensité
(Doolan et al., 2009).

Les réponses dirigées contre les antigenes GLURP, SALSA et Extrait total de schizonte 07/03
induites chez les plus jeunes enfants (0 a 5 ans) de Bouaké ont été plus élevées que celles
induites par leurs homologues de Man. Le niveau de réponse spécifique a ’antigéne Extrait
total de sch 07/03 produit par les enfants de Bouaké de la tranche d’age 5 a 15 ans était
significativement plus élevé que celui produit par les enfants de cette méme tranche d’age a
Man. En effet, le contact permanent de I’hote au parasite et aussi aux pigdres des moustiques
entraineraient un développement rapide de I’acquisition d’une meilleure immunité de 1’hote
(Marsh et al., 1999 ; Doolan et al., 2009). Des études réalisées par deux équipes, 1’une au
Gabon et I’autre en Ouganda ont montré que les niveaux de réponses dirigées contre les
antigénes AMAL et PfRh5 étaient élevés dans les zones d’étude avec une forte prévalence du
paludisme et seraient de bons indicateurs pour la surveillance du paludisme dans ces zones
(Yeka et al., 2015 ; Imboumy-Limoukou et al., 2016).
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Nos resultats montreraient que le niveau de transmission est plus élevé a Bouaké dans le
quartier de Dar Es Salam qu’a Man. Cette différence pourrait s’expliquer par le niveau
d’exposition aux piqures de moustiques plus élevés a Bouaké qu’a Man a cause du niveau de
resistance des vecteurs aux insecticides plus élevé a Bouaké qu’a Man (Zoh et al., 2018). Les
résultats de leurs travaux indiquent un niveau élevé de résistance d’An.gambiae (s.I.) aux huit
insecticides utilisés & Bouaké au cours de leur étude avec un taux de mortalité allant de 0 & 73
%.

Les sujets de Bouakeé seraient donc plus en contact avec le parasite et les moustiques que ceux
de Man. Cependant, certains facteurs pourraient expliquer les différences du niveau de
réponses immunes observées sur les deux sites d’étude. En effet, le temps minimal depuis la
derniere infection clinique du paludisme avant le recrutement, les facteurs génétiques des
individus, la différence entre les souches parasitaires predominantes dans les zones d’étude
pourraient étre a 1’origine de la différence observée entre les niveaux moyens de réponses
dirigées contre les antigenes GLURP et Extrait total de sch 07/03 entre les patients des deux
sites. Autre raison, le biais de sélection dans la taille de 1’échantillon pourrait étre a I’origine
de cette différence observée. Il faut ajouter a ces facteurs la migration des populations. Les
patients pourraient provenir d’une zone a transmission intense et séjourner dans le quartier
Dar-Es-Salam de Bouaké durant la période de 1’étude. En effet, une étude réalisée chez les
enfants maliens de 3 a 11 ans a montré que les proportions des répondeurs et les niveaux
d’anticorps specifiques aux antigenes AMAL, EBA-175, MSP1, MSP2 augmentent
significativement en fonction des souches parasitaires plus particulierement (FCR3, PC26,
KN1068) et le nombre de souches parasitaires apres la saison de transmission (Zeituni et al.,
2013).

L’utilisation effective de la moustiquaire imprégnée d’insecticides entraine une baisse de
I’immunité. Le niveau d’utilisation de cette stratégie chez nos patients pourrait expliquer la

différence des résultats obtenus sur les sites.

Une autre raison montrant la différence entre les niveaux de réponses spécifiques aux
antigenes GLURP et Extrait total de sch 07/03 produits par les malades a Man et Bouakeé
pourrait s’expliquer par la différence de la période de recrutement des malades sur les sites.
Pour Man, la période du projet était de Janvier a début Mai, période de la saison seche alors
qu’a Bouaké les patients inclus ont été recrutés en periode de saison pluvieuse c’est-a-dire

entre Avril et Juin. En effet, la saison pluvieuse favorise la multiplication des moustiques a
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travers les flaques d’eau. La transmission du paludisme est élevée apres la période qui précéde
juste la saison pluvieuse et influence le niveau de réponse spécifique aux antigénes candidats
vaccin de P. falciparum. Ce niveau de réponse dirigée contre les antigénes est important
pendant ou juste aprés la période de forte transmission et chute pendant la période de faible
transmission (Nébié et al., 2008 ; Zeituni et al., 2013). L’équipe de Nébié dans leurs travaux
indique que, le niveau d’anticorps anti-GLURP est fortement associé avec la réduction du

risque de I’incidence du paludisme.

La variation obtenue entre les niveaux de réponses spécifiques aux antigénes GLURP et
Extrait total de sch 07/03 chez les patients sur les deux sites pourrait étre due a la présence de
certains helminthes tels que Schistosoma haematobium chez les patients de Man. En effet, les
travaux de Raso et al. (2004) et (2005) et de Yapi et al. (2014) ont rapporté que la ville de
Man serait un foyer des helminthes. En effet, les travaux d’Ateba-Ngoa et al. (2014) au
Gabon qui ont montré que la présence de Schistosoma haematobium dans le sang du sujet au
cours du paludisme pourrait avoir un impact sur la réponse immune humorale dirigée contre
les antigenes candidats vaccins de P.falciparum. Dans le méme sens, les résultats des travaux
réalisés au Sénégal par Courtin et al. (2011) ont montré que les niveaux d'lgG1 dirigés contre
MSP-1 et GLURP sont plus faibles chez les individus porteurs d'helminthes (schistosoma

haematobium).

Les réponses spécifiques aux antigenes GLURP et Extrait total de sch 07/03 sembleraient
mieux refléter I'intensité de la transmission dans ces deux populations. Les anticorps dirigés
contre les antigénes GLURP et Extrait total de sch 07/03 pourraient étre des meilleurs
indicateurs de la surveillance du paludisme chez ces populations. Par ailleurs, nos résultats
different de ceux obtenus par Koffi et al. (2015), dont les travaux, la proportion des
répondeurs dirigée contre I’antigene LSA1-41 et le niveau de réponse spécifique a ’antigéne
Pf13 variaient significativement entre les trois sites d’étude que sont: Abobo, Man, et
Korhogo. Cette différence observée entre nos résultats et ceux de Koffi et al. (2015)
montrerait que le niveau de réponse anticorps antigéne de P. falciparum varie d’une

population a une autre.

Les analyses par site ou inter-sites indiquent que les niveaux de réponses spécifiques aux
antigenes AMAL, CSP, LSAS3 étaient similaires entre les hommes et les femmes. Par contre,
I’étude a montré que le niveau moyen de réponse spécifique a 1’antigene SALSA produit par

les femmes était plus élevé comparé a celui produit par les hommes sur le site de Man. Les
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hormones sexuelles féminines favoriseraient directement I’induction de I’anticorps anti-
SALSA. En effet, les récepteurs des stéroides sexuels ou des hormones sexuelles féminines
telles que I’cestrogéne, la progestérone seraient exprimés sur de nombreuses cellules
immunitaires (Klein et al., 2004). Des travaux antérieurs précisent que chez le rat C57BL/6
infecté par P. chabaudi, I’cestrogéne est immunogéne chez la femelle, ce qui la protégerait
contre ’expression des symptomes du paludisme (Roberts et al., 2001 ; Klein et al., 2004 ;
Pamela et al., 2008). En outre, la testostérone aurait un effet immunosuppresseur chez le
male en inhibant la production des anticorps contre les antigenes pré-érythrocytaires
(Krucken et al., 2005). Nos résultats sont contraires a ceux obtenus par Addai-Mensah et al.
(2016) qui ont montré que les hommes ont plus répondu aux antigénes MSP1-19, MSP3 et
AMAL que les femmes dans la population de leur étude. Cette différence pourrait étre

attribuée a la différence des antigenes utilisés pour les deux études.

Les niveaux moyens de réponses dirigées contre les antigenes GLURP, SALSA et I’Extrait
total de sch 07/03 ont été plus élevés chez les enfants de moins de 5 ans a Bouaké que ceux de
Man. La méme observation a été notée avec la tranche d’age de 5 a 15 ans, mais uniquement
pour les réponses dirigées contre I’antigéne Extrait total de schizonte. Ces résultats indiquent
que l’acquisition de I’'immunité dirigée contre les antigénes candidats vaccins de P.
falciaprum difféere chez les sujets de méme age vivants dans différentes zones ou dans
différents facies epidémiologiques. Des résultats similaires ont été mis en évidence par
Imboumy-Limoukou et al. (2016) qui ont montre que les réponses dirigées contre les
antigenes PFAMA-1 et PfRh5 étaient différentes chez les sujets de la méme tranche d’age a

Franceville et Lastourville, deux villes du Gabon.
Notre travail comporte quelques limites que sont :

La premiere limite est que le statut VIH de nos patients n’avait pas été réalisé. Des études ont
montré que Dinfection du VIH pourraient diminuer la réponse des antipaludiques

(Brentlinger et al., 2007).

La deuxiéme limite de ce travail est I’absence de différenciation des sous classes IgG. En effet
les niveaux de réponses spécifiques aux sous-classes IgGl ou IgG3 dirigés contre les
antigenes donneraient plus d’informations sur la contribution de la réponse immune que les

réponses des IgG totaux (Rogerson et al., 2010).
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Enfin les concentrations des médicaments n’ont pas été déterminées pour juger de
I’absorption et de la diffusion des médicaments chez les patients. En effet les phénoménes de

mal absorption des médicaments pourraient influencer largement I’issue du traitement.
En fin dans nous avons pas dosé les IgE qui pourraient influencer I’issue du tratement.

Il existe des limites dans lq deuxieme partie de notre travail notamment le niveau d’utilisation
effective de la MILDA, la durée de sejour effectif dans les sites d’étude avant 1’inclusion

n’ont pas été clairement identifiés.
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V- CONCLUSION ET
PERSPECTIVES
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Le paludisme reste toujours un probléme de santé publique dans le monde particulerement en
Afrique subsaharienne. Le niveau de réponse dirigée contre les antigénes de P. falciparum
joue un rdle important au cours du traitement avec les CTA et permet de déterminer le niveau
de transmission du paludisme. Le présent travail avait pour but de déterminer I’apport de la
réponse immune dans 1’issue du traitement et I’effet du faci¢s épidémiologique sur la réponse

immune en Cote d’Ivoire.

La méthode ELISA a été utilisée pour quantifier le niveau de réponse dirigée contre les
antigenes de P. falciparum.

A Tissue de cette étude, il ressort que les niveaux moyens de réponse dirigée contre les
antigénes AMAL, GLURP, LSAS3, et SALSA ont été plus marqués (importants) avec le temps
de clairance parasitaire de 24h. Ainsi, ces réponses dirigées contre ces antigenes
contribueraient a la clairance parasitaire au cours du traitement. La proportion des répondeurs
était élevée pour tous les antigénes dans la population d’étude. La proportion des répondeurs
aux antigenes GLURP et AMAL ont été significativement plus élevees a JO qu’a J7,
contrairement aux réponses dirigées contre les antigénes CSP, SALSA, LSA3 ou la difference
des proportions de répondeurs n’a pas été significative entre JO et J7. Quant a I’Extrait total de
schizonte 07/03, la proportion des répondeurs a été significativement plus élevée a J7 qu’a JO.
L’antigéne GLURP a été plus immunogéne. Les réponses dirigées contre les antigenes
érythrocytaires AMAL, GLURP et un antigene pré-érythrocytaire LSA3 diminuaient
significativement a J7 ce qui montrerait que les anticorps dirigés contre ces antigenes auraient

un effet protecteur.

La réponse dirigée contre I’antigene CSP a été significativement plus élevée a JO chez les
patients ayant une réponse clinique parasitologique adéquate que ceux ayant fait un échec au
traitement dans le bras AL. Dans le bras de traitement AS + AQ, la réponse anticorps
spécifique a I’antigéne GLURP a été significativement moins importante chez les patients
ayant fait un échec thérapeutique par rapport aux patients ayant une réponse clinique
parasitologique adéquate. Notre étude a montré que les réponses spécifiques dirigées contre
les antigenes CSP et GLURP seraient associées a un faible taux de ré-infestation au cours du

traitement avec les CTA donc joueraient un rdle protecteur.

La comparaison des réponses spécifiques dirigées contre les antigénes de Plasmodium entre
les patients de Man et de Bouaké souffrant du paludisme simple a Plasmodium falciparum a

montré que la proportion des répondeurs et les niveaux moyens d’anticorps spécifiques aux
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antigénes GLURP et I’Extrait total de schizonte ont été significativement plus élevés a
Bouaké qu’a Man. De telles observations signifieraient que les antigenes GLURP et Extrait
total de schizonte 07/03 seraient des marqueurs sérologiques qui réfleteraient mieux
I’intensité de la transmission dans les zones d’étude. Les résultats indiquent qu’a Man le
niveau d’anticorps spécifique a ’antigéne SALSA a été plus élevé chez les femmes que chez
les hommes. Les femmes de Bouakeé ont plus répondu aux antigenes GLURP et I’Extrait total
de schizonte 07/03 que celle de Man. L’étude a noté que I’acquisition de la réponse immune
humorale pourrait étre différente chez les personnes de mémes ages vivant dans des zones

différentes, particulierement chez les plus jeunes enfants et selon le sexe.

Au terme de notre étude il est important de faire quelques recommandations aux médecins
prescripteurs : de veiller aux respects du protocole du traitement du paludisme surtout chez les
enfants de moins 5 ans dont I’immunité n’est pas encore acquise et au PNLP un renforcement

des outils de prévention tels que les MILDA et un assainissement du milieu.

En perspectives,
- Cartographier les niveaux de réponses spécifiques dirigées contre les sous-classes
(19G1, 1gG2, 1gG3, 1gG4) contre les antigenes de Plasmodium chez des malades sur

les sites sentinelles du PNLP

- Réaliser les tests fonctionnels pour évaluer la contribution réelle des anticorps

antiparasitaires dans 1’efficacité du traitement.

- Réaliser une étude longitudinale sur des individus asymptomatiques (donneurs de

sang) pour évaluer la qualité des anticorps antiparasitaires protecteurs.
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ANNEXE 1 : Protocole

{.‘ Unité d’Immunologie Codification : MO ELI_RP_l
ion : 201 1P 1
Institut Pasteur MODE OPERATOIRE Yerswn 013_01 Page 130 sur
de Dakar

MO pour le dosage des Ac en ELISA — Protocole Standard IP

REDIGE PAR
Fonctions Service Noms Visas et date
Scientifique Unité Immunologie Dr Perraut Ronald

VERIFICATEUR

Vérification Technique et qualité

APPROBATEUR

Objet

L’objet de ce MO est de décrire les étapes a suivre afin de doser par méthode ELISA des

réponses anticorps (Ac) contre des Antigenes (Ag=protéines) immobilisés sur des plaques 96

puits.

Ce protocole a 2 aspects 1) concernant des Ag de structure connue (protéines recombinantes)

et des Ag somatiques (extraits parasitaires).

Matériel et réactifs

Plagues ELISA (Maxisorp NUNC, ref 439454) pour extraits totaux
Plagues IMULON IV pour Ag recombinant

PBS GIBCO 1X (ref 14190-094, Invitrogen)

BSA Fraction V pure

5% non fat milk Regilait in PBS GIBCO

PBS + 0,1 % Tween 20

PBS BSA 1% /tween (saturation & dilution des échantillons et du conjugué anti-1g)




Peroxidase—conjugated goat F(AB)’2 fragment to human IgG Fc at 1/7500¢ in PBS (ref
55246 Cappel)

TMB Microwell Peroxidase Subtrate system (ref: 50-76-00, KPL)

H3PO4 (acide orthophosphorique) 1 molaire (1M) {66ml dans 1 | H20} important verser

I’acide dans I’eau (jamais I’inverse)
Biorad Multiscan plate reader
Protocole
1) Sensibilisation des plaques avec les protéines :
Possibilité de préparer du carbonate Buffer (meilleur coating)
NaHCO3 2,99
Na2CO3 5,99

d’H20 gsp 1 litre



Unité d’Immunologie Codification : MO ELI RP 1

Institut Pasteur 1
de Dakar MODE OPERATOIRE

MO pour le dosage des Ac en ELISA - Protocole Standard IP

Diluer I’Ag protéique dans le carbonate buffer ou du PBS 1x propre a une concentration de

0,5-1 microg/ml

Distribuer 100 pL de solution d’Ag par puit

Incuber une nuit a 4 °C

2) Laver 3X avec du PBS Tween 0,1 %

3) Saturer avec 110 pL par puit avec du PBS Tween 0,1 % 1% BSA — Incuber 1 heure a 37°C
4) Laver 3X avec du PBS Tween 0,1 %

5) Distribuer 100 pL par puit des sérums a tester en duplicatas et dilués dans du PBS Tween
0,1 %, 1% BSA — Incuber 1 heure a 37°C

6) Laver 4X avec du PBS Tween 0,1 %

7) Incuber avec I’Ac secondaire: 100 pl d’anti-human/mouse - 1gG HRP au 1/5000-7000°™®
dans du PBS + 0,1% tween 1% BSA — Incuber 30 minutes a 37°C

*Pour la Coloration TMB : Sortir les solutions de TMB/H20, a température

ambiante (environ 1h avant la révélation)
8) Laver 4X avec du PBS Tween 0,1 %

9) Les 2 solutions (TMB Peroxidase Substrate & Peroxidase Substrate= Solution B) sont
mélangées en volume égal. 100 pL sont ajoutés dans chaque puit pour environ 10 minutes a

température ambiante (20-22°C) (5 minutes pour les extraits bruts)

10) La coloration (bleue) est stoppée avec100 pul de H3POs 1M par puit (virage au jaune) en

général au bout de 5 minutes
11) La lecture se fait a 490 nm avec 655 nm comme référence
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ANNEXE 2 : Dispositif de la chaine classique d’ELISA (Photographic YAO, 2016)

A) Plague Elisa Maxisorp® 96 puits B) Incubateur de plaque

C) Lecteur de plaque




ANNEXE 3 : Plan de la plaque montrant la disposition des échantillons et les témoins

Antigéne
T négatif 1/100
Ag SALSA|ASAQ
1 2 3 //4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0 E2 E15 | E22 | E34 | E2j7 | E97 | E1507 | E22J7 |E34J7| O
BSA
B 0 E E9 | E15 | E22 | E34 | E27 | E9j7 | E15J7 | E2207 [E34J7| 0O
c E4 | EM | E17 | E23 | E36 | E4j7 | E11J7 | E17J7 | E23J7 |E36J7 _
D E4 | E1 | E17 | E23 | E36 | E4j7 | E11J7 | E17J7 | E23J7 [E36J7
E E5 | E12 | E19 | E26 | E37 | E57 | E12J7 | E19J7 | E2607 |E37J7
T négatif
F E5 | E12 | E19 | E26 | E37 | E57 | E12J7 | E19J7 | E2607 |E37J7 ~ | 1/200
G 0 E6 | E14 | E20 | E31 | E39 | EBj7 | E14J7 | E2007 | E31J7 |E39J7
H 0 E6 | E14 | E20 | E31 | E39 | E67 | E14J7 | E20J7 | E31J7 |E39J7
v Y Y
Témoin .
. i ; Echantillons a J7
Positif 1/100 Echantillons a JO

E2 : Echantillon 56 — E2 j7 : Echantillon 2 jour 7 ; NAIF : Témoin négatif, T : Témoin positif
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Successful antimalarial drugs treatment might be due to intrinsic susceptibility of P. falciparum and host’s
factors. In this study we assessed relationship between host IgG antibody responses and treatment outcome
with Artesunate+tAmodiaquine (AS+AQ) and Artemether+Lumefantrine (AL) in high transmission setting of Cote
d’lvoire. The study was done as part of a clinical drug-efficacy trial of AS+AQ and AL conducted at Man in
western Cote d’lvoire. Serum samples from the time of malaria diagnosis and 7 days later were analyzed for
total IgG against schizonte extract (07/03) and 5 specific-P. falciparum Ags using a quantitative indirect ELISA.
IgG antibody responses were related to treatment outcome. A total of 56 and 55 serum samples in AL and AS +
AQ group respectively were available for antibody analysis, on day 0 and day 7. The levels IgG to CSP, GLURP
and SALSA increased significantly with age (p<0.05). Antibody responses against all antigens decreased
significantly, except SALSA and sch07/03 in day 7 after treatment, with the greatest decreasing seen in IgG
response to GLURP (p=0.0013). Adequate Clinical and Parasitological Response PCR corrected (ACPR) was of
98.3% (AS +AQ) and 100% (AL). Prevalence and levels of anti-Glutamate-rich Protein (GLURP) and anti-
circumsporozoite (CSP)-specific IgG antibodies were significantly higher (P < 0.001) in Patients with ACPR in
AS+AQ and AL group respectively. GLURP and CSP IgG antibody responses in Man region may contribute to
malaria treatment success and support hypothesis that acquired immunity enhances clinical efficacy of
antimalarial dugs.

Keywords: IgG Antibody responses, treatment outcome, ACT, Man, Céte d’ivoire

INTRODUCTION

Naturally acquired immunity to malaria has been shown
to protect these individuals against malaria (Crompton et
al., 2010; Gupta et al., 1999; Schofield and Mueller,
2006). Passive transfer of sera from chronically exposed
individuals eliminated blood parasites in P. falciparum-
infected patients (Bouharoun-Tayoun et al., 1995; Cohen

Corresponding Author E-mail: yaosergestephane@yahoo.fr
Tel. (00225) 40 33 57 83/ (00225) 49 45 91 03

et al., 1961).

Currently, artemether-lumefantrine (AL) and artesunate-
amodiaquine (AS-AQ) are the only widely available
drugs, which are recommended by most malaria endemic
countries in the treatment of uncomplicated falciparum
malaria (WHO; 2010). In Cbte d’lvoire, AS-AQ and AL
have been recommended respectively in first- and
second line treatment since 2005.

There is a considerable inter-individual variability in
parasite clearance mechanism. Efficacy of antimalarials
is influenced by factors such as parasite life stage, pharm-
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acokinetic profile and patient immune response levels
(Nébié et al., 2008; White, 2011).

This immunity is slowly established after repeated
exposure of the infection (Bouharoun-Tayoun et al.,
1990). In addition, parasite clearance is slower in low
transmission and relatively quick in high-transmission
areas, suggesting that acquired immunity contributes to
parasite elimination (Stepniewska et al., 2010). However,
the association between the levels of immunoglobulins
(IgG) specific to P. falciparum and the reduction of the
risk of infection of malaria is debated (Biswas et al., 2014;
Bejon et al.,, 2011; Wilson et al, 2013). Antibodies
against P. falciparum antigens can target the sporozoite
stage leading to a subsequent reduction in transmission
and infection: the multiplication of parasites is reduced,
as are the clinical signs of malaria (Fowkes et al., 2010;
Chan et al. 2014). Treatment efficacy improves with age
and intensity of transmission, suggesting that acquisition
of immunity may play a role in determining the efficacy of
antimalarial treatment (Staedke et al., 2004; Francis et
al.,, 2006; Greenhouse et al.,, 2009). In this regard,
previous work in Africa, mainly in high-transmission
areas, has noted various associations between immunity
and failure of treatment with sulfadoxine pyrimethamine,
chloroquine and ACTs (Van Geertruyden et al., 2009
Borrmann et al., 2011; Diarra et al., 2012). The aim of
this study was to assess contribution of immunity to
treatment outcomes in patients treated with two ACTs by
comparing total 1IgG responses of patients with failure, or
adequate clinical and parasitological response.

MATERIALS AND METHODS
Study population and samples

The study was done as part of a clinical drug-efficacy trial
in collaboration with the National Malaria Control
Programme in Cobte d’lvoire. The trial was conducted
from January to May 2016 in Man. Man islocated in
western Cote  d’lvoire.  Plasmodium  falciparum
transmission is intense and perennial, with
recrudescence during the rainy, season. The main
vectors are Anopheles gambiae and Anopheles funestus.
Plasmodium falciparum is the predominant malaria
parasite, accounting for more than 95% of infections in
children under five years of age (Offianan et al., 2014).
The number of bites per person per night (Entomological
Inoculation Rate, EIR) due to An. Gambiae is 4,21 b/p/n.
Malaria control strategies mainly based on insecticide-
treated nets and treatment of clinical cases. The use of
insecticide-treated nets in this area remains low.

The efficacy study was designed to enroll 120 patients
aged at least six months to presenting with
uncomplicated malaria if they met the criteria as defined
in the standard efficacy testing protocol by WHO (WHO;
2003) body weight =5 kg; a history of fever in the

previous 24 hours or measured fever (axillary
temperature 237.5°C or rectal 238°C); mono-infection
with P. falciparum, with parasite density between 2,000—
200,000 asexual parasites per microlitre of blood; no
other cause of fever than suspected malaria; and no
general danger signs or signs of severe and complicated
falciparum malaria as per WHO guidelines (WHO; 2000);
able to take study drugs by the oral route; able to attend
clinic on stipulated days for follow-up; and signed
informed consent (by patient or responsible caregiver).
Exclusion criteria consisted of: presence of severe and
complicated malaria as defined by WHO; a mixed
plasmodial infection, or concomitant disease masking
assessment of the response to anti-malarial treatment;
full course of AS-AQ or AL in the past 7 days; and known
hypersensitivity to any of the study drugs.

Patients were randomly assigned to receive either AS-AQ
or AL. Both treatments were three-days oral regimens
dosed by weight according to the manufacturers
instructions: AS-AQ 5 to <9 Kkg: one tablet/day of
artesunate (AS) 25 mg/amodiaquine (AQ) 67.5 mg; 9 to
<18 kg: one tablet/day of AS 50 mg/AQ 135 mg; 18 to
<36 kg: 1 tablet/ day of AS 100 mg/AQ 270 mg; 236 kg: 2
tablets/day of AS 100 mg/AQ 270 mg.

AL tablet strength was 20 mg artemether/120 mg
lumefantrine: 5 to <15 kg: 1 tablet/dose; 15

to<25 kg: 2 tablets/dose; 25 to <35 kg: 3 tablets/dose;
235 kg 4 tablets/dose. AL was administered twice a day.
Treatment outcomes were classified according to the
WHO guidelines for areas of intense transmission as
adequate clinical and parasitological response (ACPR),
early treatment failure (ETF), late clinical failure (LCF)
and late parasitological failure (LPF) (Who, 2003). Failure
was defined as the sum of ETF, LCF and LPF. For the
purpose of this study, patients with ETF, LCF and LPF
were grouped as treatment failures (TF). In order to
distinguish  recrudescence from reinfection, blood
samples collected on filter paper were assessed with
nested PCR technique as described previously (Offianan
et al., 2014).

Five ml of venous blood was withdrawn on Day 0 and day
7 into an EDTA tube from each participant and the
plasma obtained was aliquoted and stored at -20°C until
further analysis

Antigens and peptides

Peptides derived from liver (CSP, LSA3, SALSA) and
blood stage antigens (GLURP, AMA1) of Plasmodium
falciparum were used to measure antibody responses.
The antigen description is summarized in Table 1.

IgG Antibody Testing by
Immunosorbent Assay (ELISA)

Enzyme-Linked

IgG responses were quantified by ELISA in duplicate
sera samples diluted 1:100 as previously described using
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Antigen | Protein or | Sequence and/or Reference Stage of expression Antigenfrom
peptides
CsP Peptide ANPNANPNANPNANPNVDPNVDPC sporozoite/hepatic P. falciparum
stage
LSA3 Peptide VLEESQVNDDIFNSLVKSVQQEQQHNVC hepatic stage P. falciparum
SALSA | Peptide SAEKKDEKEASEQGEESHKKENSQESAC sporozoite/hepaticstage | P. falciparum
GLURP | Peptide EDKNEKGQHEIVEVEEILC merozoite/schizont P.falciparum
AMA1 Peptide YKDEIKKEIERESKRIKLNDNDDEGNKKIIAPRIFISDDKDSLKC | merozoite/schizont P.falciparum

specific Ags (peptides) and whole parasite extract sch
07/03 (Dielmo strain adapted to culture) (Niang et al.,
2017; Diop et al., 2014; Osier et al., 2008; Bonnet et al.,
2006; Aribot et al., 1996). In each plate, pool of sera from
adults living in the village of Dielmo, immune IgG (kind
gift from Prof M Hommel) and pools of European and
African non-immune was used as positive and negative
controls respectively. Results were expressed as OD
ratio = OD sample/OD naive serum pool (Aribot et al.,
1996; Perraut et al., 2003). Sera showing an OD ratio >.2
corresponding to the signal of naive controls + 2 SD were
considered sero-positive for prevalence calculations.

Statistical Analysis

Antibody levels and prevalence of responders in different
groups were compared using respectively the Mann—
Whitney, the Spearman rank correlation test for non
normally distributed paired data and the Fisher exact test.
Statistical analyses were performed using Prism (graph
pad....). For all the tests, p value < 0.05 was considered
significant.

Ethical Statement

Written informed consent for participation in the study
was obtained from adult’s patients or children’s parents
or guardians, in accordance with the Declaration of
Helsinki. Approval was granted by National Research
Ethic Committee of Coéte d’lvoire. As sentiment was
required from young children (10-17 years) in addition to
their parent’s or guardian consent.

RESULTS
Study profile

Over the course of the study, 843 total patients were
screened and 120 (60 in each group) patients were
randomized in the clinical trial. Patients were followed up
to 42 days. Samples from 56 and 55 participants in AL

and AS + AQ group respectively, meeting inclusion
criteria were available for antibody analysis, on day 0 and
day 7 (Figure 1).

Characteristics of Patients

The mean age was 6.8 and 12.14 years in AS +AQ and
AL group respectively (p=0.001).

Body temperature (°C) mean was 38.42 + 0.4710 and
38.31 £ 0.4446 in AS+AQ and AL group respectively. The
mean parasiteamia was high in AS+AQ group (37 935
asexual parasites/pl) than in AL (16031 asexual
parasites/pl) group with a range between 2100 and
177866 asexual parasites/ul. A total of 12 patients with
Sickle cell trait (HbAS) were included in the study (Table
2).

Drug efficacy in the treatment of uncomplicated
Plasmodium falciparum malaria

The overall failure rate for both drugs was 6.8% (4
patients) and 6.9% (4 patients) for AS+AQ and AL group
with an Adequate Clinical and Parasitological Response
PCR corrected (ACPR) of 98.3% (AS +AQ) and 100%
(AL).

Relationship between age, parasiteamia and antibody
levels at DO

In this study, the relationship between antibody levels
and age were assessed. The levels of IgG to CSP,
GLURP and SALSA increased significantly with age
(p<0.05) (Table 3).

Levels of IgG to AMA1 decreased with age

There was no correlation between parasitaemia observed
at recruitment with antibody responses against all
antigens except a significant negative correlation with IgG
responses to AMA1l (p<0.05) rho=-0.194 and GLURP
(p<0.05), rho=-0.265.
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Screening: 843 patients

120 patients randomized

A 4

A 4

Artesunate/amodiaquine
n =60

Artemether/lumefantrine

n= 60

Consent Withdrawn: 01 |«

A 4

\4

Lost follow up : 02

A 4

Complete treatment and
available
for follow-up day 42(n = 59)

Complete treatment and
available
for follow-up day 42(n = 58)

v

A

Available days 0 and 7
serum samples : 56

Available days 0 and 7
serum samples : 55

Figure 1. Trial Profile.

Antibody Responses at the Time of Malaria Diagnosis
and 7 Days Later

Level and prevalence of antibody responses against the
6 peptides are summarized in Table 2. Prevalence levels
were highly variable, ranging from 53.1 % (IgG to
SALSA) to 74.7 % (IgG to AMAL).

Levels of antibody responses at days 0 and 7 are stated
as Mean values and range [minimum—maximum]
ODratio. The level of Ab responses against all antigens
decreased significantly, except SALSA and sch07/03 in
day 7 after treatment, with the greatest decreasing seen
in 1gG response to GLURP (p=0.0013) (Table 4).

Association of antibody levels and efficacy of each
drug in the treatment of uncomplicated Plasmodium
falciparum malaria

To investigate whether the treatment efficacy for each of
the drugs was associated with a background of immunity,
antibody responses against all falciparum antigens (CSP,

AMA-1, LSA 3, GLURP, SALSA, and sch07/03) were
compared according to each drug’s efficacy.

The relationship between immune responses and
treatment efficacy was analyzed by stratifying outcome
as RCPA and Failure. Table 5 and 6 are shown level of
Ab responses according treatment outcome with each
drug.

Prevalence and levels of anti-Glutamate-rich Protein
(GLURP) and anti-cirsumsporozoite (CSP)-specific 1gG
antibodies were significantly higher (P < 0.001) in
Patients with ACPR in AS+AQ and AL group respectively.
Level of Glurp IgG antibodies at day 0 was 4.35 [3.3.-
5.73] and 1.92 [0.48-7.77] in Patients with ACPR and failure
in AS+AQ group (Table 6). In AL group level of CSP IgG
antibodies was also higher in patients with RCPA (2.76;
2.24-3.40) than those with treatment failure (1.17; 1.03-
1.33).

DISCUSSION

The study was designed to assess, using standardized
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ASAQ AL
PARAMETERS (n=60) (n=60) p-value
Meanage (Years) 6,8 12,14 0,001
6 months—<5 years 34 20 0,14
5-<15 yrs 21 22 1
215 yrs 5 18 0,004
Gender (M/F) 32/28 29/31 0,58
Male [n (%0)] 32 (53.33) 29 (48.33) 0.6988
Female [n (%)] 28 (46.67) 31 (51.67) 0.7037
Meanweight 23.76 32.47 0.29
Body temperature [°C, mean (SD)] 38.42+ 0.4710 38.31+ 0.4446 0.60
Range (38.20-38.43) (38.30-38.55)
Parasite density [parasite/uL, mean (SD)] 37 93516271 16031+ 3058 0,0092
Range (2100-177866) (2013-156230)
Sicklecell trait (HbAS)[n (%)] 7 (11.66) 5 (8.33)
Table 3. Relationship between age and antibody.
Antigen Age groups (year) N RtDO (D0) Geo.means (95% IC)
[0-5] 56 3.50 (2.92 - 4.19)
AMAL [6-15] 33 2.96 (2.18 - 4.02)
215 22 2.61 (1.80-3.77)
p 0.1716
[0-5] 56 2.37 (1.94 — 2.90)
CSP
[6 - 15[ 33 2.83 (2.20 - 3.65)
215 22 3.93 (2.77 - 5.58)
p 0.0241
[0-5] 56 3.43 (2.54 - 4.62)
GLURP [6-15] 33 7.11 (4.66 — 10.86)
=15 22 9.64 (15.49 — 16.92)
p 0.0009
[0-5] 56 2.35(1.92 - 2.86)
LSA3 [6- 15[ 33 534 (1.88 — 2.90)
>15 22 2.45 (1.59 - 3.79)
p 0.9115
[0- 5[ 56 1.91 (1.67 —2.18)
SALSA [6 - 15[ 33 2.74 (2.13-3.52)
>15 22 2.92 (2.19-3.91)
p 0.0025
[0-5[ 56 2.20 (1.97 — 2.45)
sch07/03 [6-15] 33 255 (2.26 — 2.89)
215 22 2.40 (1.80 — 3.18)
p 0.3096

Geo.means: geometric means The Kruskal-Wallis test was used.

methods, association of antibody levels to six malaria
antigens (CSP, AMA-1, LSA 3, GLURP, SALSA, and
EXTRAIT) with response to antimalarial drugs therapy.

The impact of immunity on treatment outcome have however
resulted in conflicting findings (Robert et al., 2000; Mayxay
et al., 2001; Mawili-Mboumba et al., 2003; Pinder et al.,
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Table 4. Antibody prevalence and level at day 0 and day 7.

Antibody Prevalence % (95% CI) Antibody level Geometric mean (range)
Antigen DO D7 P DO D7 p
CSP 60.3 (50,3 - 69.5) 56.7 (47.0 - 66.1) 0.2926 27((24-3.2) 25(2.2-2.9) 0.1235
AMA1 74.7 (65.6 -82.5) 65.7 (56.1 -74.5) 0.0921 3.1(2.7-3.6) 2.7(2.3-3.0 0.0002
LSA3 54.9 (45.2- 64.4) 44.1 (34.7 -53.8) | 0.0699 2.3(2.0-2.7) 18(1.6-2.1) |<0.0001
GLURP 72.0 (62.7 - 80.1) 55.8 (46.1-65.2) |0.004 5.2 (4.1-6.6) 2.8(2.2-3.6) [0.0013
SALSA 53.1 (43.4-62.6) 61.2 (51.5-70.3) [0.111 2.3(2.0-2.6) 25(2.2-29) |0.0152
sch07/03 66.6 (57.0 -75.3) 76.5 (67.5-84.0) |0.0692 2.3(2.1-2.6) 2.7(25-3.00 |[<0.0001
Table 5. Association between antibody response and treatment outcome in AL group.
AL group
Treatmentfailure ACPR p

Antigen ’C\laezcil. means (95% IC) ﬁ:g.zmeans (95% IC)

Ac-AMA1 DO 3.81 (1.15-12.60) 2.82 (2.21-3.60) 0.2571

Ac-AMA1 D7 2.80 (0.93-8,41) 2.79 (2.25-3.45) 0.4494

Ac-CSP DO 1.17 (1.03-1.33) 2.76 (2.24-3.40) 0.0097

Ac-CSP D7 1.75 (0.74-4.07) 3.10 (2.46-3.86) 0.0807

Ac-LSA3 DO 2.42 (0.54-10.69) 2.11 (1.72-2.60) 0.4431

Ac-LSA3 D7 2.08 (0.47-9.15) 1.74 (1.37-2.21) 0.3572

Ac-GLURP DO 3.93 (0.30-52.18) 6.92(4.68-10.22) 0.1865

Ac-GLURP D7 1.39 (0.70-2.74) 2.09 (1.40-3.13) 0.2728

Ac-sch07/03D0 2.33(1.37-3.96) 2.58 (2.24-2.96) 0.3995

Ac-sch07/03D7 3.17 (1.21-8.26) 3.00 (2.62-3.44) 0.3632

Ac-SALSA DO 2.42 (1.17-5.01) 2.48 (2.08-2.96) 0.4620

Ac-SALSA D7 2.08 (1.20-3.63) 2.40 (1.97-2.94) 0.3513

Age (years) 3.40+1.40 13.76+1.86 0.1250

Parasite density DO ( asexual | 22296+10367 15677+3423 0.4375

parasites/ul)

2006; Aubouy et al., 2007).We examined in an area of
intense transmission of P. falciparum in Céte d’lvoire during
a drug trial with Artesunate + amodiaquine (AS+AQ) or
Artemether + lumefantrine (AL) the hypothesis that there is a

synergy between drug treatment and acquired malaria
immunity.

The study showed that antibody levels to 1gG to CSP,
GLURP and SALSA increased with age as demonstrated by
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Table6. Association between antibody response and treatment outcome in AS + AQ group.

ASAQ group
. Treatment failure ACPR p

Antigen Geo. means (95%IC) Geo. means (95%)

N=4 N=51
Ac-AMAL DO 3.46 (1.23-9.74) 3.44 (2.9-4.13) 0.4871
Ac-AMA1 D7 2.21(1.014.81) 2.62 (2.15-3.18) 0.3020
Ac-CSP DO 2.40 (0.7-8.28) 3.00 (2.40-4.82) 0.5595
Ac-CSP D7 2.82 (0.55-14.57) 2.1(1.67-2.63) 0.5380
Ac-LSA3 DO 5.6 (4.67-6.71) 2.49 (2.01-3.07) 0.0079
Ac-LSA3 D7 2.13 (0.80-0.71) 1.90 (1.58-2.29) 0.3075
Ac-GLURP DO 1.92(0.48-7.77) 4.35 (3.30-5.73) 0.0659
Ac-GLURP D7 1.25 (0.85-1.84) 4.33 (314-5.97) 0.0259
Ac-sch07/03 DO 2.67(2.06-3.47) 2.11 (1.88-2.356) 0.0561
Ac-sch07/03 D7 2.82(2.12-3.74) 2.51 (2.49-2.80) 0.1424
Ac-SALSA DO 1.73 (1.13-2.65) 2.21 (1.85-2.64) 0.2743
Ac-SALSA D7 1.88 (0.46-7.43) 2.78 (2.22-3.47) 0.1574
Age (years) 4+0.091 6.40 £ 0.98 0.3125
Parasite  density DO (asexual | 20791 + 12893 37958 + 6849 0.1250
parasites/ul )

others results (Tongren et al., 2006; Dodoo et al., 2008;
Segeia et al., 2010).

Our results confirmed the hypothesis that malaria
immunity is largely effected through antibody-mediated
mechanisms and that protective antibody levels to
relevant antigens increase with age related exposure to
the parasites.

During this study, eight (8) patients failed treatment with
four (4) per treatment arm. To investigate whether the
level of antibody induced by each antigen tested in our
study was associated with treatment failure (ASAQ orAL),
we compared the antibody levels produced by each
antigen on day 0 and day 7 of patients whose treatment
failed to those whose treatment succeeded. The results
showed that with AL, only the level of antibody produced
by the CSP antigen on day 0 was high in the patients with
ACPR compared to that induced by those with treatment
failure. In the ASAQ arm, it was on D7 that there was a
remarkable difference. Same observation has been made
with anti-GLURP antibodies in AS+AQ group.

These results suggested that anti-CSP and GLURP
antibodies would have a synergistic effect and would be
associated with a low recrudescence (re-infestation)
during the treatment of malaria with these two ACTs.

Several studies in malaria endemic areas in Africa have
reached the same conclusion. The work of the Enevold
and Diarra teams respectively in 2007 and 2012 showed
that the anti-GLURP antibody would be associated with a
low recrudescence (re-infestation) during the treatment of
malaria, from which it would play a protective role
(Enevold et al., 2007; Diarra et al., 2012). Adu and
collaborators have shown during their study that anti-
GLURP-R2 antibody is associated with protection against
malaria (Adu et al., 2016). However, our results differ
from those of Keh et al.(2012) who have shown that only
the anti-AMAL1 antibody would protect against treatment
failures among eight antigens tested during malaria
treatment with either Amodiaquine or Sulfadoxine-
pyrimethamine. Other studies are demonstrated the role
of anti-MSP1-19 antibody in treatment outcome with
chloroquine (Aubouy et al., 2006; Pinder et al., 2006).
Differences in result between studies could be due to
varying efficacy and pharmacokinetics; differences in the
epidemiological setting and patient characteristics,
different means of assessing treatment outcome and the
use of different methods.

Genetic factors such as sickle cell trait (HbAS), haemoglobin
E (Hutagalung et al., 2000, Adjei et al., 2014) and athalass-
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aemia (Terlouw et al., 2002; Mockenhaupt et al., 2001)
could also affect antimalarial treatment outcome. In this
study only sickle cell trait test has been done in all the
patients. The twelve patients in our study with sickle cell
trait had ACPR. Sickle cell genotype did not influence the
treatment efficacy of artemisinin-based combination
Therapy as demonstrate by studies conducted in Ghana
and DRC (Adjei et al., 2014; N’'Dounga et al., 2015) In a
study conducted in Kenya, efficacy of sulfadoxine—
pyrimethamine in children with HbAS was increased
compared with children with normal haemoglobin
(Terlouw et al.,, 2002). Moreover for intermittent
preventive treatment of malaria in children, studies have
shown that sulfadoxine-pyrimethamine (SP) is more
effective than CQ in paediatric carriers of HbAS
(Nakibuuka et al., 2009).

Our study have some limitations. Firstly HIV test was not
done. Studies on effect of infection with HIV on the
outcome of treatment with antimalarial drugs showed
sometimes that HIV infection decreased response to
treatment with antimalarial drugs (Brentlinger et al.,
2007).

Secondly Measuring IgG1l-subclass or IgG3-subclass
responses to recombinant antigens might provide more
information than total IgG responses (Rogerson et al.,
2010).

CONCLUSION

Ac-anti GLURP and CSP may be associated with AL and
ASAQ treatment outcome respectively in Man region of
Céte d’lvoire.
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RESUME

L’émergence et I’extension de la résistance aux dérivés de l'artémisinine observée en Asie du Sud-Est constituent un
probléme de santé publique. L’efficacité des antipaludiques est influencée par plusieurs facteurs en outre 1’état
immunitaire du patient. Ce travail a consisté d’une part a déterminer 1’apport de la réponse immune dans I’issue du
traitement avec les associations Artesunate + Amodiaquine (AS + AQ) et Artéméther + Lumefantrine (AL) a Man et
d’autre part I’effet du faciés épidémiologique (Man et Bouaké) sur la réponse immune en Cote d’Ivoire.

L'étude a été réalisée dans le cadre de deux essais cliniques évaluant I'efficacité des deux antipaludiques que sont : AS +
AQ et AL. Ces essais cliniques se sont déroulé 1’un a Man (Ouest) et 1’autre a Bouaké (Centre) de la Cote d'Ivoire. Des
échantillons de sérum prélevés au moment du diagnostic du paludisme et jour 7 apres le traitement ont été utilisés pour
quantifier le niveau de réponse spécifique a 5 antigénes de plasmodium falciparum et ’extrait total de Sch 07/03. La
méthode ELISA a été utilisée. Au total 55 et 56 échantillons de sérum respectivement dans le bras de traitement AL et
AS+AQ disponibles a JO et J7 ont été utilisé pour le dosage du niveau de réponse spécifique a chaque antigéne. Quant a
la comparaison du niveau moyen d’anticorps spécifique a chaque antigéne dans deux faciés épidémiologiques différents
(Man et Bouaké), respectivement 111 et 40 échantillons de sérum a JO et J7 ont été utilisé.

A I’issue de cette étude, il ressort que les niveaux moyens de réponse dirigée contre les antigénes CSP, GLURP et SALSA
augmentent significativement avec 1’age (p < 0,05). Les niveaux de réponses anticorps spécifiques a tous les antigénes
diminuent significativement a J7 a ’exception des niveaux de réponses spécifiques aux antigénes SALSA et I’extrait
total de sch 07/03. Le niveau de réponse spécifique a I’antigéne GLURP a été le plus grand déclin a J7 (p = 0,0013). La
réponse clinique parasitologique adéquate apres correction PCR était de 98,3% (AS +AQ) and 100% (AL). Les niveaux
de réponses spécifiques aux antigénes GLURP et CSP ont été significativement (p < 0,001) plus élevés chez les patients
ayant une RCPA respectivement dans le bras AS+AQ et dans le bras AL.

La comparaison des réponses spécifiques dirigées contre les antigenes de Plasmodium entre les patients de Man et de
Bouaké souffrant du paludisme a montré que la proportion des répondeurs et les niveaux moyens d’anticorps spécifiques
aux antigénes GLURP et I’Extrait total de sch 07/03 ont été significativement (p < 0,05) plus élevés a Bouaké qu’a Man.
Les résultats indiquent qu’a Man le niveau d’anticorps spécifique a I’antigéne SALSA a été plus élevé chez les femmes
que chez les hommes. Les femmes de Bouaké ont plus répondu aux antigénes GLURP et Extrait total que celles de Man
(p < 0,05). L’¢étude a noté que I’acquisition de la réponse immune humorale pourrait étre différente chez les personnes
de mémes ages vivants dans des zones différentes particulierement chez les plus jeunes enfants et selon le sexe.

Mots clés : Réponses anticorps, échecs aux traitements, CTA, Man, Bouaké, Cote d’Ivoire.

ABSTRACT

The emergence and extension of artemisinin derivative resistance observed in Southeast Asia is a public health problem.
The efficacy of antimalarial drugs is influenced by several factors besides the patient’s immune status. This study
consisted on the one hand to determine the contribution of the immune response in the outcome of treatment with the
associations Artesunate + Amodiaquine (AS + AQ) and Artemether + Lumefantrine (AL) to man and on the other hand
the effect of the epidemiological facies (man and Bouaké) On the immune response in Cote d’Ivoire.

The study was conducted in two clinical trials evaluating the efficacy of the two antimalarial drugs AS + AQ and AL.
These clinical trials were conducted in Man (West) and the other in Bouaké (Center) of Céte d'lvoire. Serum samples
collected at the time of malaria diagnosis and on day 7 after treatment were used to quantify the level of specific response
to 5 Plasmodium falciparum antigens and the total extract of Sch 07/03. The ELISA method was used. In total 55 and
56 serum samples respectively in AL and AS + AQ treatment arm available at DO and D7 were used for the determination
of the specific response level of each antigen. The comparison of the mean level of antibodies specific to each antigen in
two different epidemiological facies (Man and Bouakeé), respectively 111 and 40 serum samples at DO and D7 were used.
On completion of this study, it appears that the mean levels of response directed against the antigens CSP, GLURP and
SALSA increase significantly with age (p < 0.05). The levels of antibody responses specific to all the antigens decreased
significantly at day 7 with the exception of levels of specific responses to SALSA antigens and the total extract of Sch
07/03. The level of response specific to GLURP antigen was the largest decline at D7 (P = 0.0013). The appropriate
parasitological clinical response after PCR correction was 98.3% (AS + AQ) and 100% (AL). GLURP and CSP antigen-
specific response levels were significantly (p < 0.001) high in patients with APCR respectively in the AS + AQ arm and
AL arm.

The comparison of specific responses against Plasmodium antigens between the patients of Man and Bouaké suffering
from malaria showed that the proportion of responders and the mean levels of antibodies specific to GLURP antigens
and The total extract of Sch 07/03 was significantly (P < 0.05) higher in Bouaké than in Man. The results indicate that
in Man the level of antibodies specific to SALSA antigen was higher in women than in men. The women of Bouakeé
responded more to the GLURP antigens and total extract than those of Man (P < 0.05). The study showed that the
acquisition of the humoral immune response may be different in people of the same age living in different areas especially
in younger children and by gender.

Key words: Antibody responses, treatment failures, CTA, Man, Bouaké, Cote d’Ivoire.



